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RESUMO: A Halobacterium salinarum é uma arqueia capaz de sobreviver em ambientes extremos
como, por exemplo, aqueles onde h& severa exposicao a radiagdo e altas concentracOes de sais: salinas
e lagos salgados. Esse micro-organismo extremdfilo se destaca no contexto da astrobiologia, ja que
devido a algumas de suas caracteristicas especiais de sobrevivéncia, torna-se uma fonte potencial de
material biol6gico apto a fornecer sinais que denunciem a presenca de vida em solo marciano ou até
mesmo em atmosferas de exoplanetas. Entretanto, pouco se conhece sobre as principais bandas de
absorcdo no infravermelho associadas ao material biolégico desse haldfilo. Assim, o estudo e a
caracterizacao espectroscopica desse extremdfilo terrestre é de fundamental importancia no contexto de
busca de vida extraterrestre. Nesta pesquisa, amostras contendo material genético da arqueia (DNA
purificado) foram analisadas por meio de técnicas de Espectroscopia no Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR). A regido do espectro estudada cobriu a faixa espectral compreendida
entre 4000 cm™ e 400 cm™, e os espectros foram pré-processados e analisados com a utilizacdo do
software OrinLab. Procedimentos de normalizacdo espectral, correces de linha de base, suavizacao
(algoritmo Savitzky-Golay), testes de segunda derivada e deconvolugdo gaussiana foram aplicados na
analise dos espectros. Os resultados mostram vérias bandas caracteristicas do DNA da arqueia que
constituem bioassinaturas incontestaveis, quando se pensa em busca de vida no universo: 1240 cm?,
1228 cm™, 1050 cm™ e 968 cm™.

PALAVRAS-CHAVE: Halobacterium salinarum; Astrobiologia; FTIR; Extremdfilos; Bioassinaturas.

APPLICATIONS OF INFRARED SPECTROSCOPY TECHNIQUES IN THE
CHARACTERIZATION OF EXTREMOPHILES AIMING AT THE IDENTIFICATION OF
BIOLOGICAL MARKERS IN PLANETARY SYSTEMS

ABSTRACT: RESUMO: Halobacterium salinarum is an archaean capable of surviving in extreme
environments, such as those where there is severe exposure to radiation and high concentrations of salts:
salt pans and salt lakes. This extremophile microorganism stands out in the context of astrobiology,
since due to some of its special survival characteristics, it becomes a potential source of biological
material capable of providing signals that denounce the presence of life in Martian soil or even in
exoplanet atmospheres. However, little is known about the main infrared absorption bands associated
with the biological material of this halophile. Thus, the study and spectroscopic characterization of this
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terrestrial extremopbhile is of fundamental importance in the context of the search for extraterrestrial life.
In this research, samples containing genetic material from the archaea (purified DNA) were analyzed
using Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) techniques. The region of the spectrum studied
covered the spectral range between 4000 cm™ and 400 cm™, and the spectra were pre-processed and
analyzed using the OrinLab software. Spectral normalization procedures, baseline corrections,
smoothing (Savitzky-Golay algorithm), second derivative tests and Gaussian deconvolution were
applied in the analysis of the spectra. The results show several characteristic bands of archaean DNA
that constitute indisputable biosignatures, when thinking about the search for life in the universe: 1240
cm?, 1228 cm™®, 1050 cm™ and 968 cm™.

KEYWORDS: Halobacterium salinarum; Astrobiology; FTIR; Extremophiles; Biosignatures.

INTRODUCAO

A hipétese de vida extraterrestre em Marte e outros corpos celestes sempre estimulou a
imaginacdo humana. Marte, apresenta condi¢Ges hostis para a maioria das formas de vida conhecidas
na Terra, ja que possui ambientes extremos caracterizados por baixas temperaturas, escassez de agua
liguida e auséncia de uma atmosfera densa, tornando-o um nicho potencial para a existéncia de
organismos extremofilos (Bernardes, 2012).

A exploragdo de planetas fora do Sistema Solar é limitada pelas grandes distancias, impedindo a
investigacdo in situ. No entanto, nas proximas décadas, telescopios espaciais poderdo examinar com
grande precisdo as atmosferas desses objetos em busca de bioassinaturas como moléculas de DNA,
RNA, clorofila e carotendides, ou até mesmo micro-organismos, isto €, bactérias e arqueias. Esse
conjunto de biomarcadores podem ser considerados provas irrefutaveis da presenca de vida (Bernardes,
2018). Assim, exoplanetas que apresentam mecanismos de ejecdo de particulados semelhantes aos
terrestres (vulcdes, ventos, impactos etc.) podem ter suas atmosferas contaminadas com varios tipos de
materiais biolégicos (Bernardes, 2018).

