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RESUMO

PRODUCAO E PURIFICACAO DE LIPOPEPTIDEOS BIOATIVOS
PRODUZIDOS POR BACTERIAS ENDOFITICAS DA REGIAO AMAZONICA: O
género Bacillus possui uma grande variedade de espécies produtoras de
metabdlitos secundarios bioativos com grande potencial em diferentes campos,
entre estes os lipopeptideos, que sdo compostos anfifilicos com atividades
antifangica, antibidtica e surfactantes. No presente trabalho foram utilizadas trés
linhagens de bactérias endofiticas de plantas da Amazonia produtoras de
lipopeptideos, identificadas por sequenciamento de 16S rDNA como B.
amyloliquefaciens. Os dados de espectrometria de massas dos extratos das trés
linhagens analisadas indicaram a presenca dos lipopeptideos iturina, surfactina e
fengicina. Na avaliacdo do rendimento na producado de lipopeptideos a partir de
diferentes meios de cultivo, o YM apresentou os melhores resultados, tendo a
linhagem de B. amyloliquefaciens PpC1 2.2b o maior rendimento com 633,1 mg.
L. A otimizacdo da producdo de lipopeptideos para as linhagens de B.
amyloliquefaciens PpC1 2.2b, GhcC1 2.1a e DgcR2 1.1b por planejamento fatorial
fracionado 24! e dados obtidos da ANOVA permitiram propor um modelo eficaz
obtendo um aumento significativo da producdo de lipopeptideos a partir de
variacdes de pH, agitacdo e aeracdo. A partir das analises de LC-ESI-MS/MS e
RMN dos isolados de PpCl 2.2b foram identificadas dezessete substancias
lipopeptidicas incluindo seis homélogos da iturina A, sete homologos da surfactina
A, dois homdlogos da fengicina A e dois da fengicina B. As fracdes de surfactinas,
iturinas e fengicinas apresentaram atividades anti-inflamatorias por inibicdo da
producdo de NO em células de macrofagos murinos J774A.1 com viabilidade
celular acima de 100%. As amostras LP196, Fengicina ABl e lturina A2
apresentaram atividade antiplasmaédica contra P. falcipurum FCR3, exibindo Clso
de, 58,52 ug mL?, 58,0 ug.mL* e 66,83 ug.mL?* e o extrato LP164 apresentou
atividade antibacterina contra K. pneumoniae com MIC de 62,5 pg.mL™.

Palavras-Chave: Lipopeptideos, bactérias endofiticas, espectrometria de

massas, B. amyloliquefaciens



ABSTRACT

PRODUCTION AND PURIFICATION OF BIOACTIVE LIPOPEPTIDES
PRODUCED BY ENDOPHYTIC BACTERIA FROM THE AMAZON REGION: The
Bacillus genus has a wide variety of species that produce bioactive secondary
metabolites with great potential in different fields, including lipopeptides, which are
amphiphilic compounds with antifungal, antibiotic and surfactant activities. In the
present work, three strains of endophytic bacteria from Amazonian plants
producing lipopeptides used, identified by sequencing 16S rDNA as B.
amyloliquefaciens. The mass spectrometry data of the extracts of the three strains
analyzed indicated the presence of the lipopeptides iturin, surfactin and fengycin.
In the evaluation of the yield in the production of lipopeptides from different culture
media, YM presented the best results, with the B. amyloliquefaciens PpC12.2b
strain having the highest yield, 633.1 mg. L1. The optimization of lipopeptide
production for B. amyloliquefaciens PpC1 2.2b, GhcC1 2.1a and DgcR2 1.1b lines
by fractional factorial planning 24! and data obtained from ANOVA allowed us to
propose an effective model for increasing lipopeptide production from pH
variations, agitation and aeration. From the LC-ESI-MS / MS and NMR analyzes
of the PpC12.2b isolates, seventeen lipopeptide substances were identified,
including six iturin A homologues, seven surfactin A homologues, two fengycin A
homologues and two fengycin B. Fractions of surfactins, iturins and fengycin
showed anti-inflammatory activities by inhibiting the production of NO in cells of
murine macrophages J774A.1 with cell viability above 100%. Samples LP196,
Fengycin AB1 and Iturin A2 showed antiplasmodic activity against P. falcipurum
FCR3, exhibiting IC50 of 58.0 pg.mL", 58.52 ug.mL-1 and 66.83 pg.mL* and the
LP164 extract showed activity antibacterine against K. pneumoniae with MIC of
62.5 ug.mLt.

Keywords: Lipopeptides, endophytic bacteria, mass spectrometry, B.
amyloliquefaciens.
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1.INTRODUCAO

26



A biodiversidade amazobnica representa uma importante e inestimavel fonte
biolégica de novos produtos naturais com elevado potencial farmacéutico e
biotecnolégico. Em meio a esta grande diversidade biol6gica destacamos o0s
microrganismos endofiticos, os quais estdo associados aos tecidos internos das
plantas, representados em grande parte por fungos e bactérias.

O estudo do uso do potencial quimico e biolégico de microrganismos
endofiticos é relativamente recente, porém vem despertando cada vez mais
interesse dos pesquisadores por possuirem ampla diversidade genética. Esse fato
deve-se principalmente aos aspectos vantajosos que estes microrganismos
possuem de adaptacdo a condicbes ambientais bastante variadas, incluindo
ambientes com variagcdes extremas de pH e temperatura, o que lhes confere a
capacidade de producéo de diversas substancias com grande potencial biolégico.

