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RESUMO

JANOLLA, Thais de Agrella. Caracterizacdo de biominerais a partir das interagdes entre
Vivianita e Acidithiobacillus ferrooxidans, sob diferentes substratos sedimentares, como
potencial para bioassinaturas em condi¢cGes marcianas pretéritas. 2023. Dissertacao de
Mestrado no Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncia dos Materiais — Universidade Federal

de S&o Carlos, campus Sorocaba, 2023.

O conceito de “vida” ainda ndo foi estabelecido e, tampouco, sua origem foi esclarecida. Isso
se reflete como um desafio para as areas da ciéncia que se esforcam por investigar a
possibilidade de vida em outros ambientes além da Terra. Assim, cada vez mais a NASA, em
um esforgo transdisciplinar, tem fomentado tecnologias espaciais com o objetivo de investigar
lugares propicios ao estabelecimento da vida em Marte e identificar suas bioassinaturas. Desta
forma, o estudo e a caracterizacdo de biominerais e quimiofdsseis em nosso planeta se
revestem de importancia, inteiramente os processos fundamentais que levam a sintese de
minerais na presenca de microrganismos. Isso fornecerd uma base de conhecimento que
viabilizara comparagcfes com rochas e sedimentos de Marte. As abordagens experimentais in
vitro tornam-se importantes pela possibilidade do estudo detalhado desses processos em
ambientes controlados. Assim foi estudada a oxidacdo da Vivianita, fosfato de ferro comum
na Terra e potencialmente presente em Marte, pela bactéria Acidithiobacillus ferrooxidans
para a sua obtencdo de energia, com 0 objetivo de caracterizar os precipitados formados
qguando da presenca de diferentes substratos. Essa contribuicao apresenta os resultados obtidos
por analises de espectroscopia micro-Raman, FT-IR e MEV-EDS. Esparamos contribuir para
0 entendimento da formacdo de bioassinaturas sob a influéncia de diferentes substratos,
podendo ser aplicado para ambientes terrestres e marcianos.

Palavras-chave: Marte, astrobiologia, paleometria, microrganismos extremoéfilos micro-
Raman, MEV/EDS
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ABSTRACT

JANOLLA, Thais de Agrella. Characterization of biominerals from relaxants between
Vivianita and Acidithiobacillus ferrooxidans, under different sedimentary substrates, as
potential for biosignatures in past martian conditions. 2023. Master's Dissertation in the
Graduate Program in Materials Science — Federal University of Sdo Carlos, campus Sorocaba,
2023.

The concept of “life” has not yet been established, nor has its origin been clarified. This
represents a challenge for the areas of science that strive to investigate the possibility of life in
environments other than Earth. Thus, NASA, in a transdisciplinary effort, has increasingly
promoted space technologies with the aim of investigating places suitable for the
establishment of life on Mars and identifying their biosignatures. Therefore, studying and
characterizing biominerals and chemiofossils on our planet is extremely important,
considering the fundamental processes that lead to the synthesis of minerals in the presence of
microorganisms. This will provide a knowledge base that will enable comparisons with rocks
and sediments from Mars. In vitro experimental approaches become important due to the
possibility of a detailed study of these processes in controlled environments. Thus, the
oxidation of Vivianite, iron phosphate common on Earth and potentially present on Mars, by
the bacteria Acidithiobacillus ferrooxidans was studied to obtain energy, with the aim of
characterizing the precipitates formed when different substrates are present. To this end,
characterization techniques such as micro-Raman FT-IR and SEM-EDS were applied.
Therefore, we contributed to the understanding of the formation of biosignatures and the

influence of substrates, and can be applied to terrestrial and Martian environments.

Keywords: Mars, astrobiology, paleometry, extremophile microorganisms, micro-Raman,
SEM/EDS.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

1.1 Contexto marciano

Marte é um dos corpos do Sistema Solar de maior interesse para a astrobiologia, pois
pode ter apresentado clima e condigdes parecidas as da Terra Arqueana - justamente o
momento em que ocorria a irradiacdo e a diversificacdo das primeiras formas de vida no
planeta Terra. No entanto, muitos detalhes sobre a geologia e fisiografia de Marte (atual e
pretérita) ainda permanecem desconhecidas. Na década de 1970, descobriu-se que a superficie
marciana era coberta por um manto de intemperismo, ou seja, um material ndo consolidado
compondo o regolito (ou “solo”) do planeta, embasado por rochas basalticas (RONCA, 1970).
Mais recentemente, com a exploracdo da superficie marciana pelas sondas Spirit e
Opportunity, informacgdes mais detalhadas sobre a geologia de Marte foram disponibilizadas.

De acordo com dados obtidos da exploracdo por essas sondas, pode se verificar que
regolito marciano € rico em elementos como ferro (Fe), magnésio (Mg), enxofre (S) e titanio
(Ti) (que compBem importantes ciclos biogeoquimicos terrestres), além de outros elementos,
como sodio (Na) e potassio (K) (NASCIMENTO-DIAS et al, 2022). Resultados
mineraldgicos mais detalhados obtidos com o Miniature Emission Spectrometer (Mini-TES)
no Opportunity permitiram a identificacdo de minerais de interesse para o estudo da
possibilidade de vida pretérita no planeta. Por exemplo, foram identificadas areas com
presenca de minerais ricos em sulfato, como a Jarosita, a analise dos dados coletados por
sondas e rovers em Marte, como o rover Curiosity, revelou a presenca de jarosita em varias
regibes do planeta como em areas como na cratera Jezero com aproximadamente 750 m de
profundidade (CHRISTENSEN et al., 2004; KLINGELHOFER et al., 2004).

Além disso, a presenca de ambientes acidos indicam implicacGes para a habitabilidade
passada de Marte, uma vez que certos microonganismos na Terra sdo capazes de sobreviver
em ambientes acidos, o que levanta questdes sobre a possibilidade de no passado do planeta.

A identificacdo da jarosita e a compreensdo de sua formacdo em Marte sdo exemplos
de como a investigacdo mineraldgica e quimica das rochas e do solo marciano pode nos
ajudar a reconstruir a historia do planeta e a entender melhor as condi¢fes que prevaleceram
em sua superficie ao longo do tempo. Essas descobertas continuam a desempenhar um papel

importante no estudo da geologia e da astrobiologia de Marte. (HYNEK et al., 2019)
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Enquanto isso, areas com altas concentracdes de carbonatos ricos em Mg e Fe como
Magnesita e Siderita foram detectadas pela sonda Spirit, 0 que pode significar a ocorréncia
pretérita de um sistema aquoso alcalino favoravel a deposi¢cdo dos minerais carbonaticos
(MORRIS et al., 2010).

Além disso, foram observadas regides especificas enriquecidas com outros elementos
de grande importancia para a vida (a0 menos a vida como compreendida no ambiente
terrestre), ele desempenha um papel fundamental em vérios processos bioldgicos como (1) ser
um componente crucial das moléculas de energia como o ATP (adenosina trifosfato) e o GTP
(guanosina trifosfato) (2) é um componente fundamental dos acidos nucleicos, como o0 DNA
(&cido desoxirribonucleico) e o RNA (acido ribonucleico) (BERG et al., 2002); (3) Os
fosfolipidios s&o os principais constituintes das membranas celulares; muitas enzimas, que sdo
proteinas que catalisam rea¢Bes quimicas no corpo, requerem a presenca de ions de fosforo
(fosfatos) para funcionar adequadamente; (4) e também sdo autores da fosforilacdo que é uma
modificacdo pds-traducional comum em proteinas, onde grupos fosfato sdo adicionados a
proteinas para regular sua atividade. (NELSON & Cox 2000).

O fosforo (P), foi detectado em concentragdes de até 2,4% (massa/massa). Esse P pode
estar presente nesses ambientes na forma de diferentes minerais, como fosfatos ricos em Mg e
Fe, que ainda ndo podem ser identificados pelas técnicas analiticas empregadas na exploracéo
cientifica do planeta até agora (DYAR et al., 2014).

Atualmente, as expectativas para o aprofundamento do conhecimento sobre a estrutura
fisica da crosta, manto e nicleo marcianos aumentaram significativamente com o sucesso do
pouso da Missdo InSight (Interior Exploration using Seismic Investigations, Geodesy and
Heat Transport), que tem enviado para a Terra dados sismicos e de fluxo de energia térmica
do planeta. Outra missdo importante é a Mars 2020, que enviou 0 rover Peserverance que
pousou em Marte em fevereiro de 2021 com propdsito de buscar por sinais de vida féssil e
coletar amostras de rocha e solo para serem retornadas a Terra em missdes futuras.

Acredita-se que a crosta de Marte foi formada especialmente durante o periodo
Amazoniano (Figura 1). Esse periodo é cronologicamente correlato com o Eon Proterozoico
na Terra (ca. 2,5 Ga - 541Ma), no qual a vida microbiana se diversificou e tornou-se
abundante (CARR et al., 2010). A presenca de agua no estado liquido durante este periodo em
Marte é especialmente importante, para a correlagdo com a Terra do Proterozoico,
principalmente considerando as possibilidades de vida pretérita marciana. Porém, esta é uma
questdo que ainda se encontra aberta, sendo que deverd ser acessada ndo sO pelas missdes

supracitadas, mas também por outras em fase de desenvolvimento como a Exomars da
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Agéncia Espacial Europeia (ESA), com a sonda Rosalind Franklin (SALESE et al., 2016;
STEIN et al., 2018; OROSEI et al., 2018).

Pre -

Noachiano Noachiano Hesperiano

I|[llIlllllllllIlllllllllllllll|IIII|I[II|IIII|

4 Ga 3Ga 2Ga 1 Ga
Figura 1. Escala de tempo geoldgico de Marte Modificada de Carr & Head (2010)

Na Terra, alguns argilominerais, importantes para a producdo de bioassinaturas e a
fossilizacdo excepcional de organismos (CUADROS, 2017; GOMES et al., 2019) se formam
a partir de intemperismo préximo a superficie para produzir sedimentos em sistemas
hidrotérmicos localizados, principalmente, em centros de dissemina¢do do fundo do mar, ou
mais raramente por precipitacdo direta em bacias lacustres (EBERL & BARRER, 1984). Os
argilominerais sio ent&o erodidas, transportadas, enterradas e metamorfoseadas® em processos
impulsionados pelo clima e tecténica. As mudancas quimicas que acompanham a influéncia
da formacao dos argilominerais durante os ciclos geoquimicos globais (MERRIMAN, 2005;
KUMP et al., 2000) e os tipos e distribuicGes destes minerais e seus contextos estratigraficos
registram e permitem a reconstrucdo de histérias ambientais em escalas globais e regionais.
H& uma tendéncia a restricdo dos argilominerais em terrenos mais antigos de Marte, é na
regido conhecida como a Planicie do Norte, que abriga algumas das caracteristicas geoldgicas
mais antigas do planeta. Essa &rea remonta ao periodo chamado de Noachiano, que ocorreu
entre cerca de 4,1 e 3,7 bilhdes de anos atras, neste periodo a superficie era rica em dgua em
estado liquido, com o pH de quase neutro indicado pelas estimativas do pH do solo. Estas
informacBes sdo baseadas principalmente em modelos e simulacdes, bem como em analises
de minerais e dados de missdes espaciais que detectaram minerais que podem estar associados
a condicdes acidas ou alcalinas. Por outro lado, os terrenos mais jovens demonstram tracos
caracteristicos de transicdo de um periodo, com uma significativa mudanca composicional,
apresentando uma predominancia de sulfatos. Indicando que a superficie se tornou um
ambiente arido com &guas superficiais salinas e acidas (BIBRING, 2006; CHEVRIER &
BIBRING, 2007).