Para a identificacdo de assinaturas espectrais bioldégicas em ambientes extraterrestre, € necessario
0 uso de tecnologias avangadas e o conhecimento prévio das principais bandas de absorcéo relacionadas
a sua existéncia. A Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) é uma técnica
espectroscopica de uso crescente na identificacdo de micro-organismos, sendo empregada para
caracterizar um conjunto especial deles, os halofilos, candidatos potenciais a serem encontrados em
ambientes similares aos evaporitos terrestres (solo marciano) ou na atmosfera de exoplanetas
(Hornemann et al., 2017; Onga, 2021; Bernardes, 2018). A criagdo de um banco de dados robusto com
as bandas de absorcdo de DNA de arqueias visa apoiar futuras missfes na busca por sinais de vida no
universo.

MATERIAL E METODOS

O material bioldgico utilizado na pesquisa foi obtido por meio de processos de isolamento e
purificacdo de DNA do micro-organismo haléfilo Halobacterium salinarum da linhagem NRC-1,
seguindo o protocolo DNeasy Blood and Tissues kit (Qiagen), em concordancia com as instrugdes do
fabricante. Foi quantificado a concentracdo e os indices de qualidade amostrais com a utilizagdo do
espectrofotdmetro NanoVue (GE Healthcare). Apos a extracdo, o DNA foi armazenado e encaminhado
para o laboratério de espectroscopia. Ressalta-se, que a linhagem utilizada foi crescida a 37 °C, na
presenca de luz e com agitagéo de 125 RPM, até atingir OD600nm de aproximadamente 0,5 (Bernardes,
2018). E interessante notar que além de ser uma candidata a habitar planetas com condigdes semelhantes
a Terra primitiva ou mesmo ambientes hostis como a superficie marciana, essa arqueia extremofila é de
facil cultivo em laboratério, apresentado condicdes ideais de crescimento a 37 °C e 4-5 mol/L de NaCl.

Todos os espectros no infravermelho associados ao DNA da arqueia foram obtidos na faixa
espectral compreendida entre 4000 cm™ e 400 cm, com resolucéo de 4 cm™, no modo de absorbancia,
com 32 varreduras a temperatura controlada entre 18 e 20 °C. O equipamento utilizado para a tomada
dos espectros foi o espectrofotdbmetro Vertex (Bernardes, 2018). Os espectros foram pré-processados
com o software OrinLab por meio de: correcdo de linha de base, suavizacdo espectral utilizando
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algoritmo Savitzky-Golay com 9 pontos, normalizacéo e deconvolucdo de bandas espectrais complexas
com o auxilio da segunda derivada.

Apbs a analise espectral das amostras contendo 100 ng/pl de DNA purificado, iniciou-se o
planejamento e a construgdo de um banco de dados com as principais bandas de absorgdo da molécula.
A ideia é fornecer aos astronomos condicdes para identificar de maneira facil e rapida um sinal associado
a vida. Todas as etapas da pesquisa podem ser visualizadas na figura 1.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O espectro de absorcdo da molécula de DNA da arqueia Halobacterium salinarum é mostrado
na figura 1. Ele foi dividido em quatro regiGes: a primeira de 1791 cm™ a 1480 cm™, a segunda de 1480
cmta 1161 cm?, aterceirade 1161 cm™a 920 cm™ e a quarta de 920 cm™ a 460 cm™. A regido espectral
de 4000 cm™ a 1797 cm™ foi desconsiderada, pois apresenta uma banda de absor¢do muito intensa
associada a presenca de gua. A regido espectral na faixa entre 1791 cm* e 1480 cm, mostra absorcdes
relacionadas a presenca amidas, isto €, correspondem as vibragdes de estiramento N-H de amidas e C-
H dos grupos funcionais que incluem carboxila, carbonila e cetona de varias proteinas e peptideos. Nessa
faixa espectral, as bandas amidas | e Il podem ser encontradas em torno de 1664 cm™ e 1598 cm™
(Hornemann et al., 2017; Ricachenevsky, 2020).
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FIGURA 1. A figura mostra as etapas da pesquisa desde a extragdo e purificacdo do DNA
da argueia Halobacterium salinarum, passando pela aquisicdo dos espectros, tratamento,
analise dos dados e identificacdo das principais bandas de absor¢do associadas ao material
bioldgico do micro-organismo. Destaca-se ainda alguns gases presentes na atmosfera
terrestre e potenciais alvos da pesquisa (Marte e exoplanetas do tipo Superterra).

