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Project abstract:

Recentemente, a NASA passou a considerar o registro féssil como importante evidéncia de vida extraterrestre, a
ser investigado em planetas como Marte. Neste contexto, atualizacdes técnicas e conceituais em paleobiologia,
engenharia e fisica aplicada tém demonstrado implica¢des diretas ndao apenas na compreensao sobre os limites
da biosfera da Terra, como também no planejamento de missdes que visam detectar contextos de habitabilidade
em outros planetas e luas. Este projeto tem por objetivos: (1) reconstituir histdrias fossildiagenéticas de interesse
paleoambiental, paleobioldgico, paleoecoldgico e astrobioldgico; (2) investigar novas formas e possibilidades
de caracterizacdo de amostras e deteccdo de informagdes, além de compilagdo, processamento e
disponibilizacio de dados sobre matéria orginica, minerais e outros materiais geoldgicos importantes para o
estudo de bioassinaturas. O maior desafio deste projeto serd iluminar os processos por tras dos padrdes
geobioldgicos preservados no registro fossil. Para tanto, vamos considerar um amplo espectro amostral de
fosseis e unidades geoldgicas, do Pré-Cambriano ao Quaternério. Investiremos no uso de protocolos analiticos
rigorosos por meio de técnicas espectroscopicas e espectrométricas, além de imageamento e impressao 3D.
Serdo observados: (1) a padronizacdo de processamento de amostras (laminacao, polimento, cominui¢o etc)
para as andlises; e (2) o teste de pardmetros analiticos ideais, considerando limita¢des, potencialidades e
complementaridade técnicas. Tutoriais, protocolos e parametros utilizados, assim como dados obtidos nesse

projeto serdo disponibilizados em banco de dados para consultas e estudos comparativos.
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PALEOMETRIA APLICADA A ESTUDOS DE FRONTEIRA: PERCORRENDO LACUNAS
ESTRATEGICAS DO CONHECIMENTO PALEOBIOLOGICO E ASTROBIOLOGICO

Serdo coletadas amostras geoldgicas e bioldgicas (e.g. fésseis e rochas) em campo. Outras amostras, como minerais
e sedimentos serdo sintetizados ou adquiridos em lojas especializadas. Os dados coletados nesse projeto serdo
oriundos das anélises dessas amostras ou de experimentos com elas realizados em laboratério. Esses dados
abrangem informacdes elementares, moleculares, mineraldgicas, além de rugosidade, textura e morfologia. Essas
informagdes poderdo ser convertidas em micrografias por microscépio eletronico de varredura, imageamento por
microscopia optica, prototipos e réplicas de impressdo 3D, além de dados em txt, xrdml, wdf e mca obtidos das
andlises de micro-Raman, fluorescéncia de raios-X e difragcdo de raios-X. Todos estes

formatos (incluindo os dados brutos) poderdo ser compartilhados e disponibilizados em repositérios online.
Também compartilharemos tutoriais sobre uso dos equipamentos e softwares envolvidos nas anélises a serem

realizadas nesse projeto.

Aqui seguem as principais técnicas as serem utilizadas e testadas na caracterizagdo e estudo de nossas amostras: (1)
todas as técnicas serdo submetidas a um rigoroso teste de parametros (tensao, corrente, poténcia, tempo de exposigcao etc)
para verificagao de protocolos analiticos mais eficazes; (2) na medida do possivel, amostras a serem utilizadas em estudos
comparativos passarao pelos mesmos processos de preparo (polimento, laminagéo, cominui¢ao etc) e serdo analisadas
sob os mesmos parametros; e (3) serao observadas abordagens multi-técnicas, considerando limitagoes, potencialidades e

complementariedades técnicas, para melhor acesso aos dados.