O g¢género Bacillus possui uma variedade de espécies importantes
industrialmente, as quais podem ocorrer como bactérias endofiticas. As espécies
deste género sao as maiores produtoras de lipopeptideos bioativos com histérico
de uso seguro tanto em alimentos quanto na industria. Os lipopeptideos sao
sintetizados pelas bactérias endofiticas por via ndo ribossomal durante processos
de fermentacdo, nos quais diferentes variacdes destas moléculas podem ser
obtidas, dependendo da linhagem selecionada e das condi¢des nutricionais de
cultivo. Porém, as principais limitacdes na producéao de lipopeptideos sdo aumento
de rendimento e reducdo de custos. Melhorar os processos de producdao dos
lipopeptideos depende de varios fatores, como a sele¢do de cepas produtoras e
as técnicas apropriadas de extracado, purificacéo e a otimizacéo das condi¢cdes do
meio de cultivo.

A busca por novos lipopeptideos em grande parte depende da selecéo de
linhagens produtoras. Assim, os endofitos bacterianos de regides geograficas
pouco exploradas, como a regido amazonica, podem ser fontes de novos
compostos lipopeptidicos bioativos.

Diante do exposto, 0 presente estudo visou contribuir para 0 conhecimento
quimico e biologico de espécies do género Bacillus obtidas como linhagens
endofiticas de plantas da Amazoénia. Foi realizado um estudo sobre a otimizacao
da producéo de lipopeptideos, a investigacao da natureza quimica e biolégica de

lipopeptideos de uma das linhagens em busca de novos metabdlitos e ensaios de
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extratos, fracbes e substancias para verificar a ocorréncia de atividades anti-

inflamatorias, antimicrobianas e antiplasmodica.
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2. OBJETIVOS
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2.1 Geral
Investigar a natureza quimica e o potencial biolégico de lipopeptideos de
linhagens selecionadas de bactérias endofiticas de plantas da Amazénia.

2.2 Especificos

e Selecionar e identificar trés linhagens de bactérias endofiticas como
produtoras de lipopeptideos;

e Investigar parametros de cultivo que melhorem a producdo dos
lipopeptideos pelas linhagens selecionadas;

e Purificar e identificar lipopeptideos de pelo menos uma das linhagens
selecionadas;

e Avaliar os extratos, fraces, e lipopeptideos puros dessa linhagem em

ensaios de atividade antimalarica, antibacteriana e anti-inflamatoria.
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3.1 Microrganismos Endofiticos

Os microrganismos podem ser associados a plantas de vérias formas,
podendo estar presentes tanto externamente quanto internamente em sua planta
hospedeira. Os epifiticos sdo aqueles que vivem nas superficies foliares das
plantas ou rizosféricas que habitam as raizes no solo (COMPANT et al., 2010).
Por sua vez, os microrganismos que vivem e prosperam dentro da planta
hospedeira sdo chamadas de endofiticos (HARDOIM et al., 2008). Os enddfitos
compreendem principalmente fungos e bactérias (PETRINI et al., 1991; SCHULZ
& BOYLE, 2005), porém algas (PETERS, 1991), insetos (FELLER, 1995),
micorrizas e bactérias fixadoras de nitrogénio (AZEVEDO et al., 2000) também
podem ser inseridos neste grupo.

Embora ja tenham sido descritos no século passado, 0s microrganismos
endofiticos passaram a ser melhor analisados nas ultimas décadas, quando se
reconheceu sua capacidade de conferir efeitos benéficos aos seus hospedeiros
vegetais. Logo, fungos e bactérias passaram a ser melhor analisados e ficou claro
gue, em muitos casos, podem desenvolver associacdes benéficas com as plantas
através da producdo de substancias especiais (GUNATILAKA et al.,, 2006;
SANTOYO et al.,, 2016), principalmente metabdlitos secundarios, protegendo
assim seus hospedeiros contra insetos-pragas, herbivoros domésticos e
fitopatogeno (HARDOIM et al., 2008; ALVIN et al., 2014). Os microrganismos
endofiticos também fornecem ou ajudam as plantas na absorcdo de
micronutrientes, como fosforo e nitrogénio (HARDOIM et al., 2008, JOSHEE et al.,
2007), podem conferir maior resisténcia a condi¢cdes de estresse bioticos e
abidticos (MILIUTE et al., 2015) e sdo capazes de produzir fitohormdnios e outros
compostos de interesse biotecnolégico, como enzimas e drogas farmacéuticas
(HARDOIM et al., 2015; SANTOYO et al., 2016).

Um dos exemplos mais bem-sucedidos de produtos naturais de enddfitos é
o medicamento anticAncer taxol (paclitaxel) (Figura 1). Este composto foi
inicialmente isolado de uma planta medicinal tradicional (Taxus brevifolia) utilizada
pelos nativos americanos (GUNTHER, 1945). A investigacdo do endofito dessa
planta revelou que o fungo Taxomyces andreanea, também foi capaz de produzir

este complexo diterpendide, com atividade antimitdtica utilizado contra cancer de
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ovario e de mama, bem como no tratamento de inUmeras doencas proliferativas
de humanos (PRAKASH et al., 2016).

Figura 1. Taxol.

Os enddfitos sdo capazes de produzir uma ampla variedade de metabdlitos
secundarios bioativos das mais variadas classes: peptideos, alcalbides,
flavondides, acidos fenolicos, quinonas, esterodides, terpendides, entre outros
(TAN & ZOU, 2001; YU et al., 2010, SUMI et al., 2015; WICAKSONO et al., 2018).
Esses metabdlitos bioativos encontram ampla aplicacédo na industria farmacéutica,
incluindo antimicrobianos, antivirais, anticancer, antioxidantes, antidiabéticos,
imunossupressores e antiparasitarios, e na agricultura incluindo agroquimicos e
promotores do crescimento de plantas (STROBEL et al., 2002; ZHANG et al.,
2013; WICAKSONO et al., 2018; ZGHAL et al., 2018).