O metamorfismo é um processo geol6gico que envolve a transformacéo de rochas pré-existentes (geralmente rochas sedimentares ou
igneas) em novas rochas, devido a mudancas na presséo, temperatura e/ou na composicdo quimica.



A presenca de argilominerais em Marte ja foi confirmada em diferentes locais por meio de
mapeamentos por missdes de orbitadores e por andlises in loco, como a identificacdo de
unidades ricas em argilominerais na cratera Gale pelo rover Curiosity (BENNETTI et al.,
2019). Enquanto isso, na regido nordeste do Syrtis Major Planum, sdo observadas crateras
como a Antoniadi e Toro que apresentam grandes depositos edlicos de silica (ricos em
quartzo ou opala) assemelhando-se a areia. Indicando a presenca de meio aquoso alcalino com
potencial para preservacdo de bioassinaturas. Essa silica estd associada com outros
sedimentos e minerais alterados (filossilicatos) datando do Noachiano tardio (SMITH &
BANDFIELD, 2012).

Existem diversos locais de interesse pontual para a investigacdo de bioassinaturas em
Marte como a regido de Nili Fossae e o paleolago formado pela cratera de impacto Jezero
com ~45 km de diametro (Figura 2), ambos entre o Syrtis Major Planum e a Isidis Planitia.
A cratera de Jezero classificada como hidrologicamente aberta, foi alimentada por dois vales
de entrada ao norte e oeste, e drenada por um vale de saida ao leste (FASSETT & HEAD,
2005). A analise dos vales indica que o sistema deixou de ter atividade fluvial durante o
Noachiano-Hesperiano (4600-3000Ma), semelhante a outros sistemas de rede de grandes
vales em Marte (FASSETT & HEAD, 2008; HOKE & HYNEK, 2009). Ainda, a cratera de
Jezero contém dois depdsitos de delta fluvio-lacustres bem expostos (EHLMANN et al.,
2008a; FASSETT & HEAD, 2005; GOUDGE et al., 2017, 2015; SCHON et al., 2012), bem
como grandes depdsitos de minerais carbonaticos (EHLMANN et al., 2008a, 2008b,2009;
GOUDGE et al., 2017, 2015). A exploracdo in situ desta regido pode fornecer novas
informacBes importantes sobre o registro sedimentar fluvial e a histéria de alteracdo aquosa
do inicio de Marte. Esses afloramentos contribuiram para a selecdo da cratera Jezero como
local de pouso do rover Mars 2020 (WILLIFORD, 2018).
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Figura 2. Mapa topogréafico global de Marte. A coloragdo do mapa base indica as elevages relativas, com base
nos dados do equipamento Mars Orbiter Laser Altimeter do orbitador Mars Global Surveyor da NASA. Brancos
e marrons indicam as maiores elevagdes (+12 a +8 km); seguido por rosas e vermelhos (+8 a +3 km); amarelo é
0 km; verdes e azuis sdo elevages mais baixas (até -8 km). Os eixos sdo a latitude e a longitude marciana; a
localizacdo da cratera Jezero € identificada com uma estrela de cor branca. Fonte: planetary.org

1.2 Bioassinaturas

As bioassinaturas sdo quaisquer sinais, objetos, substancias ou padrfes gerados por
meio de atividade biologica (MARAIS et al. 2002). As bioassinaturas incluem, entre outras
coisas: (1) caracteristicas morfologicas, como células preservadas ou componentes
extracelulares, como substancia polimérica extracelular (EPS) fossilizado ou ndo; (2) minerais
biogénicos, como os produzidos por mineralizagdo biologicamente induzida (dolomita
biogénica precipitada em microbialitos e tapetes microbianos) ou biologicamente controlada
(endosqueletos e partes mineraliza+das duras de metazoarios), que podem apresentar
caracteristicas cristalograficas ou propriedades fisicas que podem ser distinguidas dos
minerais abidticos (como magnetitas produzidas dentro das células de bactérias
magnetotaticas - magnetossomas); (3) texturas especificas ou tecidos biogénicos em rochas
originadas por atividade microbiana, como texturas fenestrais em microbialitos; (4) vestigios
moleculares ligados a atividade bioldgica, como ligantes organicos de membrana celular
bacteriana, lipidios, macromoléculas organicas, etc.; (5) caracteristicas quimicas especificas
do bioprocessamento, como quiralidade em moléculas orgénicas; (6) isOtopos estaveis
favoraveis aos padrdes biogénicos e ao bioprocessamento, e a (7) o desenvolvimento

tecnoldgico.
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Apesar de todas as possibilidades acima citadas, bioassinaturas (ou sinais delas) nem
sempre sdo faceis de serem identificados, especialmente se essas amostras sdo de contexto de
tempo profundo e na escala de Javaux, ela € uma escala geocronoldgica sugerida para a
utilizacdo na datacdo e categorizagdo das primeiras evidéncias de vida na Terra com base na
presenca de microfosseis. (JAVAUX, 2019; CALLEFO et al., 2019). A Escala de Javaux
categoriza 0os microfosseis em trés faixas temporais principais: (1) Eoarqueano (4,0 a 3,6
bilhdes de anos atras), esta é a faixa mais antiga da escala e é associada ao periodo em que a
Terra estava esfriando ap6s sua formacdo. Os microfosseis encontrados nesta faixa sdo
considerados 0s mais antigos conhecidos e sdo altamente controversos. Eles incluem
estruturas como filamentos e granulos que foram interpretados como potenciais vestigios de
vida, mas também podem ser explicados por processos geoldgicos ndo bioldgicos; (2)
Paleoarqueano (3,6 a 3,2 bilhdes de anos atrés), esta faixa é associada a evidéncias mais
robustas de microfésseis, incluindo estruturas filamentosas e esféricas que sdo interpretadas
como 0s restos de organismos microbianos. No entanto, ainda ha algum debate sobre a origem
bioldgica versus a origem abidtica de alguns desses microfdsseis; e (3) Mesoarqueano (3,2 a
2,8 bilhdes de anos atrés), esta faixa abrange uma variedade de microfosseis que séo
considerados mais bem preservados e mais consistentemente associados a atividade biologica.
E importante observar que a interpretacdo de microfésseis e evidéncias de vida nas rochas
antigas € um campo altamente complexo e sujeito a debate. A natureza microscopica e a
preservacdo precaria dessas estruturas tornam a identificacdo de evidéncias de vida
extremamente desafiadora. (JAVAUS, 2017).

Uma boa estratégia para se avaliar a presenca de vida em Marte é buscar por
bioassinaturas quimicas que possam ter resistido aos efeitos do tempo, intemperismo de
diversas naturezas e as condi¢cOes extremas do planeta desde o0 Amazoniano. Diante disso, 0s
biominerais merecem especial atengdo por consistirem bioassinaturas mais resistentes do que
moléculas organicas ou bioassinaturas morfoldgicas (microfésseis bacterianos, por exemplo)
(JIMENEZ-LOPEZ, 2010; CALLEFO et al., 2019). Assim como o termo “bioassinatura”, a
definicdo de “biomineral” € ampla, mas em geral, € usada para descrever minerais que foram
produzidos por organismos vivos (WEINER & DOVE 2003; SKINNER & JAHREN, 2003).

Os biominerais possuem algumas propriedades especificas que os diferencia dos
minerais produzidos inorganicamente. Essas diferencas resultam em pardmetros e podem ser
utilizados como critérios de comparacdo, tais como: forma, cristalinidade, tamanho,
composicao de elementos tragos e de isotopos (WEINER & DOVE 2003).
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Diante disso, estudos que visam investigar contextos de sintese e preservacgéo, além de
formas combinadas de detec¢do de biominerais revestem-se de importancia. Esses estudos
devem incluir abordagens experimentais capazes de gerar dados imprescindiveis para estudos
comparativos com 0 registro geoldgico da Terra e os contextos sedimentares de outros

mundos habitaveis.
1.3 Acidithiobacillus ferrooxidans e a precipitacdo mineral em diferentes sedimentos

A Acidithiobacillus ferrooxidans é uma bactéria gram-negativa acidofilica (crescendo
de maneira 6tima em pH 1,8 a 2,0 na presenca de H,SO,), mesofila (preferindo temperatura
6tima em torno de 30°C) e quimiolitoautotréfica, ou seja, obtém energia por meio da oxidacao
de espécies inorganicas enquanto é capaz de fixar o CO, do ar para a producdo de biomassa.
Devido ao seu metabolismo, esta bactéria desempenha um papel importante na ciclagem
biogeoquimica dos metais, sendo capaz de obter energia por meio de diferentes pares de
espécies inorganicas doadoras e aceptoras de elétrons. Dentre esses pares, se destacam a
oxidacdo de espécies de S ou Fe na presenca de oxigénio (O,). No caso da oxidacdo de
grandes quantidades do fon Fe?* a Fe**, reacdo de baixo ganho energético para o organismo,
pode ocorrer a precipitacdo de minerais capazes de mobilizar outros metais do meio ambiente.
Primeiramente ha a formacéo de Schwertmannita (Fe**305(OH)s.2x(SO4)xenH-0, X - 0,5 a 2 e
n - 13 a 17), mineral metaestavel de baixa cristalinidade e muitas vezes com habito de ourico
que, em pouco tempo, é substituido por Jarosita (KFe**3(SO4)2(OH)s), mineral com alta
cristalinidade.

Ambos 0s minerais apresentam poucos micrémetros de diametro. Esses minerais, que
podem se formar tanto de maneira abidtica ou bidtica em diferentes ambientes terrestres,
também podem levar a remocdo de ions metélicos da solucdo por meio de substituicdo de
ions, adsorcao ou coprecipitacdo (SILVA et al. 2018).

A versatilidade desse organismo é explorada em processos de bioIixiviac;zio2 e
biomineragdo para a extracdo de metais de interesse de minérios ricos em sulfetos. Diversas
rochas e minerais também podem apresentar a biodisponibilidade de Fe** em soluc&o quando
em condi¢Bes &cidas Otimas do microrganismo. Além do uso do organismo para a
solubilizacdo de minerais de interesse econémico, como a Calcopirita para a exploragcdo em

minas de cobre, outros minerais tém sido ofertados para o crescimento do A. ferrooxidans.

2 Biolixiviagdo é um processo biotecnoldgico utilizado na industria de mineracéo e metalurgia para extrair metais valiosos de
minérios, concentrados ou residuos minerais utilizando microorganismos, principalmente bactérias, como agentes de
lixiviacdo



Sdo exemplos, experimentos em que foram ofertados minerais como a Siderita
(Fe®*CO3) e a Vivianita (Fe**3(P04),*8H,0) (SILVA et al., 2020, VICENZI et al., 2019),
minerais considerados comuns na Terra. Em ambos os casos, foi demonstrada a capacidade do
organismo de consumir o Fe?* que se solubilizou, de forma que as células puderam realizar
sua oxidacdo para manter seu metabolismo e crescimento.