Microscopia Eletrénica de Varredura com Espectroscopia de Energia Dispersiva (MEV/EDS), catodoluminescéncia e

fluorescéncia de micro-raios-X (uUXRF)

Catodoluminescéncia, MEV/EDS e XRF tém caracteristicas vantajosas para bio e geociéncias, como a viabilizagao de
analises morfoldgicas, topograficas e petrograficas (microscopia) e identificagao de elementos quimicos em diferentes
pontos em pequenas areas, permitindo a comparagao entre a composi¢ao quimica de vérios locais na mesma amostra e/ou

entre amostras

Sob o ponto de vista das ciéncias dos materiais, 0s fésseis s@o quase sempre materiais heterogéneos (uma mistura de
minerais e matéria organica) preservados em substratos também heterogéneos (rochas sedimentares). Devemos sempre

ter isso em mente, principalmente nos estudos com foco na diagénese féssil, geobiologia, morfologia e taxonomia.

EDS e XRF consistem na detecgao de raios-X caracteristicos emitidos pela amostra analisada. EDS é uma analise
realizada por um equipamento acoplado ao MEV, que permite fazer uma avaliagdo quimica qualitativa e semi-quantitativa
de amostras. Nesta técnica, a fonte de ionizagao do material € um feixe de elétrons que varre a amostra e os elementos
quimicos presentes sao detectados por um detector de raios-X, enquanto que na técnica de XRF sao utilizados raios-X para
excitar o material para emissao de raios-X caracteristicos. As analises com XRF podem ser realizadas com equipamentos
de bancada, portateis (PXRF) e/ou utilizando fontes de luz sincrotron. Como resultado da interagéo dos elétrons ou raios-X
com os atomos da amostra, elétrons de camadas orbitais internas nos atomos sao ejetados, deixando uma vacancia em
determinado estado de energia do atomo. Em consequéncia do estado atémico excitado, elétrons de camadas externas
mudam de camada e ocupam estas vacancias deixadas nas camadas internas. Devido a essa transi¢cdo dos elétrons de
camadas externas para as internas ha emissao de radiagdo na forma de raios-X. Estes raios-X emitidos sao caracteristicos
de cada elemento quimico presente no material e sdo captados por detectores de radiagao X, gerando espectros de
intensidade em fungao da energia dos raios-X (Wagner, 1999). O conjunto de raios-X caracteristicos emitido por cada

elemento quimico forma um padrao que pode ser utilizado na identificagdo dos elementos presentes na amostra analisada.

No caso de SEM/EDS, por exemplo, 0 uso de tensdes elétricas minimas (3 a 5keV) pode ser adequado para identificar



filmes orgéanicos finos ou minerais de argila em algumas amostras. Por outro lado, tensdes elétricas maiores (a partir de
15keV) podem revelar elementos mais pesados, importantes para a investigagao da diagénese, como Sr e Elementos de

Terras Raras (REE), mas que podem estar em formas de elementos trago.

Assim, o reconhecimento de parametros adequados para aplicagées muito especificas, caracterizagbes geoquimicas, ou

mesmo a identificacdo de estruturas Unicas e texturas, devem ser feitos sob rigorosos testes de parametros.

As técnicas SEM-EDS permitem uma investigacao geral das amostras, cobrindo tanto os elementos mais leves (como C)
quanto os mais pesados (como Fe). Porém, mesmo os elementos mais pesados, quando em baixas quantidades, podem
nao ter suas intensidades detectadas. Na analise de XRF, a sensibilidade a esses elementos mais pesados pode ser muito
maior. Dadas as limitagdes bem conhecidas, essas técnicas podem ser complementares em muitas caracterizagdes de

amostras.

Utilizaremos dois tipos de MEV/EDS: (1) ME JEOL JSM6610LV; e (2) Hitachi TM3000, ambos modelos com um

espectrometro dispersivo de energia (EDS) acoplado.

Esses equipamentos Tém sido utilizados para caracterizagdo morfoldgica, textural e quimica de nossas amostras.
Utilizamos o “2” para caracterizagoes prévias e tomadas de decisdo sobre amostras a serem recobertas e caracterizadas de
forma mais eficaz em “1” (que apresenta maiores variagdes de tensdo e ajustes de feixe). Quando necessario, as

amostras serao recobertas por ouro/paladio.