3.1.1 Bactérias endofiticas

A constatacao de bactérias endofiticas em tecidos de plantas saudaveis tem
sido amplamente relatada (HINTON & BACON, 1995; STURZ, et al., 2000;
DUHAN et al., 2020). A fim de obter uma melhor compreenséo dos fatores que
determinam a colonizac&o de bactérias endofiticas bem como a sua sustentacao
de vida dentro das plantas hospedeira, foram analisados e comparados os
genomas de diferentes bactérias endofiticas (MITTER et al., 2013). Os resultados
desta pesquisa mostraram que esses enddfitos ndo sé diferem no tamanho da

sequéncia gendmica, mas também no estilo de vida endofitico; alguns possuem
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hospedeiros muito restritos e sdo encontrados exclusivamente em plantas,
enquanto outros tem a capacidade de habitar em diferentes plantas e também séo
bons colonizadores de outros ambientes, como solo ou a rizosfera.

De acordo com suas estratégias de vida, os enddfitos bacterianos podem ser
classificados como facultativos ou obrigatérios. As bactérias endofiticas
facultativas podem sobreviver fora da planta hospedeira durante um periodo do
seu ciclo de vida, alternando entre plantas e ambiente, sendo capazes de
sobreviver no solo, na superficie da planta, e no interior das plantas (FRANK et
al., 2017). A grande maioria dos microrganismos que colonizam o interior das
plantas provavelmente tem uma propensdo a esse estilo de vida bifasico. No
entanto, as bactérias endofiticas obrigatérias dependem da planta hospedeira
para sua sobrevivéncia e atividade metabdlicas podendo ser transmitidas de
geracdo em geracao atraves de sementes ou tecidos vegetais vegetativos (SU et
al., 2010).

Muitas espécies de bactérias endofiticas cultivaveis (tanto gram-positivas
como gram-negativas) foram isoladas e relatadas a partir de uma grande
variedade de plantas terrestres e aquaticas (STURZ et al., 2000; BHORE et al.,
2010; KANDEL, et al.,, 2017), embora em numero inferior ao das bactérias
rizosféricas (LODEWYCKX et al., 2002; KANDEL, et al., 2017). Os géneros
bacterianos endofiticos mais comumente isolados até 2010 foram Pseudomonas,
Bacillus, Acinetobacter, Actinobacteria, Sphingomonas e alguns géneros
pertencem a familia Enterobacteriacae (PIRTTILA &FRANK, 2011).

As bactérias endofiticas sdo capazes de adentrar na planta através de
feridas ou aberturas naturais e podem ser isolados dos diversos tecidos vegetais:
tubérculos, raizes, caules, folhas e frutos (HARDOIM et al., 2015; MITTER et al.,
2017; TRUYENS et al., 2015). Cada espécie de planta pode ser um hospedeiro
para varios géneros e espécies bacterianas endofiticas. A presenca de espécies
bacterianas endofiticas e sua densidade populacional é altamente variavel,
dependendo das espécies bacterianas, gendétipos do hospedeiro e condicdes
ambientais (ROSENBLUETH & MARTINEZ-ROMERO, 2006; CHEBOTAR et al.,
2015).

Endofitos bacterianos interagem com plantas através da producéo de fito-

hormonios, solubilizacdo de fosfato, aménia, acido cianidrico (COMPANT et al.,
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2005; TAGHAVI et al., 2009; RAJKUMAR et al., 2006; AFZAL et al., 2019), e
através da producao de enzimas (NAGARAJKUMAR et al., 2004; TAGHAVI et al.,
2009). Em troca, os enddfitos bacterianos podem ser beneficiados pelos varios
metabdlitos secundarios produzidos pelas plantas hospedeiras além de protecéo
contra fatores bibticos e abidticos (SCHULZ & BOYLE, 2005). Eles também
possuem um papel superior na promoc¢do do crescimento das plantas em
comparacao as rizobactérias (RYAN et al., 2008; KUMAR et al., 2015).

Além disso, outras diferentes classes de produtos naturais, como
antibacterianos, antibiéticos, antifingicos, antivirais, inseticidas volateis tém sido
relatados como sendo produzidos por endoéfitos bacterianos (KHAN et al., 2008,
KUMAR, et al., 2015, SINGH et al., 2017; NARAYANA et al., 2017).
Recentemente, importantes antibiéticos foram encontrados a partir de endofitos
de diferentes espécies de plantas. (ELJOUNAIDI et al., 2016; PANDEY et al.,
2017; JAKUBIEC-KRZESNIAK et al., 2018; TRIPATHI et al., 2018). As cepas
endofiticas de Bacillus, Burkholderia, Enterobacter, Pseudomonas e Serratia tem
sido as mais eficazes na supressdo do crescimento de microrganismos
patogénicos em condi¢des tanto in vivo quanto in vitro (MERCADO-BLANCO et
al., 2014; ESMAEEL et al., 2016; KANDEL et al., 2017).