Além disso, ja foi demonstrada a capacidade de crescimento do A. ferrooxidans em
simulados simples de solo marciano (BAUERMEISTER et al., 2014) e simulados de
meteoritos (GRONSTAL et al. 2009), foram produzidas culturas de A. ferrooxidas em
meteoritos metélicos e condritos carbonaceos reais mostrando que o organismo foi capaz de
oxidar o ferro meteoritico, o que fica evidenciado pelo aumento da concentracdo celular.
Durante o experimento usando o meteorito metalico sem agitacéo, foi observado o processo
de oxidacdo e formacdo de precipitado primeiramente sobre a amostra e posteriormente,
deposicdo do mineral no fundo e paredes do frasco de cultura. Quando a isotopia do ferro
(°"Fe/**Fe) foi avaliada nos precipitados formados sobre o meteorito e nas paredes dos frasco
nos experimentos abidticos e bidticos, foram observados dois comportamentos distintos:
enquanto no experimento abidtico ambas amostras de precipitado mostraram iguais
proporcOes isotdpicas, no experimento bidtico houve um fracionamento representado pelo
enriquecimento de is6topos pesados no precipitado junto ao meteorito (associado a acao direta
do organismo) e enriquecimentos de is6topos mais leves na fracdo precipitada longe do
meteorito nas paredes dos frascos (associados a uma oxidacao predominantemente abiética).
Isso foi interpretado como um indicativo que a acdo bioldgica causou uma mudanca na
relacdo de isétopos do mineral formado, demonstrando que biogenicidade desses minerais
pode ser acessada através da isotopia e que eles podem servir como bioassinaturas. (SILVA et
al., 2018).

Uma questdo ainda pouco explorada em detalhes é o efeito dos argilominerais e areia
na preservacdo e deteccdo de bioassinaturas. Alguns estudos constatam que em ambientes
argilosos, bacterias termoacidofilicas, prosperam, como em canais de efluente de Cyanidium
Creek (BROCK, 1978). Analises microscopicas desses sedimentos revelaram células
bacterianas em varios estigios de mineralizacdo. O papel das bactérias como elementos de
seletividade para argilominerais ricos em Fe é atribuido a sua capacidade de interacdo com
ions metalicos (FERRIS, 1987) e pela diagénese inicial de sedimentos (BROUWER et al.,
2011; DECHO 2000; GOLUBIC et al., 2000).
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Sendo assim, sedimentos como areia e argilominerais se tornam excelentes candidatos
para experimentos envolvendo A. ferrooxidan séo, ja que possuem historicos de resultados
promissores.

Em escalas micro e ultraestruturais, o uso combinado de algumas técnicas, como as
espectroscopicas e espectrométricas, tém permitido ndo apenas a deteccdo de bioassinaturas,
mas também o refinamento dos critérios de biogenicidade (e.g. SCHOPF et al., 2005; 2012).
Por esta razdo, a Paleometria tem constante preocupacdo com aperfeicoamentos,
desenvolvimentos, estudos comparativos e propostas de métodos cada vez mais eficazes e
eficientes voltados a investigacdo de seus objetos de estudo. Neste contexto, se insere a
necessidade de um maior conhecimento das espécies de bioassinaturas que poderiam ter
surgido em condicdes frequentes de ambientes terrestres e, caso a vida tenha se desenvolvido,
em ambientes marcianos. Apesar das limitagdes impostas pelos poucos dados obtidos em
ambientes passados e até mesmo presentes, a complexidade da simulacdo de ambientes e
ecossistemas naturas em laboratorio, e as extrapolacdes que precisamos fazer devido ao fato
da vida terrestre ser a Unica que conhecemos, urge a necessidade da realizacdo de
experimentos que possam se aproximar dessas condigdes, para que seja possivel obter uma
melhor interpretacdo dos dados obtidos, principalmente no que tange a exploragdo marciana.

Diante do exposto acima, uma abordagem multitécnica faz-se necessaria para a
deteccdo das bioassinaturas preservadas. As técnicas utilizadas para analise de um possivel
padrdo de biogenicidade foram: espectroscopia micro-Raman, Microscopia eletronica de
varredura com Espectroscopia de Dispersdo de Energia (MEV/EDS). Ainda, analises de
Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR), pH, UV-Vis e
Fluorescéncia de Raio-X foram aplicadas de forma complementar. Esta Gltima analise ainda
esta sendo tabulada e portanto, ndo esté inserida nesta dissertacdo. Dos demais, 0s resultados e

discussdes destas analises sdo apresentacdo das proximas secoes.
2. OBJETIVOS

Esse projeto teve o objetivo de investigar o uso da Vivianita como fonte de Fe?* para a
producdo de energia no crescimento do microorganismo Acidithiobacillus ferrooxidans,
durante suas interagcbes com diferentes substratos como a montmorilionita (argilomineral) e a
areia, na consequente formacéo de biominerais a partir do fon de Fe** produzido por agdo de

oxidacéo da bactéria.
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O projeto foi realizada a partir da identificacdo e caracterizacdo dos biominerais
precipitados que pelo microrganismo, observando que os mesmos poderiam ser indicativos de
potenciais bioassinaturas para investigacdo de vida em Marte.

Como um direcionamento e objetivos especificos, tivemos:

o Acompanhamento de crescimento do organismo A. ferrooxidans na
presenca de diferentes sedimentos, usando o mineral Vivianita como fonte de
Fe?*, em cultivos dindmicos e estéticos;

o Verificagdo da eficacia e da complementariedade de técnicas
espectroscopicas na analise do substrato, para a identificacdo de eventual
ocorréncia dos precipitados minerais, para observar as mudancas causadas por

diferentes condicdes, substratos e a presenca ou ndo do A. ferrooxidans.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Delineamento experimental

Foram testados, de forma exploratoria dois delineamentos: um estatico e outro
dindnimo. Ambos foram exequiveis, portanto, optou-se por se seguir com as analises de
caracterizagdo com ambas as condigdes. Essas condicGes foram propostas considerando
avaliar a diferenca de ambientes mais agitados (ou seja, mais parecidos com sistemas fluviais,
por exemplo) e mais calmos (mais semelhantes a sistemas parados como o0s lacustres),
representadas pelo uso de dois frascos de cultura diferentes para os experimentos.

Esse sistema permitiu observar possiveis diferengas entre 0s bioprecipitados quando
produzidos em contato direto com o sedimento e em suspensdo com movimentacdo do
liquido. Desta forma foram escolhidos os seguintes recipientes: (1) condicdo estatica: placas
de Petri sem agitacdo, que permitem a formacdo de uma condigdo que representa de maneira
mais fidedigna um ambiente natural de sedimentacdo, possuindo uma area superficial grande
e profundidade pequena, de forma com que 0 experimento seja regido por processos
difusionais caracteristicamente mais lentos; (2) condicdo dindmica: frascos Erlenmeyer, que
tem sua area superficial reduzida e sua profundidade maior, representando um ambiente
fluvial mais homogéneo devido a agitacdo e aos processos turbulentos. As especificacdes dos
recipientes foram: Erlenmeyer de 50 ml e Placa de Petri de 25 ml e 90 mm de diametro.

Todos os recipientes continham 20 mL de meio de cultura T&K modificado sem Fe
solvel esterilizado contendo: Mg(SQO,4)*7H,O (0,4g/L), K,HPO,; (0,4g/L), (NH4)2(SO,)

26



(0,4g/L) e H,SO, até atingir pH - 1,8 (SILVA et al., 2018). A fonte de Fe nos experimentos
foi o mineral Vivianita, Fe®*3(PO4),*8H,0) triturado e peneirado em peneira de 120 Mesh
(permitindo a passagem de material particulado com ao menos uma das dimensdes inferiores
a 125 um), que foi adicionado para que a concentragdo inicial em cerca de 5mM (~50
mg/frasco). Nos experimentos bioticos, foi inoculado 400 puL (2% v/v) de uma solugdo
contendo Acidithiobacillus ferrooxidans vindos de um cultivo em fase exponencial crescendo
em meio T&K modificado com 120 mM de FeSO, (veja Anexo 1).

E importante destacar que na auséncia de uma fonte de Fe (no caso, a Vivianita), nio
ha sentido a realizacdo de experimentos biotios (com presenca do A. ferrooxidans) ja que esse
ndo seria capaz de se desenvolver. Ao sistema também foram adicionados um ou dois
sedimentos, representados pela areia (10g) e o argilomineral Montmorilonita (4,59) que,
guando ambos os sedimentos estavem presentes, foi utilizada metade de massa de cada (5g e
2,25g respectivamente). Portanto, como variantes dos sistemas, em condigdo dindmica ou
estatica, os sedimentos (areia e o argilomineral), a Vivianita, e a presenca ou nao do
microrganismo. Ambos 0s experimentos permaneceram a 30° C, que é temperatura 6tima para
o crescimento do A. ferrooxidans. Os experimentos estaticos ficaram em estufa termostatizada
enquanto os experimentos dindmicos ficaram sob agitagdo a 150 rpm em mesa agitadora

(shaker). Os sistemas definidos nesta etapa do projeto estdo descritos na Figura 3.
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Figura 3: Diagrama de identificagdo de variaveis do experimento. (Ilustragdo: Julia D’Oliveira) - Diagrama dos
11 tratamentos para cada tipo de sistema (Dinamico ou Estatico). A primeira letra indica se a variavel é biotica
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(presenca de bactéria, representada pela letra “B”) ou abidtica (auséncia de bactérias, representadas por “A”). A
letra “V” indica a presenga ou auséncia do mineral Vivianita. A inclusdo de sedimentos nos experimentos sera
indicada por “S” (presenca de areia) e¢ “M” (presenga do argilomineral Montmorilonita), essas fracdes
sedimentares podem coexistir, o que sera indicado com o sinal “+” entre as abreviaturas.

3.2 Métodos de caracterizacéo

O substrato e sedimentos foram submetidos a analises de caracterizacdo antes e apds a
realizacdo dos experimentos. As analises foram importantes para a caracterizacdo e
diferenciacéo entre os insumos e os diferentes minerais produzidos de forma bidtica e abidtica

ao final do processo.

3.2.1 pH e UV-Vis

Devido a diferenca dos processos fisicos que regem o0s experimentos, 0 tempo
necessario para a solubilizacdo e a oxidacdo bidtica do Fe foi diferente entre 0s ensaios
dindmicos e estaticos. Assim, as amostragens foram realizadas no momento da preparacao
dos experimentos e entdo, em uma frequéncia de 15 dias, com a adi¢cdo de uma amostragem
no sétimo dia, no caso dos experimentos dindmicos bidticos. A repeticdo das amostragens
continua nesta frequéncia, sendo encerradas quando 0s recipientes secaram ou atingiram
volume inferior ao necessario para os testes.

As anélises quimicas pertinentes a este delineamento tém como base a solubilizag&o de
Fe?* e sua oxidagdo abidtica ou bidtica, seguida de eventual precipitacdo de minerais. Ainda,
controle para que o pH permaneca préximo do 6timo (faixa de 1.8 a 3 para o crescimento do
organismo enquanto houver Fe** biodisponivel em experimento biético). Devido ao baixo
volume de liquido nos experimentos, optou-se pela andlise de pH por fitas com papel
indicador de pH. Foram feitas analises colorimétricas para medicdo da concentragdo de Fe**
(complexacdo com o-fenantrolina) e Fe* (complexacdo com tiocianato de potassio) na fase
soltvel e insolavel (Silva et al., 2018).