Serao capturadas imagens de elétrons secundarios (SEIl) ou retroespalhamento para auxiliar na deteccao de
heterogeneidades quimicas nos materiais. As tensoes (de 3 a 30 keV) serao combinadas a diferentes aberturas de
feixes (de 10 a 70), dependendo do objetivo da analise. Para deteccao de recobrimentos organicos superficiais, por
exemplo, serdo consideradas as menores tensoes, de 3 e 5 keV. Ja para identificacdo de elementos tracos pesados, serao

consideradas tensdes a partir de 20keV. Contudo, testes de pardmetros deverao ser realizados caso a caso.

Para complementar as caracterizacdes de EDS, utilizaremos XRF. Embora a XRF nao consiga detectar muito bem
elementos com numeros atdmicos menores que 15, ela é sensivel a elementos tragos pesados, como o Ti, que podem ser
de dificil detecgdo por EDS. Neste projeto, sera utilizada uma configuracao de equipamento portatil que consiste em
um mini tubo de raios-X Amptek de anodo de prata e um detector de desvio de silicio (SDD), com FWHM de 125 eV
para a linha de 5,9 keV de Mn. As medicGes serao realizadas com tensao de 30 kV e corrente de 5 pA, tempo de
excitacao/deteccao de 300 s, e feixe de 1 a 2 mm (parametros ja testados com sucesso, por nossa equipe, no

estudo de rochas e fosseis). Os dados dessas analises serdao gerados em MCA e processados no software PyMca.

As imagens de catodoluminescéncia quente serao utilizadas para estudos comparativos e complementares as
obtidas em MEV. No caso de sedimentos, a catodoluminescéncia gera informagdes sobre a morfologia dos graos, textura,
super crescimentos, zonagoes, inclusdes e defeitos. Esta técnica consiste em um fenémeno eletromagnético onde o
impacto de elétrons em um determinado material resulta na transferéncia de energia de um ion para um ion ativador, com

emissao de um féton, causando a luminescéncia.

As amostras submetidas a catodoluminescéncia devem ser processadas como sec¢oes finas polidas montadas com
balsamo. As analises serdo realizadas em um CITL Mk5-2, com tenséao entre 15,6 e 16,2 kV, corrente de 344 a 508
MA e vacuo entre 0,05 e 0,003 Pa, com tempo de exposicao de 10 a 18 s. As imagens serao capturadas por um Leica
DFC310 Camera FX, acoplada a um microscopio Leica DM4500P LED, posteriormente processadas em Software
LAS vV4.4.

Difragao de raios X e Espectroscopia Micro-Raman (uRaman)



EDS e XRF revelam informagdes sobre elementos quimicos nas amostras. J& XRD e micro Raman fornecem informacges
sobre as moléculas. XRD revela a estrutura cristalina de minerais, enquanto micro-Raman mostra as diferengas entre os

niveis de energia vibracional de compostos organicos e inorganicos.

Quase todos os equipamentos de XRD requerem processamento de amostras por meio de cominuigao e confecgao de
pastilhas. Embora esse tipo de andlise capture uma boa média da composi¢cdo mineralégica de uma amostra, o
processamento inviabiliza medigbes de pontos especificos, além de detalhes sobre a relagao entre heterogeneidade e

composigao quimica.

No caso da espectroscopia micro-Raman, quase nenhuma preparagao especial € necessaria para caracterizagao de uma

amostra. Isso é possivel gracas ao sistema combinado de objetivas, lasers e diferentes poténcias da espectroscopia.

Quando usado em combinag¢édo, XRD e Raman ndo s6 podem gerar resultados complementares aos obtidos pelas técnicas

elementares, como EDS e XRF, mas também servem como calibradores de os resultados uns dos outros.