3.2 Bactérias do Género Bacillus

O género Bacillus compreende um grupo heterogéneo de bactérias Gram-
positivas, anaerdbias facultativas, formadoras de enddsporos, e séao
caracterizados pela morfologia de bastonetes com extremidades retas ou
arredondadas de tamanhos variaveis (0,5 x 1,2 ym até 2,5 x 10 um). Espécies de
Bacillus sdo onipresentes na natureza, tendo sido isoladas de ambientes téao
diversos como agua doce, agua salgada, solo, plantas, animais, argilas, pedras,
poeira, alimentos, ar e trato gastrointestinal de varios insetos e animais
(PIGNATELLI et al., 2009; TEJERA-HERNANDEZ et al., 2011).

Esta capacidade de sobreviver e crescer em diferentes ecossistemas é
baseada na producdo de seus enddsporos robustos e na sua diversidade com
relacdo a suas propriedades fisioloégicas e seus requisitos para crescimento
(SLEPECKY & HEMPHILL, 2006). As diferentes espécies de Bacillus apresentam

propriedades fisioldégicas bastante diversificadas, tais como a capacidade de
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degradar muitos tipos diferentes de substratos derivados de fontes vegetais e
animais, incluindo a celulose, amido, proteinas, hidrocarbonetos e também
biocombustiveis (SLEPECKY & HEMPHILL, 2006).

O estudo do género bacteriano Bacillus iniciou durante a década de 1870,
onde Ferdinand Cohn, que trabalhava na Universidade de Breslau na Polb6nia,
isolou bactérias moéveis e aerdbicas, chamando de Bacillus subtilis, significando
“haste fina”. Conh (1872), descreveu com precisédo o ciclo de vida de Bacillus,
demonstrando a formacéo, resisténcia ao calor, a germinacéo e crescimento de
endosporos (CONH, 1872). Quando Robert Koch estabeleceu que um organismo
fenotipicamente similar, o B. anthracis era o agente causador da doenca antraz
(KOCH, 1876), houve uma crescente importancia cientifica desse novo grupo de
microrganismos. Nos 50 anos seguintes, muitas novas bactérias formadoras de
endosporos foram identificadas, no entanto, devido a ferramentas limitadas, a
nomenclatura e classificacdo dessas espécies bacterianas foram muitas vezes
confusas e desordenadas. O desafio de trazer ordem a taxonomia de Bacillus foi
recebido com admiravel dedicacdo por Nathan R. Smith, Francis E. Clark e Ruth
E. Gordon nas décadas de 1930 e 1940 (GORDON et al., 1973). Os resultados
obtidos foram publicados em 1973, na monografia “O género Bacillus” (GORDON
et al, 1973), onde Gordon e colaboradores forneceram descri¢coes detalhadas de
18 espécies de Bacillus, em conjunto com uma bateria de 33 testes morfolégicos
e fisiol6gicos que tornaria possivel atribuir inequivocamente a maioria dos isolados
conhecidos a uma dessas espécies. Mais recentemente, o uso da biologia
molecular para a taxonomia do género Bacillus desafiou o paradigma existente de
que o género era composto de um pequeno nimero de espécies rigorosamente
definidas e identificaveis por certas caracteristicas fenotipicas. Desde entéo
estudos utilizando a analise da sequéncia do gene 16S rRNA confirmam os altos
niveis de heterogeneidade filogenética do género Bacillus (GARVEBA et al.,
2003). Atualmente (2020), conforme o site “LPSN- List of Prokaryotic names with
Standing in nomenclature”, do pesquisador J.P. Euzéby, o género Bacillus
consiste de 541 espécies publicados validamente
(http://www.bacterio.net/bacillus.html). As principais espécies industriais sdo B.

subtilis, B. thuringiensis, B. amyloliquefaciens, B. pumilus, B. megaterium e B.
licheniformis (FAN et al., 2017).
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As espécies de Bacillus apresentam uma vasta gama de requisitos
nutricionais, condicoes de crescimento, composi¢coes de bases do DNA e maior
composicdo de aminoacidos. A maioria das espécies deste grupo sao
consideradas inofensivas para humanos e animais, e apenas algumas sao
patogénicas, tais como, B. anthracis, causador do antrax e B. cereus, causador
de gastroenterite e outras infec¢cdes (CLAUS & BERKELEY, 1986).

3.2.1 Metabdlitos secundarios produzidos por Bacillus

As cepas de Bacillus séo produtores importantes de metabdlitos secundarios
bioativos com aplicacdo em diferentes setores da industria de alimentos,
farmacéutica e agricultura. (AYED et al., 2017). As varias classes de subtancias
bioativas relatadas em espécies de Bacillus, séo: lipopeptideos, bacteriocinas,
policetidios, alcaloides, sideréforos, isocumarinas, aminopoliol e pigmentos
(Tabela 1). Dentre estas os policetideos e peptideos nédo ribossomais constituem
mais com ampla atividade biol6gica

uma das classes

(ABDERRAHMANI et al., 2011; MOYNE et al., 2004; HELFRICH & PIEL, 2016;

importantes

COCHRANE & VEDERAS, 2016).