A quantificacdo de Fe na fase insoltvel da condicéo sob agitacdo foi possivel mediante
a sua separacao por centrifugacdo, descarte do sobrenadante e adicdo de uma solugdo de
mesmo volume de HCI (~1M), por pelo menos 24h. Devido a deposicéo e forte aderéncia dos
precipitados nas paredes dos frascos, ndo se esperava obter a recuperacéo total do Fe durante
0 decorrer dos experimentos, gerando um desvio no balango de massa desse elemento. O
cronograma para estas analises estd demonstrado na Tabela 1 e foram realizadas seguindo

protocolos ja estabelecidos anteriormente (veja Anexos 2 e 3).
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Cronograma de Analises Quimicas
Dias 0|7 (15/30|45]...
Condi¢des dindmicas | X | X | X | X | X [ X
CondicOes estaticas | x X | X|X|X

Tabela 1: Cronograma programatico para realizacdo de coletas e analises colorimétricas e de pH.

3.2.2 Espectrocopia micro-Raman

Dentre as técnicas utilizadas tivemos a espectrometria de micro-Raman que é uma
técnica analitica avancada amplamente utilizada em diversas &reas da ciéncia, incluindo
quimica, fisica, biologia e materiais. Seu principio basico repousa na dispersao inelastica da
luz, que ocorre quando a luz incide sobre uma amostra e uma pequena fracdo dos fétons
incidentes sofre espalhamento Raman. Esse fendmeno ocorre devido as vibragdes moleculares
na amostra, resultando em frequéncias Raman Unicas para cada substancia. Isso permite a
identificacdo e analise detalhada da estrutura molecular e composi¢do quimica da amostra.

Para realizar uma analise Raman, é necessario um espectrémetro de Raman equipado
com um laser monocromatico para excitar a amostra. A luz dispersada Raman é entdo
direcionada para um monocromador que a separa em diferentes frequéncias. Um detector
converte esses sinais em um espectro que exibe as frequéncias e intensidades das bandas
Raman. Essas frequéncias Raman sdo caracteristicas de ligacdes quimicas especificas e
fornecem informac6es valiosas sobre a amostra.

Uma das vantagens significativas da espectrometria de micro-Raman é que ela ndo
requer um preparo complexo da amostra, tornando-a adequada para uma variedade de tipos de
amostras, incluindo sélidos, liquidos e gases. Além disso, a técnica pode fornecer
informagdes sobre a estrutura molecular, composi¢do e orientacdo das ligacbes quimicas
presentes na amostra.

A espectrometria de micro-Raman tem uma ampla gama de aplicacGes, incluindo a
caracterizagdo de materiais, como polimeros, minerais, semicondutores e compostos
organicos. Ela também é usada em estudos de biologia, permitindo a analise de celulas e
tecidos. Além disso, € aplicada na analise de produtos farmacéuticos e alimentos, bem como
no monitoramento de reacdes quimicas e processos em tempo real.

Entretanto, existem algumas limitagdes na técnica. A intensidade do sinal Raman
geralmente é fraca, o que pode exigir tempos de aquisicdo mais longos para obter dados
confiaveis. Além disso, algumas amostras podem ser fotossensiveis e danificadas pelo laser, o
que requer cuidados especiais. A sobreposicdo de bandas Raman em amostras complexas
também pode dificultar a anélise. (Smith & Dent 2005).
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Figura 4: Diagrama dos processos de espalhamento Rayleigh e Raman. O mais baixo estado vibracional de
energia m € mostrado na base com estados de energia crescente acima isto. Tanto a energia baixa (setas para
cima) quanto a energia dispersa (setas para baixo) tém energias muito maiores do que a energia de uma vibragéo.
(Smith & Dent 2005).

Trata-se de uma técnica ndo destrutiva que ndo necessita de preparacdes ou
manipulagdes de qualquer natureza, como lixamentos, polimentos ou qualquer preparacédo
mais complexa. Esta analise foi realizada no Astrolab, 1Q-USP. O equipamento utilizado foi
um micro-Raman da marca Renishaw modelo in-Via Reflex acoplado ao microscopio.

Laser 632,8 nm (He-Ne) — 50 mW, Laser 785 nm (laser de diodo) - 500 mW, Laser 532
nm (laser de diodo) - 500 mW, com rede de difracdo de 1200 linhas (quando usado os lasers
632,8 ou 785 nm) e de 2400 linhas (quando usado o laser 532 nm) com um detector CCD
(1040X256 pixels) resfriado termoeletricamente com uma base motorizada nas diregdes X, Y
e Z com passo de 0,1 um (acessério fundamental na aquisicdo de imagens Raman), acessorio
para coleta de espectros a diferentes temperaturas (N, liquido até 300 °C) e polarizadores para
a luz incidente e espalhada.

Na anélise conduzida neste projeto, empregamos um laser com comprimento de onda
de 532 nandmetros, juntamente com configuragdes de sistema fixadas em 30 acumulagdes
(acc), 5% de poténcia do laser e 1 segundo de tempo de exposi¢do para cada um dos 20
pontos avaliados nas 22 amostras coletadas. Cabe destacar que esses parametros foram

otimizados por meio de uma analise prévia.

3.2.3 MEV/EDS
A técnica de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) em combinacdo com a

Espectroscopia de Dispersdo de Energia de Raios-X (EDS) é uma poderosa ferramenta
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analitica amplamente utilizada em diversas areas da ciéncia e da industria. Essa técnica
oferece insights valiosos sobre a morfologia e composicdo quimica de amostras

microscopicas e nanométricas. Vamos criar um texto parecido para essa técnica:

A Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) associada a Espectroscopia de
Dispersdo de Energia de Raios-X (EDS) é uma técnica analitica avancada que
desempenha um papel fundamental em diversas areas da pesquisa cientifica e na
inddstria. O principio basico do MEV envolve o uso de feixes de elétrons para explorar a

morfologia da superficie de uma amostra em escala micro ou nanométrica.

O MEV oferece imagens de alta resolucdo, revelando detalhes estruturais que sao
essenciais para a analise de materiais. A capacidade de explorar a topografia da superficie
torna 0 MEV um instrumento valioso em campos como geologia, metalurgia, ciéncia dos

materiais e nanotecnologia.

Além disso, a técnica de Espectroscopia de Dispersdo de Energia de Raios-X
(EDS) permite a analise da composicao quimica de uma amostra. Ao direcionar feixes de
elétrons na amostra, ocorre a emissdo de raios-X caracteristicos, cujas energias Sao
medidas pelo EDS. Isso fornece informacgdes sobre os elementos quimicos presentes na

amostra e suas concentra(;c")es.

A combinagdo do MEV e EDS nos permite visualizar estruturas de uma amostra
em alta resolucdo, mas também determinem sua composi¢ao quimica. Isso é fundamental
em uma ampla gama de aplicacdes, desde a andlise de minerais e materiais
semicondutores até a pesquisa em biologia, além de possibilitar estudar amostras
bioldgicas, incluindo células e tecidos.

No entanto, é importante notar que a técnica MEV-EDS requer equipamentos
complexos e conhecimento especializado para sua operacdo e interpretacdo dos dados.
Além disso, a preparacdo adequada da amostra é essencial para obter resultados precisos.
A técnica MEV-EDS é uma ferramenta valiosa que continua a desempenhar um papel
crucial na pesquisa e na industria, fornecendo informacdes detalhadas sobre a morfologia
e a composicao quimica de amostras em escalas micro e nanométricas. (GOLDSTEIN et
al., 2017)

As andlises via MEV/EDS foram realizadas no Laboratorio de Plasmas Tecnologicos
(LapTec) do campus Experimental de Sorocaba, sob coordenacdo da Profa. Dra. Elidiane
Cipriano Rangel. O modelo do MEV é JEOL — JSM-6010LA (Analytical Scanning Electron

31



Microscope) com as seguintes especificacdes detector EDS de silicone (resolugéo de energia:
133 eV ou melhor), EDS com a condicdo de analise de WD 10 mm a angulo se saida de 35°
(apenas JSM-60LA) com uma resolucdo méxima de 4 nm. Atingindo resolucéo de 8 nm a 3
kV e 15 nm a 1 kV (baixas voltagens de aceleracdo). A fungdo de baixo-vacuo e detector de
elétron-retroespalhado é equipado como padrdo. Pode-se observar amostras nao-condutivas
facilmente sem preparacdes complicadas. Possui duas portas para uma grande unidade
opcional e sdo equipadas para a cdmara de amostras com didmetro maximo de 150 mm. O

aumento nominal é de até 300.000x%, voltagem de aceleracdo de 0,5 a 20 kV.

3.2.4 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier, FT-IR

A Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR) é uma
técnica analitica fundamental utilizada em diversas areas da ciéncia e da industria para
analisar a composi¢do quimica e estrutura molecular de amostras. Vamos criar um texto
semelhante ao anterior, abordando a técnica FT-IR:

A Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) é uma
técnica analitica altamente versatil e amplamente aplicada em vérias disciplinas da ciéncia e
industria. A base do FT-IR reside na interacdo da luz infravermelha com uma amostra,
fornecendo informacdes cruciais sobre sua composicao quimica e estrutura molecular.

Ela funciona medindo as variacBes na absorcdo da luz infravermelha pela amostra. As
diferentes ligacGes quimicas presentes em uma substancia vibram em frequéncias especificas,
e essas VvibracOGes sdo capturadas pelo sei espectrdmetro. O resultado é um espectro que
mostra picos de absorcdo caracteristicos, revelando as ligacBes quimicas e 0s grupos
funcionais presentes na amostra. Esta técnica € amplamente usada em areas como quimica
organica, analise de polimeros, controle de qualidade de produtos farmacéuticos e anélise de
alimentos. Além disso, é uma ferramenta valiosa em estudos de biologia, onde pode ser usada
para analisar proteinas, &cidos nucleicos e outras biomoléculas.

Uma das vantagens desta técnica sdo notaveis, como a sua capacidade de analise ndo
destrutiva e ndo invasiva. Isso significa que as amostras podem ser analisadas sem a
necessidade de preparacdo complexa, tornando-o adequado para uma ampla variedade de
materiais, incluindo soélidos, liquidos e gases.

No entanto, é importante destacar que o FT-IR tem suas limitacbes, como a
necessidade de amostras transparentes ao infravermelho e a sobreposicéo de bandas espectrais
em amostras complexas, que pode dificultar a interpretacéo dos resultados e € uma ferramenta

essencial, que desempenha um papel fundamental na pesquisa cientifica e na industria,

32



fornecendo informac@es detalhadas sobre a composicdo quimica e a estrutura molecular de
amostras de maneira nao invasiva e de alta precisdo. (GRIFFITHS & HASETH, 2007)

Para a analise FT-IR, foi utilizado um espectrdmetro Perkin Elmer Frotier no modo de
reflexdo total atenuada. Foram realizadas 64 varreduras em resolucdo de 4 cm™, nos
comprimentos de onda de 4000 cm™ a 400 cm™. Foram analisadas as amostras das condicdes
dindmica e estatica nas seguintes condi¢bes: A-M, A-V, A-V-M, B-V, B-V-M.