Usaremos um espectroscopio Renishaw InViaTM micro-Raman acoplado a Lasers de 532, 633 e 785 nm. As
analises serao realizadas em modo estatico, com um centro de deslocamento Raman a ser determinado
dependendo do objetivo das analises (geralmente entre 750 e 800 cm-1), ou em modo estendido para
caracterizac6es mais completas sobre minerais e matéria organica. As configuracoes de energia poderao variar
entre 25 e 50mW, sob objetivas de 5x e longo alcance de 50x, com o minimo de 30 acumulacodes e 2 segundos de
exposicao cada. Esses sdo os parametros recorrentes em nossas analises, que incluem sedimentos, minerais,

rochas e fésseis. Entretanto, testes de parametros serao considerados caso a caso.

Usaremos os softwares Raman Environment (WiRE) e SpectraGryph 1.2 para tratamento dos espectros, incluindo
subtracao da linha de base, reconhecimento de picos, normalizacGes e calculos sobre areas das bandas. A base de
dados consultada para identificar os picos caracteristicos sera o RRUFF, além dos espectros descritos pela

literatura cientifica especializada.

As analises sob XRD serao realizadas em um difratémetro Bruker D8 (Cu K, 40 kV, 40 mA, passo 0,02 o, 153
s/passo, escaneamento de 3 a 105 o 26) no Laboratorio NAP Geoanalitica da Universidade de Sao Paulo. A analise

qualitativa sera realizada com o Panalytical software High Score 3.0 e o Crystallographic Open Database.

Outras técnicas podem ser consideradas além das descritas, como perfilometria, microssonda, protedmica ou
imunofluoescéncia, além da luz sincrotron (n® CARNAUBA-20221809 submetida). Contudo, as técnicas acima descritas

compdem o cerne fundamental de nosso projeto

Iremos prover toda documentacio necessdria para uso e interpretacdo de nossos dados, incluindo tutoriais para uso
dos softwares, pardmetros e protocolos analiticos utilizados, em plataformas on-line, além da disponibilizacdo de
dados brutos em bancos de dados e acervos. Os dados também serdo disponibilizados em nossas publica¢cdes em

revistas especializadas, seguindo as normas propostas pela revista.

Nao ha questdes éticas envolvidas nessa pesquisa.

Os direitos autorais e de propriedade intelectual seguirdo o estipulado pelas revistas escolhidas para as publicacdes

de nossos manuscritos.

Além de nuvens, google drive e computadores pessoais, os dados serdo armazenados nos computadores acoplados



aos equipamentos em uso para as andlises de XRF, XRD, micro-Raman e MEV-EDS (nos seguintes locais:
Instituto de Fisica da USP, Instituto de Quimica da USP, Instituto de Geociéncias da USP, Faculdade de Medicina
da USP de Ribeirdo Preto, Departamento de Ciéncias Ambientais da UFSCar). Caso nossas propostas sejam
aprovadas para uso das facilidades da Linha Carnatiba, alguns dados também serdo no sincrotron Sirius (CNPEM),

Nao h4 risco quanto a seguranca dos dados, uma vez que os arquivos estardo armazenados em sistemas de

periédicos e repositorios.

Micrografias de MEV/EDS, imagens catodoluminescéncia e de microscopia Optica, além de arquivos sobre
andlises elementares e moleculares (wdf, mca, xrdml e txt, por exemplo) que compdem resultados de manuscritos
em preparo para publicagcdes deverdo ser retidos até a publicacdo dos artigos. Posteriormente, os dados brutos e as
imagens poderdo ser compartilhadas em repositérios e bancos de dados online, para preservacio e disponibilizacio

para consultas.

Utilizaremos o repositério internacional Dryad (ou outros similares). Os repositérios utilizados serdo citados em
nossos manuscritos, midias sociais e outros canais de divulgacio para que nossos dados sejam facilmente

detectaveis.

Os dados serdao compartilhados em artigos e repositorios de dados.

Nao.

Mirian Pacheco, a proponente do projeto, serd a responsavel pelo gerenciamento de dados. Flavia Callefo e Paula

Sucerquia, integrantes do projeto, auxiliardo no armazenamento, preservacao, repositorio e disponibilizacdo.

Quando e se necessdrio: reserva técnica do projeto regular FAPESP e outros projetos que podem vir a estar
associados.
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