Tabela 1. Alguns metabdlitos isolados de

Bacillus ssp. e suas atividades

biolégicas.
Classe Metabdlitos Produtor Atividades Referéncia
secundarios biolégicas
Bacillaena B. subtilis e B. Antibacteriana BUTCHER et al., 2007,
amyloliquefaciens HELFRICH & PIEL (2016)
Policetideos Difficidina B. subtilis e B. Antibacteriana CHEN et al., 2009,
amyloliquefaciens HELFRICH & PIEL, 2016
Macrolactina B. subtilis e B. Antibacterianae HELFRICH & PIEL, 2016,

amyloliquefaciens

antiviral

SCHNEIDER et al., 2007

Surfactina B. coagulans, Antimicrobiana, = ALETI et al., 2015,
B.subtilis, antiviral e ONGENA & JACQUES,
B.polyfermenticus  surfactante 2008, Ql et al., 2010;
, B. megaterium, SUMI et al., 2015; SUN et
B. al., 2006; ULLRICH et al.,
amyloliquefaciens 1991
, B. pumilus,
B. licheniformis
Fengicina B.subtilis, B. Antifungica ALETI et al., 2015,
amyloliquefaciens ONGENA e JACQUES,
2008, QI et al., 2010;
SUMI et al., 2015; SUN et
al., 2006
Plipastatina B. cereus, B. Antifingica ONGENA & JACQUES,

thuringiensis

2008, Ql et al., 2010;
SUMI et al., 2015;
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Lipopeptideos | Iturina B. Antimicrobiana ALETI et al., 2015,
ciclicos amyloliquefaciens ONGENA & JACQUES,
, B. subtilis, B. 2008, Ql et al., 2010;
megaterium SUMI et al., 2015
Mojavensin B. mojavensis Antimicrobiana MA et al., 2012
Bacillomicina B. subtilis Antimicrobiana COCHRANE &
VEDERAS, 2016;
KOUMOUTSI et al., 2004,
SUMI et al., 2015
Micosubtilina B. subtilis Antimicrobiana COCHRANE &
VEDERAS, 2016;
LECLERE et al., 2005,
Kurstakin B. thurigiensis Antifangica BECHET et al., 2012,
HATHOUT et al., 2012
Thumolycina B. thurigiensis Antifungica ZHIYONG et al., 2018
Daitocidina B. pumilus Antifangica CHAABONI, et al., 2012,
CARRILO et al., 2003,
TENDULKAR et al., 2007
Pumilacidina B. pumilus Antifangica CHAABONI, et al., 2012,
CARRILO et al., 2003,
TENDULKAR et al., 2007
Marihysin B. marinus Antifungica LIU et al., 2010
Bacircine B. Antifangica CHAABON]I, et al., 2012,
amyloliquefaciens CARRILO et al., 2003,
TENDULKAR et al., 2007
Halobacillina B. licheniformis Antifungica CHAABONI, et al., 2012,
CARRILO et al., 2003,
TENDULKAR et al., 2007
Isohalobacillina B. licheniformis Antifangica CHAABONI, et al., 2012,
CARRILO et al., 2003,
TENDULKAR et al., 2007
Lichenisina B. licheniformis Antifangica CHAABONI, et al., 2012,
CARRILO et al., 2003,
TENDULKAR et al., 2007
Bamylocina B. Antifungica LEE et al., 2007
amyloliquefaciens
Baciloletrina B. subtilis Antibacteriana TAREQ et al., 2017
Bacillopeptina B. Antibacteriana MA et al., 2014
B1 amyloliquefaciens
Locillomicina B. subtilis Antibacteriana LUO et al., 2015
Gageopeptina B. subtilis Antifingica TAREQ et al., 2015
Lipopeptideos | Gageostatina B. subtilis Antifungica TAREQ et al., 2014a
lineares Gageotetrina B. subtilis Antifungica TAREQ et al., 2014b
Gageopeptideo  B. subtilis Antifingica TAREQ et al., 2014c
Mixirins A-C Bacillus sp. Anticancer ZHANG et al., 2004
Bacilisina B. Antimicrobiana CHEN et al., 2009,
amyloliquefaciens HELFRICH &PIEL, 2016
, B. subtilis
Outros Tirocidina B. brevis Antibacteriana DANDERS et al., 1982;
peptideos ndo LOLL et al., 2014; LIOU et
ribossomais al., 2015; VAN EPPS et
al., 2006
Gramicidina B. brevis Antibacteriana
Bacitracina B. subtilis, B. Antibacteriana AWAIS et al., 2007,
pumilus, B, ZAREI et al., 2012; SUMI
licheniformis et al, 2015
Polypeptina B. circulans Antimicrobiana ALETI et al., 2015
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Octapeptina B. circulans Antibacteriana ALETI et al., 2015,
COCHRANE e
VEDERAS, 2016
Cerexin B. cereus Antibacteriana COCHRANE et al., 2015
Peptideos Tridecaptina B. circulans Antibacteriana COCHRANE et al., 2015
lineares COCHRANE et al., 2016
Subtilina “B. subtilis Antibacteriana STEIN, 2005, SUMI et al.,
2015
Amylolisina B Antimicrobiana SUMI et al., 2015;

Bacteriocinas/La

amyloliquefaciens

ARGUELLES-ARIAS et
al., 2013

ntibioticos Amylociclicina B. Antimicrobiana SUMI et al., 2015;
amyloliquefaciens ABRIOUEL et al., 2011
Subtilolisina B. subtilis Antibacteriana SUMI et al., 2015;
ABRIOUEL et al., 2011
Mersacidina B. subtilis Antibacteriana SUMI et al., 2015;
ABRIOUEL et al., 2011
Cry proteins B. thuringiensis Inseticida SANSINENEA et al., 2012
Inseticidas Vip proteins B. thuringiensis Inseticida SANSINENEA et al., 2012
Thuringiensina B. thuringiensis Inseticida ESPINASSE et al., 2002
Bacillibactina B. cereus, B. Quelantes de SEGOND et al., 2014;
subtilis ferro ZAWADZKA et al., 2009
Sideréforos Petrobactina B. cereus, B. Quelantes de ZAWADZKA et al., 2009
subtilis ferro
3,4-acido B. cereus, B. Quelantes de ZAWADZKA et al., 2009
dihiroxibenzoico  anthracis, B. ferro
(3,4-DHB) thuringiensis
Amicoumacina B. subtilis, B. Antibacteriana PINCHUK et al., 2002
A-C pumilus
Xenocoumacina B. subtilis Antibacteriana LIU et al., 2013
Isocumarinas Bacilosarcinas B. subtilis Antibacteriana AZUMI et al., 2008
A-B
Lipoamicoumaci  B. subtilis Antibacteriana LIU et al., 2013