Devido ao risco potencial de danificar o equipamento e a limitacdo de tempo que
impossibilitou a preparacdo adequada das amostras que continham areia, ndo foi viavel

incorporar essas variaveis na analise em questao.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Andlises quimicas e mineraldgicas

4.1.1 pH

Os valores de pH em ambas as condi¢des exibiram um comportamento semelhante. As
variaveis contendo Montmorilonita como U(nico componente ou como sedimento
complementar apresentaram valores de pH dentro da faixa de 2-3, enquanto todas as outras

variaveis mantiveram-se em um pH entre 1-2.

pH Dinamica pH Estatica
15-mai. 22-mai. 5-jun. 19-jun. 15-mai. 22-mai. 5-jun.
Amostra | pH | Amostra | pH | Amostra | pH | Amostra| pH | Amostra| pH | Amostra| pH | Amostra | pH
B-V 1-2|B-V 1-2(B-V 1-2|B-V 1-2|B-V -|B-V 1-2|B-V -
B-V-M 2-3|B-V-M 2-3|B-V-M 2-3|B-V-M 2-3|B-V-M -|B-V-M 3|B-V-M -
B-V-S 1-2|B-V-S 1-2|B-V-S 1-2|B-V-S 1-2|B-V-S -|B-V-S 1-2|B-V-S -
B-V-5+M | 2-3|B-V-S+M | 2-3|B-V-S+M | 2-3|B-V-5+M [ 2-3|B-V-S+M -[B-V-S+M | 2-3[B-V-S+M -
A-V 1-2[A-V 1-2|A-V 1-2|A-V 1-2|A-V -|A-V 1-2|A-V -
A-V-M 2-3|A-V-M 2-3|A-V-M 2-3|A-V-M 2-3]A-V-M -|A-V-M 2-3|A-V-M -
A-V-S 1-2|A-V-S 1-2[A-V-S 1-2|A-V-S 1-2]A-V-S -|A-V-S 1-2|A-V-S -
A-V-S+M | 2-3|A-V-S+M| 2-3|A-V-S+M| 2-3|A-V-S+M | 2-3]A-V-S+M -|A-V-S+M | 2-3|A-V-S+M -
A-M 2-3|A-M 2-3|A-M 2-3|A-M 2-3]A-M -|A-M 2-3|A-M 2-3
A-S 1-2[A-S 1-2[A-S 1-2|A-S 1-2|A-S -|A-S 1-2|A-S 1-2
A-S+M 1-2|A-S+M 1-2|A-S+M 2-3|A-S+M 2-3|A-S+M -|A-S+M 1-2|A-S+M 1-2

Tabela 2: Resultados das andlises de pH para a condi¢do dinamica e estatica. A primeira letra indica se a
variavel ¢ biotica (presenca de bactéria, representada pela letra “B”) ou abidtica (auséncia de bactérias,
representadas por “A”). A letra “V” indica a presenga ou auséncia do mineral Vivianita. A inclusdo de
sedimentos nos experimentos sera indicada por “S” (presenga de areia) e “M” (presenca do argilomineral),
essas fracdes sedimentares podem coexistir, 0 que serd indicado com o sinal “+” entre as abreviaturas.

Isso pode ser justificado pelo argilomineral ser de uma classe de minerais silicaticos
gue possui uma estrutura de camadas. Cada camada do argilomineral é composta por

tetraedros e octaedros que se unem para formar uma estrutura em folhas. Uma caracteristica
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importante das camadas deste argilomineral é a presenca de espacos intersticiais (vazios)
entre essas camadas, nos quais ions e moléculas podem ser encontrados. Esses espacos
intersticiais sdo vitais para muitos processos quimicos e fisicos que ocorrem nestes
argilominerais. Esses espacos sdo muitas vezes chamados de "espacgos de troca" porque
cations (ions positivamente carregados) podem ocupa-los e serem trocados por outros cations
em reacdes quimicas. Os cations que ocupam 0s espacos intersticiais entre as camadas do
argilomineral podem incluir fons de sédio (Na*), potassio (K*), célcio (Ca®"), magnésio
(Mg?"), entre outros. A presenca desses cations nos espacos intersticiais é importante para a
estabilidade das camadas do argilomineral e também desempenha um papel na capacidade de
troca de céations (CTC) do argilomineral em virtude de suas caracteristicas, que contém
cations nos espacos intersticiais de suas camadas. Esta é uma das hipdteses apresentadas para
elucidar a discrepancia de valores de pH observados nas variaveis que incluiam a presenca de
argilominerais. (GARCIA-GONZALEZ et al 2016).

4.1.2 UV-VIS

Apresentacdo grafica do acompanhamento para a variagdo da concentracdo de Fe®" e
Fe?* a0 longo do tempo em ambas as condicdes.
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Figura 5 — Acompanhamento da concentracdo de Fe*" e Fe?* nas variaveis ao decorrer do experimento. (a)
representa as varidveis abioticas do sistema dinamico; (b) representa as variaveis bidticas do sistema dinamico;
(c) representa as variaveis abioticas do sistema estatico; (d) representa as variaveis bioticas do sistema estatico.

As formas preenchidas representam o progresso de Fe**, enquanto as formas vazadas representam o progresso de
Fe?".
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A variacdo significativa nas concentragbes de Fe** e Fe?* indicam que o houve a
oxidagdo de Fe®* para Fe** tanto nos tratamentos bi6ticos quanto nos abiéticos independente
do desenvolvimento do A. ferrooxidans. Os resultados obtidos confirmam a capacidade da
bactéria em oxidar Fe?* e acumular Fe** total em todas as culturas (Anexo 5 e Figura 5).

Nos tratamentos dinamicos, o sistema biético com Vivianita (B-V) ou com Vivianita e
areia (B-V-S), apresentou tendéncia de diminuicdo das concentraces de Fe®* ao longo do
tempo (exceto no final do monitoramento B-V, quando o meio seca naturalmente, levando a
um aumento na concentracéo de fons na solucdo). Por outro lado, as concentracdes de Fe®*
aumentaram significativamente em comparacdo aos sistemas abioticos (A-V e A-V-S). Isto
indica o sucesso do desenvolvimento das bactérias e sua capacidade de obter energia através
da oxidacdo do Fe®*, em contraste com o sistema abidtico, que ndo apresentou oxidagéo
significativa deste ion.

Apds uma semana, foi observado o desenvolvimento metabolico dos microrganismos
na cultura bidtica sem sedimento, juntamente com a reducdo da concentracéo inicial de Fe?*
em solucéo de 12,514 mM para 6,679 mM e o aumento de Fe** de 6,526 mM para 11,263
mM. A amostra contendo areia exibiu um padrdo de crescimento semelhante, com a
concentragéo inicial de Fe** diminuindo de 17,170 mM para 8,705 mM no mesmo periodo,
enquanto Fe** aumentou de 6,266 mM para 13,746 mM. Isto sugere que a areia se comporta
como substrato inerte, ndo afetando o crescimento de A. ferrooxidans.

O mesmo padrdo foi observado nas concentragdes de Fe** para tratamentos estaticos.
Nestes casos, embora n3o tenha havido variacdes significativas no Fe** ao longo do periodo
de observacdo para B-V e B-V-S, suas concentra¢@es foram menores quando comparadas aos
sistemas abioticos (A-V e A-V-S), novamente indicando sucesso no desenvolvimento de A.
ferrooxidans.

Quase ndo houve variacdo na concentracdo de ions de ferro nos sistemas bioticos com
Montmorilonita e Vivianita (B-V-M). Tanto nos sistemas estaticos quanto nos dinamicos, as
concentracdes de Fe** permaneceram baixas, e as concentracdes de Fe** permaneceram altas
quando comparadas aos sistemas abioticos (A-V-M).

Nos tratamentos dindmicos dos sistemas bidticos com Vivianita, areia e a
Montmorilonita (B-V-M+S) houve ligeiro aumento nas concentragcfes de Fe¥* e diminuicéo
de Fe?*, quando comparado aos sistemas abi6ticos. Essa mesma tendéncia foi verificada nos
tratamentos estaticos, nas culturas com Montmorilonita (A-V-M, B-V-M, A-V-S + M e B-V-
S+M). (Anexo 4 e Figura 5)
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Portanto, ndo foi possivel mensurar o sucesso no desenvolvimento de A. ferrooxidans
em sistemas com Montmorilonita. Nestes casos, as medi¢des da concentracio de Fe>* podem
ter sido distorcidas devido a capacidade de troca catibnica da Montmorilonita. Este tipo de
argilomineral possui cations (Na*, K*, Ca®*, Mg*") que podem ser substituidos por Fe** no
espaco intersticial entre suas camadas. (GARCIA-GONZALEZ et al 2016). Neste cenario, as
bactérias podem de facto ter-se desenvolvido em sistemas com Montmorilonite, mas os ions
Fe** podem ter sido sorvidos entre as camadas de minerais argilosos, tornando-os
indisponiveis na solugo.

Outra possivel explicacdo é que o Fe®* pode ter sido absorvido ou sorvido pela
Montmorilonita e, portanto, ndo estar totalmente disponivel para as bactérias, ou apenas em
pequenas quantidades. Alguns experimentos mostraram que a absorcdo de Fe?* segue o
comportamento de sor¢do de outros metais de transicdo divalentes e que a sorcao deste cétion
pode aumentar até duas vezes em montmorilonitas que foram enriquecidas com Fe®*.
(SOLTERMANN et al 2014) Este fenbmeno também poderia explicar o ligeiro aumento nas
concentracdes de Fe®" observado em sistemas biéticos com areia e Montmorilonita (B-V-
M+S). A massa de Montmorilonita adicionada a estes sistemas foi menor (=2,25 g). Neste
caso, € possivel que a quantidade relativamente menor de Montmorilonita no sistema tenha

sido insuficiente para absorver a quantidade de Fe** produzida.

4.2 Espectrocopia micro-Raman

Né&o foram obtidos espectros significativamente representativos de Montmorilonita em
nenhum dos tratamentos onde este sedimento foi adicionado. Além disso, os sinais obtidos
revelaram um fundo de alta fluorescéncia (ndo apresentadas nos espectros devido ao
tratamento de baseline feito anteriormente). Nas misturas envolvendo este filossilicato, o
fundo de fluorescéncia interferiu na identificacdo dos espectros caracteristicos do quartzo
(areia) e da Vivianita, com apenas uma exce¢do, no sistema estatico em B-V-M.

Os dados analiticos sdo apresentados nas Tabelas 4 e 5. A primeira apresenta os dados
resumidos das analises em condi¢cdes dindmicas. Maior detalnamento dos dados nesta

condicdo pode ser encontrado no Anexo 5.