Na chamada "regido mista", que abrange niimeros de onda compreendidos entre 1480 cm™ e
1161 cm™ (Hornemann et al., 2017), foram identificadas vibracdes ligadas a presenca de proteinas,
acidos lipidicos e compostos fosfatados. As bandas de absor¢do na regido entre 1161 cm™ ¢ 920 cm™
sdo atribuidas as vibracdes ao longo da estrutura agucar-fosfato da espinha dorsal do DNA. Ja as
absor¢des que aparecem na regido entre 920 cm™ e 460 cm™, demonstram a presenca conformacional
do agucar (Qiu, 2014).

A tabela 1 apresenta algumas das principais bandas de absor¢do da molécula de DNA do micro-
organismo extremofilo Halobacterium salinarum e que constituirdo um banco de dados contendo
bioassinaturas. Ela apresenta o pico central da banda observada e a sua designagdo como, por exemplo,
o estiramento da Ribose, que pode ser observado em um niimero de onda préximo a 1050 cm™* (C-O).
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TABELA 1. Algumas bandas de absorcdo do DNA da arqueia Halobacterium salinarum

Banda observada (cm™?) Residuos de moléculas Designacéo
1664 C=0 Alongamento amida priméria
1533 Flexdo N-H de amida secundaria,
alongamento C-N
1461 CHs Flexao assimétrica lipidios
1240 POy RNA
1228 POy Estiramento assimétrico DNA
1050 C-O Estiramento ribose
968 Movimentos esqueléticos de DNA
ribose-fosfato
648 N-H Amida secundaria

Os resultados da caracterizagdo da molécula de DNA, demostram a viabilidade do uso de
técnicas de espectroscopia no infravermelho para o estudo de micro-organismos, assim como a
importancia da construcédo de repositorios contendo informacdes sobre as principais bandas de absorcéo
ligadas a vida, ou seja, aquelas que podem servir como prova irrefutavel de sua presenca no universo.
Desse modo, a deteccédo de bandas de absorgdo centradas em niimeros de onda préximos a 1228 cm™,
1050 cm™ e 968 cm?, seria um forte indicio da presenca de extremdfilos hal6filos em solo marciano ou
mesmo na atmosfera de exoplanetas. Ressalta-se ainda, que a identificacdo de um conjunto de bandas
pode ajudar a minimizar o efeito de falso-positivo, ja que sequéncias especificas de absorcdes podem se
diferenciar dos marcadores ligados a gases atmosféricos ou a outros compostos presentes na superficie
planetéaria.

CONCLUSOES

Nesse trabalho, foi possivel identificar alguns marcadores bioldgicos ligados a molécula de DNA
do micro-organismo extremdfilo Halobacterium salinarum. As andlises foram realizadas com o auxilio
de vérias técnicas de espectroscopia no infravermelho, cobrindo uma faixa espectral compreendida entre
4000 cm™ e 400 cm™. Os dados foram tratados com o uso do software OriginLab e técnicas especificas
foram utilizadas para a identificacdo correta das bandas de absor¢do molecular: correcdo de linha de
base, suavizacdo espectral, normalizacdo e deconvolucao de bandas espectrais complexas com o auxilio
da segunda derivada. Os primeiros resultados mostram que algumas bandas de absorcao s&o importantes
na busca de um sinal compativel com o que se define como vida, ou seja, considerando uma visao
antropica do termo, onde o DNA (ou parte dele) seria uma prova irrefutavel de sua existéncia. Logo,
absorcdes ligadas diretamente a movimentos esqueléticos da estrutura do DNA ou aos processos de
estiramentos de Riboses/DNA, podem nos fornecer pistas sobre a historia da habitabilidade do ambiente
planetario estudado, seja em uma exploracao in situ como, o caso de Marte, ou uma exploragao remota
como, o caso do envoltdrio gasoso de exoplanetas.

Assim, seguindo Bernardes (2018), a pesquisa coloca em evidéncia a possibilidade de
caracterizacdo de sistemas planetarios por meio do estudo espectroscépico de micro-organismos
extremofilos, j& que eles possuem caracteristicas especiais de sobrevivéncia a condi¢fes extremas
(resisténcia a radiagdo, as variacdes de temperatura, a altas pressdes etc.), podem contaminar varios
ambientes (solo, atmosfera etc.) e sdo estudados facilmente em laboratérios. O proximo passo da
pesquisa é identificar bandas complexas do espectro da arqueia por meio de técnicas de deconvolugo,
com o0 objetivo de identificar bandas sobrepostas. Apos a finalizacdo desse processo complexo sera
possivel finalizar a primeira etapa da constru¢do do banco de dados contendo as principais bandas de
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absorcdo molecular ligadas a presenca de vida que podem auxiliar os astrbnomos no estudo da superficie
marciana e das atmosferas de planetas extrasolares.
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