nas

Pigmentos Melanina B. thuringiensis Protetor UV SANSINENEA, et al.,
2015
Aminopoliol Zwitermicina A B. thuringiensis, Antibactericida KEVANY, et al., 2008;
B. cereus LUO et al., 2011
3-Formilindol B. pumilus antitripassomal MARTINEZ-LUIZ et al.,
2012
N-acetil-3- B. pumilus antitripassomal MARTINEZ-LUIZ et al.,
Alcal6ides oxotripitamina 2012
3- B. pumilus antitripassomal MARTINEZ-LUIZ et al.,

Hidroxiacetilindo
li

2012
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Figura 2. Metabdlitos produzidos por espécies de Bacillus.
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Muitas espécies de Bacillus possuem uma base genbmica para a
biossintese de derivados de peptideos policetidicos ou peptideos nao-
ribossémicos devido a presenca de grupos de enzimas policetidicas sintetases
(PKSSs) e peptideo nao-ribossomais sintetases (NRPSSs).

As cadeias que formam a estrutura principal dos policetideos séao
sintetizadas pelo grupo de enzimas PKSs. De forma similar os peptideos néo
ribossomais sao biossintetizados pelas NRPSs que, ao contrario dos ribossomos,
sdo independentes do RNA mensageiro. Peptideos ndo ribossomais possuem,
muitas vezes, estruturas ciclicas e/ou ramificadas e lineares e podem
conter aminodcidos nao proteinogénicos (incluindo D-aminoacidos) e
modificacdes estruturais como N-metilacbes, ou serem glicosilados, acilados,
halogenados ou hidroxilados. A habilidade destes complexos multienzimaticos de
incluir tais aminoacidos e incorpora-los em ambos o0s peptideos ciclicos e lineares
resulta em diversas estruturas naturais das espécies bacterianas e fungicas. A
complexidade estrutural dos NRPSs reflete seu largo espectro de atividades.
Exemplificando, o conjunto multienzimatico, responsavel pela sintese da
surfactina, consiste de trés grandes NRPSs: srfA-A (402 kDa), srfA-B (401 kDa) e
srfA-C (144 kDa), compreendendo um total de 7 modulos (Figura 4). Os genes
NRPSs correspondentes sdo organizados no operon srfA. A via NRPSs envolve
principalmente trés dominios enzimaticos. O dominio de adenilacdo (A) seleciona
0 amino&cido cognato e o ativa como aminoacila adenilato. O aminoacido ativado
€ entdo transferido para uma proteina carreadora de peptidila (PCP) que o
transfere ao dominio de condensacéao (C) que, finalmente, catalisa a formacao da

ligacéo peptidica.
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(A) O operon srf (topo) com os trés genes srfA-A, srfA-B e srfA-C que codificam para as
subunidades da surfactina sintetase mostradas abaixo dos genes. As barras indicam as posi¢des
dos médulos dentro da proteina, enquanto os dominios individuais sdo mostrados como bolas
coloridas: A, dominio de adenilacdo; PCP, dominio de proteina transportadora de peptidil; C,
dominio de condensacdo; E, dominio de epimerizacdo; TE, dominio tioesterase. O 4-
fosfopantetoinil cofatores com seus grupos tiol ativos sdo mostrados com os peptideos
correspondentes anexados em seus estados de sintese atuais. O crescimento da cadeia peptidica
é passado da esquerda para a direita, até que o produto linear no ultimo dominio PCP seja
ciclizado no lipopeptideo pelo dominio TE. (B) O imitador do peptideo SNAC (S-N-acetil
cisteamina) acil pode ser ciclizado pelo dominio SHfTE geneticamente excisado. Fonte: BRUNER
et al., 2002.

Figura 3. Exemplificacdo da biossintese do lipopeptideo surfactina por NRPSs.

Estes peptideos ndo-ribossémicos produzidos por NRPSs representam um
grupo de produtos naturais com grande importancia farmacéutica, sintetizado nao
apenas por microrganismos do género Bacillus, mas por fungos filamentosos,
bactérias Gram-positivas e em menor extensdao as Gram-negativas. Entre as
bactérias Gram-positivas, o grupo dos actinomicetos, assim como os membros do
género Bacillus sdo as principais produtoras de NRPSs (FIRA et al., 2018;
CHANDRAKAR et al., 2018).

3.2.2 Bacillus amyloliquefaciens
Bacillus amyloliquefaciens foi descrito pela primeira vez em 1943 como um
potente produtor de amilase e outras enzimas extracelulares de importancia

industrial (FUKUMOTO, 1943). Ele foi classificado no grupo “B. subtilis”, que é
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heterogéneo e envolve um grupo de espécies intimamente relacionadas, como B.
subtilis, B. amyloliquefaciens, B. licheniformis e B. pumilus (LOGAN &
BERKELEY, 1984). Em 1987, B. amyloliquefaciens foi reclassificado como uma
espécie distinta com base na baixa relacdo de DNA com B. subtilis (PRIEST et al.,
1987). Seu nicho ecologico é a rizosfera, onde coloniza as plantas, com beneficio

mutuo.
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Figura 4. Cultura de Bacillus amyloliquefaciens e imagem ampliada de suas

estruturas reprodutivas.