A-S
Ponto 1 Ponto 5 Ponto 10
v Intensity [IR] (FWHM) v Intensity [IR] (FWHM) v Intensity [IR] (FWHM)
211.21* 4362.29 21% 20.98 209.64* 5403.14 19% 21.82 210.83* 2721.87 20% 21.36
267.54! 923.97 4% 3.95 266.411 1160.77 4% 5.61 267.01! 972.50 % 7.27
357.67* 1627.24 8% 5.49 356.75"  363.43 1% 4.68 357.45! 1130.56 8% 6.22
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394.94'  368.80 2% 3.13 395271 42243 2% 4.68 46552 1379503 100% 7.59
403.34'  299.70 1% 5.05 402.23'  596.95 2% 6.04 808.29'  850.15 6% 11.43
467.05'  20702.72 100% 8.93 466.67° 28026 100%  9.88 983.51 1191.72 9% 23.36
511.80  555.88 3% 13.35 697.22'  313.19 1% 11.78 104955  1332.94 10%  31.00
809.83'  821.12 4% 11.22 796.50'  720.26 3% 9.71
1083.20" 597.99 3% 9.08 804.97  391.53 1% 11.40
1161.89" 275.49 1% 6.88 1066.82* 671.70 2% 10.78
116152 777.74 3% 10.19
A-M
Ponto 11 Ponto 19
v Intensity [IR] (FWHM) N Intensity [IR] (FWHM)
466.00  5742.15 100% 7.36 465.68 1828.57 100% 8.60
A-V
Ponto 2 Ponto 6 Ponto 9
v Intensity [IR] (FWHM) v Intensity [IR] (FWHM) v Intensity [IR] (FWHM)
19247  2283.02 3% 62.68 199.73° 345523  22% 27.53 151.24°  611.46 16%  14.98
457.88° 539457 7% 24.64 319.62* 850357 55% 31.79 309.53°  1941.41 43%  25.95
613.24°  2803.60 4% 14.12 431.64° 319894 21% 12.06 384.03 759.47 17%  19.07
626.60° 245384 3% 12.96 459.32° 278206 18% 11.20 428.80°  1982.07 44%  28.25
984.09°  79854.70 100% 5.34 476.35°  3236.04 21% 16.75 529.79°  2850.47 64%  16.96
640.36  3194.02 21% 11.44 928.44 2202.11 49%  23.85
967.96" 611281  40% 23.57 984.00°  4464.55 100% 5.38
1023.58* 4789.24  31% 20.90 1005.45  2371.50 53%  8.60
1084.54° 15360.97 100%  26.17 1029.44*  2260.91 51%  19.83
1259.01 2361.34  15% 20.01 1098.10  3732.19 84%  36.57
A-V-S
Ponto 1 Ponto 9 Ponto 16
v Intensity [IR]  (FWHM) v Intensity [IR] (FWHM) v Intensity [IR] (FWHM)
210.02'  6277.92 20%  22.26 343.96° 1062.72 29% 7.78 156.98°  40063.89  100% 11.83
266.28' 104742 3% 7.22 376.00° 362535 100%  7.59 196.93*  787.41 2% 7.60
357.27 1138.06 4% 5.14 46437  640.39 18% 9.88 217.59 4287.70 11%  7.60
395.12'  1029.77 3% 411 250.14° 1059396 26%  7.70
400.04*  885.06 3% 5.66 288.26 4948.33 12%  11.35
466.10'  30944.15 100% 9.33 325.82° 1097842 27%  17.61
696.20'  616.40 2% 10.25 369.01° 1184567 30%  10.10
797.41'  480.70 2% 9.22 395.87 829.40 2% 7.60
1162.19' 1160.64 4% 8.19 414.65°  1696.65 4% 12.61
464.09°  5785.48 14%  17.72
502.85*  2217.86 6% 12.61
546.66°  4368.11 11%  17.61
585.47°  2117.01 5% 13.86
634.62 4646.66 12%  27.63
A-V-M
Ponto 4 Ponto 18 Ponto 19
v Intensity [IR]  (FWHM) v Intensity [IR] (FWHM) v Intensity [IR] (FWHM)
146.54 497162 6% 5.06 265.922 2926.53  24% 16.77 1355.66°  2817.79 100% 37.62
239.76°  27769.21 31%  70.30 44831  12429.63 100%  39.72
44386  88939.36 100% 41.13 612.33° 1143825 92% 35.13
607.70°  58720.79 66%  40.00
706.71 602448 7% 50.14
A-V-M+S
Ponto 2 Ponto 5 Ponto 12
v Intensity [IR] (FWHM) v Intensity [IR] (FWHM) v Intensity [IR] (FWHM)
210.02'  4186.91 19%  20.98 147.80  51077.82 100%  7.55 146.58*  5799.60 4% 455
267.69° 1012.10 5% 5.90 397.71! 192326 4% 9.56 240.01°  38826.90 28%  66.85
357.80"  963.92 4% 5.90 466.74' 1432437 28% 7.81 443.86 136642.60 100% 40.84
396.05'  680.19 3% 2.92 517.67° 314773 6% 16.85 609.13°  90037.30 66%  39.59
404.02' 62255 3% 434 639.72  6039.28  12% 20.52
466.70°  21607.43 100% 9.20
1162.23  912.32 4% 6.64
B-V
Ponto 4 Ponto 9 Ponto 14
v Intensity [IR] (FWHM) v Intensity [IR] (FWHM) v Intensity [IR] (FWHM)
222.31°  314.40 15%  12.18 255.59* 119254  30% 138.43 140.91* 77254 24%  7.14
340.52°  594.59 29%  12.37 468.96° 124112  31% 62.68 226.90°  3265.42 100% 14.48
37256 204642  100% 9.88 607.74°  621.79 16% 94.81 306.09°  772.47 24%  14.48
427.48°  371.37 18%  11.98 1010.39° 3980.67 100%  64.97 431.09*  2589.39 79%  14.48
43344 44857 22% 453 454.04*  535.63 16%  9.88
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624.95° 31594 15% 3.78 626.10*  1668.08 51%  7.59

1011.81° 956.41 47%  62.68 1008.10  2648.47 81%  5.29
1096.47* 1549.63 47%  16.77
1161.79  831.44 25%  21.36

B-V-S
Ponto 6 Ponto 16 Ponto 18
v Intensity [IR]  (FWHM) v Intensity [IR] (FWHM) v Intensity [IR] (FWHM)
209.81' 441284 21%  24.19 207.44'  3043.96 25% 23.46 209.271  4889.98 21% 2251
266.98'  751.72 4% 8.37 267.43' 102742 8% 7.44 267.97  662.48 3% 9.00
357.63'  1699.86 8% 5.25 293.87°  4007.46  32% 18.30 293.08' 173047 7% 22.51
46552  20980.31 100% 9.88 317.02*  4566.45 37% 32.44 316.15*  1996.95 8% 24.56
510.33  726.28 3% 7.64 357.16' 124568 10% 7.91 335.23*  1657.37 % 25.52
809.16'  614.61 3% 11.20 431.09°  563.09 5% 10.80 357.05'  2129.59 9% 6.49
1083.14'  895.60 4% 11.28 466.67°  12392.09 100% 9.88 394.94'  1239.00 5% 4.94
611.21°  422.82 3% 12.09 404.73 637.67 3% 5.98
639.32  1560.34 13% 11.51 466.67° 2351212  100% 7.59
809.99'  312.33 3% 3.29 637.53*  840.36 4% 15.81
969.75*  5913.71  48% 29.17 978.75 1691.78 7% 36.08
983.96° 9346.09  75% 7.57 1021.19* 2347.41 10%  31.12
1020.95* 3896.06 31% 24.79 1085.74"  2055.22 9% 31.01
1083.38' 2010.14  16% 18.76 1162.32'  912.16 4% 10.74
1257.64 166953  13% 23.93 1252.89  936.23 4% 24.68
B-V-M
Ponto 17
N Intensity [IR] (FWHM)
147.68* 13188.40 30% 8.36
445,68 36742.64 85% 33.25
611.82 43329.59 100% 37.64
B-V-M+S
Ponto 1 Ponto 3 Ponto 18
v Intensity [IR] (FWHM) v Intensity [IR] (FWHM) v Intensity [IR] (FWHM)
209.46' 426218 20%  23.33 152.94°  578.39 4% 6.04 209.771  5057.30 20% 2143
266.58'  936.27 4% 7.44 210541 302412  24% 23.10 267.26'  1492.13 6% 4.00
356.95' 1697.84 8% 6.50 292.31° 107490 8% 9.21 357.4'8  1193.03 5% 497
394.88'  811.66 4% 8.38 357.12' 104759 8% 5.09 401.13'  1278.14 5% 6.43
403.78  1268.71 6% 5.10 466.37*1  12855.43 100% 8.94 466.69'0  24956.98 100% 8.71
466.54'  21079.27 100% 8.49 480.87  2101.36  16% 8.52

509.00 243123  19% 8.10

Indenticacdo de cada pico caracteristico identificado: *Areia “Montimorilonite *Vivianite *“Metavivianite *Novo
fosfato de ferro ndo identificado..

v (em™1) é 0 nimero de onda do espectro Raman. IR € a intensidade relativa referente ao pico mais intenso da
variavel. FWHM ¢ a largura total na metade da amplitude do pico.

Tabela 4: Dados de espectroscopia micro-Raman em condi¢do dindmica (nimero de onda, intensidade,
FWHM).

A seguir, na Tabela 5, sdo apresentados os dados resumidos das analises em

condicOes estaticas. Maior detalhamento dos dados nesta condi¢do pode ser encontrado

no Anexo 6.
A-S
Ponto 8 Ponto 11 Ponto 15
v Intensity  [IR] (FWHM) v Intensity [IR] (FWHM) v Intensity [IR] (FWHM)
209.14! 5899.28  22% 23.67 208.831  5009.90 19% 21.79 207.14! 1566.27 3% 28.06
266.69' 122301 4% 6.82 26754  989.52 4% 461 453.17 5869.96  13% 12.63
357.00" 129511 5% 5.83 356.58'  1994.13 8% 5.06 465.93! 4284.01 9% 10.04
466.44* 27341.61 100% 8.57 30487 726.97 3% 417 616.62 3707.16 8% 9.99
612.31 975.40 4% 8.66 403.90'  959.99 4% 461 624.95 1615.88 4% 7.40
975.19 1387352 51% 5.28 46519 25991.12  100% 9.69 976.05  45933.66 100% 6.80
1083.68'  975.65 4% 6.80 807.98'  1010.90 4% 9.69 998.92 2518.88 5% 5.23
1162.06  940.56 4% 9.69
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A-M+S