B. amyloliquefaciens pode produzir varios metabdlitos bioativos, geralmente
antimicrobianos (Tabela 1), sendo reconhecida como um dos maiores produtores
de lipopeptideos surfactina, iturina e fengicina, (ONGENA & JACQUES, 2008;
CHOWDHURY et al., 2013). Além disso, recentemente foi verificado que eles sao
também produtores de biofilmes (HUI et al., 2018), sideréforos (SABATE et al.,
2018), enzima nariginase (ZHU et al., 2017) e horménios (SHAHZAD et al., 2016;
SABATE et al., 2018).

3.3 Lipopeptideos produzidos por bactérias

Os lipopeptideos (LPs) constituem um grupo estruturalmente diverso de
metabolitos secundarios e estdo entre as classes mais importantes de substancias
produzidas por bactérias endofiticas, a partir de NRPSs ou PKSs (AYED et al.,
2017).

Sao moléculas anfifilicas microbianas valiosas com propriedades bioldgicas e
tensoativas. Os lipopeptideos mais estudados sdo os produzidos pelos géneros
Bacillus e Pseudomonas (ABDERRAHMANI et al., 2011; ROONGSAWANG et al.,
2011). Eles tém aplicagbes importantes devido a atividade antibacteriana,
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antifingica e antiviral. Os lipopeptideos possuem uma diversidade estrutural com
base em uma cadeia acil de acidos graxos hidrofébicos de 13 a 17 atomos de
carbonos, ligada a um peptideo hidrofilico de 7 a 25 aminoécidos. A maioria destes
possuem estrutura ciclica devido a ligacdo do residuo peptidico C-terminal ao
acido graxo B-hidroxi através do grupo hidroxil do residuo peptidico ou
diretamente a um B-aminoacido (ROONGSAWANG et al.,, 2011). Uma Unica
linhagem bacteriana pode sintetizar varias isoformas polipeptidicas.

As propriedades bioativas dos LPs podem levar a aplicacbes em diversas
areas da industria. Na industria farmacéutica e na agricultura, por exemplo, os
lipopeptideos tém recebido grande atencado por suas atividades antimicrobianas.
(ONGENA & JACQUES, 2008; FIRA et al., 2018). Véarias espécies de Bacillus,
especialmente B. subtilis, B. amyloliquefaciens e B. pumilus produzem
substancias antimicrobianas sendo os lipopeptideos 0s principais responsaveis
por essa atividade (DIMKIC et al.,, 2013, 2017; CHOWDHURY et al., 2015;
AGARWAL et al., 2017). Estas moléculas também podem atuar sinergicamente
com seu hospedeiro e, assim, aumentar sua atividade antimicrobiana, fato que
possui algumas vantagens ecoldgicas e estimula o uso de cepas produtoras no
controle bioldgico de fitopatdégenos (FALARDEAU et al., 2013; LIU et al., 2014;
NIKOLIC et al., 2018; SABIR et al., 2017; WICAK-SONO et al., 2018).

Os LPs também séo uteis em aplicacdes ambientais como a remediacao
bioldgica de hidrocarbonetos de petréleo (MULLIGAN et al., 2005), na producao
de alimentos, utilizados especialmente como emulsificantes, espumantes,
umectantes e solubilizantes (BANAT et al., 2000).

A daptomicina (Cubicin®) produzida pela bactéria Gram-positiva
Streptomyces roseoporous (MIAO et al., 2005) é um lipopeptideo compreendendo
uma cadeia lipidica decanoil ligada a um peptideo de 13 aminoacidos
parcialmente ciclizado com propriedades antimicrobianas potentes (Figura 5). Ela
incorpora dois aminoacidos nao-proteinogénico: L-quinurenina (Kyn), exclusivo da
daptomicina e acido L-3-metilglutamico (MeGlu).

A daptomicina é clinicamente aprovada para uso como antibiético para
infeccbes graves causadas por bactérias Gram-positivas, como MRSA
(Staphylococcus aureus resistente a meticilina) e enterococos resistentes a
vancomicina (MIAO et al., 2005; NGUYEN et al., 2006; SADER et al., 2011).
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Figura 5. Lipopeptideo Daptomicina produzido por Streptomyces roseoporous.

Os lipopeptideos de Pseudomonas exibem uma variedade de propriedades
antagbnicas, como atividade antifangica (NIELSEN et al., 1999), antibiética
(SINNAEVE et al., 2009), inseticida (RAAIJMAKERS et al., 2010) e antimicrobiano
contra Mycobacterium tuberculosis causador da tuberculose (GROUPE et al.,
1951). Viscosina, siryngomicina (Figura 6) e anfisina sdo os principais grupos de
substancias lipopeptidicas ciclicas produzidas por espécies de Pseudomonas
(RAAIJMAKERS et al., 2006; GEUDENS et al., 2017).
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Figura 6. Principais lipopeptideos produzidos por espécies de Pseudomonas.

Entre os lipopeptideos sintetizados por NRPSs os mais estudados sao 0s
produzidos por Bacillus, sendo: bacilomicina, iturina, micosubtilina, fengicina,
pumilacidina, lichenisina e surfactina (Figura 7) (STEIN, 2005; ONGENA &
JCQUES, 2008; GRADY et al., 2016; VILLARREAL-DELGADO et al., 2018).