Ponto 5 Ponto 10 Ponto 15
v Intensity  [IR]  (FWHM) v Intensity [IR] (FWHM) v Intensity [IR] (FWHM)
21221  5916.82 18% 2194  146.8849 5865.396 100% 10.11 209.14'  5266.64  21% 20.71
267.302 1467.35 4% 7.59 267.01* 1265.06 5% 5.46
356.78"  854.46 3% 5.39 308.30 552.93 2% 1.84
395.06' 1369.50 4% 4.25 357.91* 796.59 3% 491
45169  3186.13  10% 6.76 396.30" 494.02 2% 3.77
465.88'  32729.09 100% 8.39 403.53! 1040.26 4% 3.77
1162.91" 1149.03 4% 7.72 451.43 1768.57 7% 491
465.86°  24737.31 100% 7.94
A-V
Ponto 12 Ponto 17 Ponto 18
v Intensity  [IR]  (FWHM) v Intensity [IR] (FWHM) v Intensity [IR] (FWHM)
983.49' 589848  79% 5.49 451.37°  3558.12 9% 11.70 529.61°  2356.81 32% 14.83
1002.91 5087.24  69% 7.59 616.08  2226.62 6% 10.88 606.25° 162920  22% 28.17
1018.21  7421.75 100% 5.68 623.99° 1782.79 5% 9.07 925.42 134253  18% 21.97
975.76  38306.32 100% 5.89 983.55°  5667.92 7% 8.81
1009.33°  7335.03  100% 29.44
A-V-S
Ponto 1 Ponto 4 Ponto 13
v Intensity  [IR]  (FWHM) v Intensity [IR] (FWHM) v Intensity [IR] (FWHM)
208.10"  4380.56 19% 25.95 209.15'  4617.25  21% 23.85 210.20" 4897.90  20% 23.85
266.29"  483.22 2% 6.86 266.98'  1478.99 7% 6.68 266.90" 1535.91 6% 7.81
356.52'  1901.68 8% 5.48 357.00° 144183 6% 6.68 357.45" 1127.61 5% 5.83
39550  785.46 3% 4.46 395.20'  854.52 4% 6.68 394.97* 789.47 3% 6.48
402.31'  820.29 4% 7.53 403.81'  1037.37 5% 6.68 403.90* 1154.82 5% 6.17
466.24' 23213.34 100% 9.69 466.241 22519.72  100% 7.59 465190  24014.99  100% 9.69
1161.100  736.55 3% 6.61 697.99' 74744 3% 8.43 699.16" 645.83 3% 8.77
808.04'  738.73 3% 7.71 807.96" 940.30 4% 9.84
1083.61'  652.36 3% 7.56 1064.78"  564.92 2% 6.90
1161.21*  708.13 3% 9.40 1082.86" 576.33 2% 437
1160.78" 738.17 3% 10.90
A-V-M+S
Ponto 1 Ponto 10 Ponto 13
v Intensity [IR] (FWHM) \ Intensity [IR] (FWHM) \ Intensity [IR] (FWHM)
204.08' 1168.19  35% 23.85 209.15'  5611.10  21% 19.83 208.100  6496.53  19% 21.74
466.24' 335711 100% 7.59 267.14'  1025.58 4% 3.36 356.06" 2899.60 9% 5.49
952.89°  2356.35  70% 15.62 356.87'  1946.76 7% 5.33 398.91* 1348.29 4% 7.59
394528 125239 5% 3.36 466.24' 3337554  100% 7.59
403.30 980.35 4% 5.74 1162.011  1034.88 3% 5.97
465.82"  26400.84 100% 7.94
B-V
Ponto 1 Ponto 5 Ponto 19
v Intensity  [IR]  (FWHM) v Intensity [IR] (FWHM) v Intensity [IR] (FWHM)
451.99° 364047 12% 17.73 451,37°  3558,12 9% 11,70 218.33 918.27 30% 11.61
615.16° 3247.26  11% 11.61 616,08°  2226,62 6% 10,88 339.713 1525.63  50% 9.69
976.10 25161.73 83% 6.79 623,99*  1782,79 5% 9,07 37242  3081.32  100% 13.71
983.50° 30339.38 100% 458 975,76  38306,32 100% 5,89
B-V-S
Ponto 3 Ponto 6 Ponto 19
v Intensity [IR] (FWHM) v Intensity [IR] (FWHM) v Intensity [IR] (FWHM)
211.16°  4661.91  22% 25.95 209.48'  6063.13  20% 24.11 209.28* 5208.40  20% 23.10
265.91' 112242 5% 552 267.35"  833.65 3% 6.42 266.23! 687.75 3% 6.16
356.80"  429.83 2% 3.50 357.06'  2504.89 8% 5.94 357.00* 1130.58 4% 4.83
396.14'  387.40 2% 5.17 394.74'  746.13 2% 5.49 395.71* 727.37 3% 441
402.74*  624.10 3% 3.84 403.88'  1032.25 3% 5.02 400.38* 977.77 4% 5.75
433.15*  590.23 3% 17.73 465.73'  30506.40 100% 9.70 465.19" 2574712  100% 7.59
466.24'  21220.98 100% 7.59 696.79'  433.35 1% 7.19 697.00* 351.45 1% 6.40
624.78*  518.19 2% 7.94 808.39'  500.66 2% 6.58 797.65" 336.48 1% 9.35
698.54'  416.80 2% 3.78 1160.15*  873.60 3% 7.45 1161.97* 841.63 3% 8.46
796.29'  501.04 2% 6.86 1232.41 33858 1% 8.54
1007.08  694.24 3% 7.16
1067.41  559.64 3% 10.14
1159.79"  576.65 3% 9.67
B-V-M
Ponto 10 Ponto 13 Ponto 19
v Intensity  [IR]  (FWHM) v Intensity [IR] (FWHM) v Intensity [IR] (FWHM)
153.82° 241504 29% 5.716 153.42° 141148  16% 3.94 146.89" 431227 5% 6.09
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190.07*  1169.95 14% 7.815 189.63*  2134.57 24% 8.37 166.30 23288.96  26% 7.14

212.23 1139.03  13% 5.867 213.04 1391.84 16% 4.83 214.22 21946.15  24% 21.74
254.95*  1757.02 21% 6.602 272.28 1599.56 18% 6.38 237.75°  41877.17  46% 40.11
271.41 1077.20  13% 8.586 293.33*  3134.76 35% 6.79 254.01*  71005.17  79% 19.83
293.37°  2364.84 28% 7.043 457.85*  2167.46 24% 3.27 318.28*  23863.25 26% 25.95

331.77 1298.08  15% 4.287 480.49  7549.84 85% 7.01 337.70 30180.37  33% 21.94
408.97 692.42 8% 4.864 508.65* 8873.88  100% 6.79 426.46°  16389.11  18% 9.50

419.02° 939.35 11% 6.517 764.30 2045.18 23% 6.21 469.30° 66022.42 73% 15.62
480.53° 4338.84 51% 6.479 816.27 197254  22% 6.50 545.82°  35357.36  39% 30.16
508.40°  8449.20  100% 7.325 1098.92*  2403.13 27% 9.14 608.09° 90167.67  100% 28.06
763.62 1478.30 17% 7.570 867.19 4506.51 5% 34.18
816.49  1165.88  14% 7.602 913.10 11017.87  12% 19.83
B-V-M+S
Ponto 4 Ponto 5 Ponto 8
v Intensity [IR] (FWHM) v Intensity [IR] (FWHM) v Intensity [IR] (FWHM)
263.19* 1088.12 37% 130.015 1001.85 375.47 100% 62.68 264.24* 1338.27 47% 140.15
47131'  972.16 33% 62.681 462.13! 1170.77  41% 105.53
602.92 391.15 13% 93.287 1009.98°  2849.91  100% 78.94

1008.93° 2960.97 100%  81.045

Indenticacéo de cada pico caracteristico identificado: Areia “Montimorilonite *Vivianite “Metavivianite *Novo
fosfato de ferro néo identificado..

v (cm™1) € 0 nimero de onda do espectro Raman. IR € a intensidade relativa referente ao pico mais intenso da
variavel. FWHM ¢ a largura total na metade da amplitude do pico.

Tabela 5: Dados de espectroscopia micro-Raman em condi¢do estatica (nimero de onda, intensidade,
FWHM).

Os dados forneceram espectros micro-Raman que sé@o apresentados nas Figuras 6 a 9.
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Figura 6. Espectros com apenas a Montmorilonita de sedimento (M), obtidos das seguintes variaveis a)
(Dindmico) A-V-M pt. 4; b) (Dinamico) B-V-M pt.17; c) (Estatico) A-V-M pt. 2; e d) (Estatico) B-V-M pt. 13.
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Os picos mais evidentes nas misturas com Montmorilonita foram atribuidos ao quartzo
nas misturas com areia (Figura 7). Outros estudos também relataram dificuldades na
identificaco de espectros Raman de minerais de interesse astrobiol6gico, como a Jarosita,
quando misturados com a montmorilonita (LIU et al 2020).
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Figura 7. Espectros com ambos os sedimentos (M+S), obtidos das seguintes varidveis a) (Dindmico) A-V-M+S
pt. 2; b) (Dindmico) B-V-M+S pt.18; ¢) (Estético) A-V-M+S pt. 13; e d) (Estético) B-V-M+S pt. 4.

Os minerais argilosos séo dispersores Raman intrinsecamente muito fracos. Algumas
complicacBes envolvidas na identificacdo e caracterizacdo de argilominerais por
espectroscopia Raman podem estar relacionadas a baixa cristalinidade do mineral e/ou a
tendéncia desses gréos placoides ultrafinos (mesmo menores que 2 um) de se organizarem
como agregados. Isso pode reduzir a intensidade do sinal Raman pela intensa disperséo do
laser e dos fotons gerados nas superficies e limites dos grdos. Outro problema é a
fluorescéncia de fundo que pode ser causada pela emissdo de contaminacdo por matéria
organica (muito comum nos argilominerais terrestres), o que complica ainda mais a deteccéo
dos ja fracos sinais Raman dos argilominerais. (WANG et al 2015) Os tratamentos sem a
Montmorilonita apresentaram resultados mais promissores, em ambos o0s sistemas em geral,

pois apresentaram maior nimero de picos identificaveis e melhor resolucao dos espectros.
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Figura 8. Espectros obtidos da condicdo dindmica sem adicdo de sedimentos e/ou apenas com a areia (A)
obtidos das seguintes variaveis a) A-V pt. 9; b) B-V pt.14; ¢) A-V-S pt. 16; e d) B-V-S pt.18.

Quanto as condi¢des dinamicas, obtivemos resultados promissores em sistemas sem
Montmorilonita. Para A-V e para A-V-S (Figura 8a e c), detectamos picos em 197, 369, 503
cm™ e 1029 cm™, atribuidos & Metavivianita, uma forma parcialmente oxidada de Vivianita
que ocorre abioticamente devido a caracteristica fotooxidante do préprio mineral. (PRATESI
et al 2003). A Vivianita utilizada no experimento esta ligeiramente diferente do ideal, pois ja
estava parcialmente oxidado antes do inicio, fato este que foi identificado por analises
prévias. A formula da composicao quimica da Vivianita é
Fe?*)200Fe>* 0 708(PO4)2(OH)o.708- 7.063H,0. Foi demonstrada uma tendencia nos tratamentos
bioticos B-V e B-V-A, do aparecimento de um maior nimero de picos caracteristicos desta
forma oxidada. Além da maior dificuldade de identificar alguns deles quando tinhamos areia
na variavel. Em B-V, temos os picos deste mineral em 141 e 454 cm™, enquanto em B-V-S,
eles s&o apresentados em 316, 335 e 1021 cm™ (Figura 8b e d).

Picos compativeis com Santabarbaraita foram detectados em B-V (431, 626 e 1096
cm™) e em B-V-S (638 cm™). Como este tipo de fosfato de ferro ndo foi detectado nos
tratamentos abidticos, podemos deduzir a participagdo de A. ferrooxidans na sintese deste

mineral. A santabarbaraita é o resultado de uma oxidacdo completa do mineral Vivianita
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através de um processo de substituicdo de Fe?* por Fe**, sendo um mineral amorfo com
semelhancas Opticas com a Vivianita. (FROST et al 2016) A identificacdo dos picos
atribuidos a Santabarbaraita e outros minerais como Vivianita, Metavivianita e quartzo (areia)

para condi¢fes dinamicas sdo mostradas na Tabela 4.
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Figura 9. Espectros obtidos da condicgdo esttica sem adigdo de sedimentos e/ou apenas com a areia (A) obtidos
das seguintes variaveis a) A-V pt. 18; b) B-V pt.18; c) A-V-S pt. 13; e d) B-V-S pt.3.

Em condicGes estaticas, foi identificado um nimero menor de picos em comparagdo
com os resultados das condigdes dindmicas (Figura 8a, b, ¢ e d). Foi observado o mesmo
padréo de maior nimero de picos de minerais oxidados em sistemas bidticos, em comparagédo
aos abioticos. Porém, na variavel B-V, ¢ evidente a presenca de Metavivianita, em 963 e 1026
cm, e Santabarbaraita, em 319, 433 e 640 cm™. Em B-V-S, como sedimento Gnico, foram
detectados picos em 211, 266, 357, 396, 402, 466, 796, 1067 e 1160 cm™ correspondendo
apenas ao quartzo, e 433 e 640 cm™ correspondendo para Santabarbaraita. A identificacdo e
atribuicdo dos picos para a condigéo estatica sao mostradas na Tabela 5.

Todos os picos identificados neste trabalho estdo descritos no Anexo 7.
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4.3 MEV/EDS

Os resultados mostram que algumas caracteristicas podem ser consideradas como um
indicio de atividade microbiologicas, mas apesar deste indicativo, ndo foi possivel obter
muitas informac6es morfoldgicas concretas que comprovassem biogenicidade. Porém todas as
imagens obtidas podem ser visualizadas no Anexo 8 para a condi¢do dindmica e no Anexo 9
para a condicdo estatica.

A quantificacdo dos elementos quimicos atraves da andlise de EDS de cada amostra
esta disposta no Anexo 10 para a condicao dindmica e no Anexo 11 para a condicdo estatica,
e 0s mapas para a localizacéo e identificagcdo deles estdo dispostos no Anexo 12 e 13, para

ambas as condi¢Oes respectivamente.
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SEl 5kV
LapTec -Un€Sp, Sorog

Figura 10. Imagem MEV (Dinamica) B-V-S Area 4- honeycombs aparentes.

Na parte superior da Figura 10 pode-se observar o aparecimento de estruturas
similares a honeycomb. A honeycomb é uma estrutura geométrica semelhante a um favo de
mel criado por algumas espécies de bactérias. Essa estrutura peculiar € uma forma de
organizacdo microbiana que pode ser encontrada em varias situacdes naturais, especialmente
em ambientes aquaticos, onde as bactérias precisam se agrupar e se proteger. Ela geralmente é
formada quando as bactérias estdo enfrentando condi¢des adversas, como escassez de
nutrientes. (PAERL & STEPPE, 2003; HUISMAN et al 2018).
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Na mesma imagem (setas amarelas) observamos micro gretas de dessecacdo que

podem estar relacionadas a crescimento de biofilmes.

SEl 5kV \ WD11mmSS30 x1,500 10pm
LapTec - Unesp; Sorocaba

Figura 11. Imagem MEV (Dinamica) B-V-M+S Area 4 — Possiveis estruturas de filamentos e biofilmes.
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SEl; 5kV . WD11mmSS30 x1,500 10pum —"-";:”
LapTec'- Unesp, Sorocaba ) 0 Oct 02, 2012

Figura 12. Imagem MEV (Dinamica) B-V-M+S - Area 5 Possiveis estruturas de filamentos e biofilmes.

Estas estruturas podem ser esteiras microbianas em forma de filamentos e biofilmes
que crescem na superficie da areia demonstradas na figura 11 e 12 (LYBRAND et al 2019).
Os filamentos microbianos podem aderir a superficies sélidas, como rochas, sedimentos e
substratos bioldgicos. Isso os torna fundamentais na formacéo de biofilmes e na estabilizacéo
de estruturas microbianas (DECHO, 2000).
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SElI 5kV= WD9mm SS3
LapTec - Unesp, Sorocaba

Figura 13. Imagem MEV (Estéatico) B-V-S pt.5

O que se pode observar na Figura 13 (setas amarelas) é uma possivel estrutura que
deixada pelo “rolamento de bactérias” em gretas de dessecacdo de um possivel biofilme.
Essas trilhas s@o o resultado da modificacdo do substrato pelas bactérias & medida que se
movem, seja por secre¢do de substancias viscosas, producdo de enzimas ou outras adaptaces
metabdlicas que alteram as propriedades do substrato (SCHARF, et al., 2016).

Ap6s o processamento dos dados por meio de andlise estatistica, ndo foi possivel
identificar qualquer padrdo ou diferenca especifica. E relevante mencionar que, nos sistemas
Dindmico e Estatico (considerando Controle, Abiodtico e Biotico), foram constatadas
diferencas significativas somente nos elementos O, Si e Fe. Essa discrepancia pode ser
atribuida exclusivamente a adicdo ou remocao de sedimentos e a presenca da Vivianita como
variaveis influentes. Este resultado estad em consonancia com as expectativas. Por outro lado,
no que diz respeito aos demais elementos que poderiam indicar tracos de biogenicidade, como
Ca, N, Na, Mg, Al, P, S e K, conforme descrito por (ROMPELOTTO, 2012).

44 FT-IR
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E importante informar que durante o processo de medi¢do, nos deparamos com
algumas varidveis que possuiam areia (A-A, A-M+A, A-V-A, B-V-A, A-V-M+A e B-V-
M+A) que ndo foi possivel realizar a obtencdo do espectro devido as limitagdes do
equipamento utilizado. Submetido as tentativas de medigdo dessas variaveis, correu o risco de
danificar sua lente, o que poderia afetar negativamente sua funcionalidade. Portanto, foi
necessario tomar a decisao de ndo realizar essas medigdes especificas no momento. Em vez
disso, estamos considerando a possibilidade de realizar o pastilhamento das amostras

relevantes como uma alternativa viavel para futuras analises.
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Figura 14. Espectros FT-IR correspondentes a condi¢do Dindmica.

Em ambas as condi¢des existem um padréo de aparecimento de bandas em 1640 e em
1030 cm™ é exclusivamente evidenciado nas amostras que continham a Montmorilonita e
onde ela estava pura, A-M, A-V-M e B-V-M. Isso é identificado como o de estiramento de
OH retida na da folha octaédrica caracteristica da deste argilomineral e em toda agua (H,O)
adsorvida. (TYAGI et al., 2006)
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Figura 15. Espectros FT-IR correspondentes a condigdo Estatica.

A respeito da banda observada em 1420 cm-1 nas varidveis A-V e B-V em ambos 0s
sistemas, a suposicdo mais plausivel é que esta esteja relacionada a presenca de sais de
amonio no meio de cultura, conforme discutido por (PASECHNIK et al., 2018). E importante
notar que, nas variaveis em que a Montmorilonita esta presente, esse pico ndo é evidenciado,
0 que pode ser explicado pela capacidade de troca ibnica deste argilomineral, que favorece a
entrada de ions positivos, como 0s cations, em sua estrutura. Esta tendéncia foi

consistentemente observada ao longo de todas as fases do experimento (TYAGI et al., 2006).
5. CONSIDERACOES FINAIS

Concluimos que para as analises de monitoramento do crescimento do A. ferrooxidans
pode ser verificado pela oxidacdo do Fe?* e a producdo e actimulo de Fe** total nos cultivos.
Verificou-se o crescimento dos organismos na cultura bidtica sem sedimento, observando a
reducdo da concentragdo do Fe®* inicial em solucdo e o aumento do Fe®*" o esperado e j&
descrito na literatura. Em amostra com areia foi observado um padrdo de crescimento
semelhante. Isso sugere que a areia se comporta como um substrato inerte, ndo afetando o
crescimento do A. ferrooxidans. Contudo, as culturas com a Montmorillonita (puras ou
misturadas com areia) apresentaram alteracdo no pH, que alcangou a faixa entre 2 a 3. Nas
condicdes dos substrados estavam misturados houve uma demonstracao sutil do crescimento,

entretanto, nas condi¢cBes em que a Montmorillonita era o Unico sedimento nédo foi possivel
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observar o crescimento. Em todas as condigdes em que o argilomineral estava presente,
observou-se uma tendéncia do sequestro do Fe** da solucdo, contudo, efeito semelhante foi
observado para o Fe®*. A hip6tese mais aceita para este fendmeno foi explicada pela
capacidade de troca ionica deste argilomineral e pode ser observada para todas as outras
técnicas.

Os dados de Espectroscopia micro-Raman mostram indicam picos compativeis com a
um novo fosfato de ferro, que pode ser atribuido ao mineral Santabarbaraita (FROST et al
2016). Esta observacdo € evidente tanto em condigdes estaticas quanto dindmicas. Isto
representa a primeira observacdo da formacdo de um mineral fosfato Fe** associado a A.
ferrooxidans, embora sua sintese por outros microrganismos tenha sido relatada anteriormente
(STEGBAUER et al 2021).

Além disso, as analises demonstraram que a fluorescéncia gerada pela Montmorilonita
dificulta a deteccdo Raman de bioassinaturas e sinais de outros compostos de importancia
astrobiologica (LIU et al 2020). Isto sublinha a importancia de reconhecer e abordar as
limitacGes técnico-metodologicas e explorar o uso de técnicas complementares para avancar a
investigacdo em astrobiologia.

Os resultados de MEV/EDS mostram que algumas caracteristicas podem ser
consideradas como um indicio da atividade microbioldgicas, tais como a possivel presenca de
honeycomb, estruturas de rolamento de bactérias e de filamentos microbianos, mas mantendo
certo grau de criteriodissidade, apesar destes indicativos, ndo se pode afirmar que temos
dados morfolégicos que sejam concretos para comprovar a biogenicidade.

A capacidade de troca i6nica da Montmorilonita foi evidenciada em todas as técnicas
de caracterizacdo utilizadas. Isso incluiu analises preliminares, como aquelas baseadas na
medicao de pH e espectroscopia UV-Vis, bem como nas analises mais detalhadas envolvendo
espectroscopia de micro-Raman e espectroscopia de infravermelho com transformada de
Fourier (FT-IR). Em contrapartida, a areia demonstrou ser um sedimento inerte em todas as
caracterizagdes, com excecdo da anélise por FT-IR, na qual sua viabilidade para anélise foi
limitada. A espectroscopia de micro-Raman destacou a ocorréncia da substituigdo bioticas nos
minerais, fornecendo indicios significativos de atividade microbioldgica. Além disso, a
analise de microscopia eletrénica de varredura (MEV) corroborou esses indicios, mostrando
evidéncias concretas de atividade microbiana. No entanto, as analises de mapeamento por
espectroscopia de energia dispersiva (EDS) ndo produziram resultados relevantes ou

informativos para o estudo em questao.
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Entende-se que os dados de Fluorescéncia de Raio-X poderdo fornecer mais
indicativos que permitam uma conclusdo mais clara. A complementaridade de técnicas
espectroscopicas desempenha um papel crucial na astrobiologia, uma vez que permite uma
abordagem abrangente na busca por vida e nas condi¢fes que a suportam em ambientes
extraterrestres. A combinacdo de varias técnicas espectroscopicas fornece uma visdo mais
completa e precisa, aumentando nossa capacidade de identificar possiveis indicadores de vida

e entender as condicOes habitaveis em outros planetas e luas.
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