As lichenisinas, pumilacidinas e polimixina A e B séo familias de
lipopeptideos antimicrobianos produzidos principalmente por Bacillus
licheniformis, Bacillus pumilus e Bacillus polymyxa, respectivamente. Lichenisina
A possui atividades antimicrobiana e surfactante (YAKIMOV et al.,, 1995;
GRANGEMARD et al., 2001), enquanto que varias pumilacidinas apresentam
atividade anti-ulcera, antimicrobiana e antiviral contra o virus herpes simplex
(NARUSE et al., 1990; XIU et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2020). E além disso,
recentemente foi demonstrado que as pumilacidinas A e C inibem o crescimento
de parasitas da maléria in vitro. (TORRES-MENDONZA, et al., 2018). A polimixina
B e a polimixina E (colistina) sdo antibiéticos utilizados contra uma grande
variedade de bactérias Gram-negativas (LANDMAN et al., 2008; TRIMBLE et al.,
2016). Estes dois lipopetideos sao diferenciados pela substituicdo de uma D-
leucina na colistina por uma D-fenilalanina na polimixina B (KWA et al., 2007).
Dentre estas substancias lipopeptidica bioativas, as mais estudadas séo as

produzidas por Bacillus, sobretudo as surfactinas, fengicinas e iturinas (INES e

48



DHOUHA, 2015; ROONGSAWANG et al., 2011). Esta capacidade das espécies
de Bacillus de produzirem muitos lipopeptideos com atividades bioldgicas, as

tornam promissoras para aplicagcfes biotecnoldgicas (COCHRANE & VEDERAS,
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Figura 7. Lipopeptideos produzidos por espécies de Bacillus.

3.3.1 Familia da Surfactina

A historia da surfactina inicia-se a partir do ano de 1968, quando Arima e
colaboradores identificaram a presenca de um novo composto biologicamente
ativo presente no meio fermentado de B. subtillis. O nome surfactina surgiu devido
a sua alta capacidade surfactante, e a sua estrutura foi elucidada como um
lipopeptideo macrolideo ciclico em que um acido graxo B-hidroxilado esta ligado
a uma sequéncia de sete amino acidos por um grupo amida e uma ligacao lactona
(PEYPOUX, 1999).

A familia da surfactina é constituida de uma mistura de isoformas, cuja
diferenciacéo ocorre devido a substituicdo nos residuos de aminoéacido na cadeia
peptidica ou pelo comprimento e ramificacdo do acido graxo (KOWALL et al.,
1998).
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O grupo da surfactina inclui principalmente 12 isoformas (Tabela 2)
representadas por esperina, lichenisina, pumilacidina e surfactina. A principal
isoforma, surfactina A (Leu’ — surfactina), que constitui esta estrutura é formado
por um residuo L-leucina com C-terminal do aminoacido ligado através de uma
ligacdo éster ao acido graxo B-hidroxi denominado acido 3-hidroxi-13-metil-
tetradecanoico (Figura 8) (VATER et al., 2002; LIU et al., 2008). Os isbmeros
diferem-se através do numero de carbono na cadeia lipidica, 12 a 16, dos tipos de
cadeia: n, iso e anteiso, ou da composicao da parte peptidica (LIU et al., 2008;
ZHANG et al., 2013). As isoformas da surfactina A, B e C variam na posi¢ao do
sétimo aminoéacido, entre Leu (surfactina A), Val (surfactina B) e lle (surfactina C)
e a propor¢cdo da producdo destas ira depender da linhagem utilizada e das
condicBes de cultivos (LIU et al., 2012). A porcéo peptidica da surfactina inclui
dois residuos acidos (asparagina e glutamina) e cinco residuos hidrofébicos
(quatro leucinas e uma valina) com sequéncia quiral LLDLLDL (Tabela 2).

Surfactina ou variantes estreitamente relacionadas como lichenisina foram
isolados a partir de B. subtilis (ARIMA et al., 1968), B. coagulans (HUSZCZA &
BURCZYK, 2006), B. pumilus e B. licheniformis (PEYPOUX et al., 1999), B.
amyloliquefaciens (NANJUNDAN et al., 2011) e B. mojavensis (BACON et al.,
2012).

A surfactina é um dos biossurfactantes mais eficientes, conhecida por
possuir excelentes propriedades tensoativas (BARROS et al., 2007) capaz de
reduzir a tenséo superficial da &gua de 72 para 27,9 mN m+ (ARIMA et al., 1968).
Surfactinas também apresentam grande estabilidade em variacbes de pH,
temperatura, forca idnica (DESAI & BANAT, 1997; KRACHT et al., 1999) e
menores valores de concentracdo micelar critica (CMC) quando comparadas a
outros biossurfactantes e alguns surfactantes sintéticos (COOPER et al., 1981,
KIM et al, 1997). A surfactina possui ainda diversas funcdes biolégicas incluindo
atividade antibacteriana e antifungica (VATER, 1986), anti-inflamatéria (KIM et al.,
1998), atividade hemolitica (DESAI & BANAT, 1997), hipocolesterolémica e
antitumoral (WICAKSONO, et al., 2018) atividade antiviral (VOLLENBROICH et
al., 1997), antimicoplasma (MADAN et al., 2001), inibidora da formacdo de
coagulos de fibrina (KIKUCHI & HASUMI, 2002), efeitos imunomodulatérios
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(PARK & KIM, 2009) e veiculo para administracdo de drogas via pulmonar
(HUSSAIN et al., 2004).

A crescente descoberta de propriedades interessantes com aplicagdes nas
areas da medicina e biotecnologia promoveu o0 interesse em pesquisa pela
surfactina e como resultado, uma grande variedade de isoformas e homélogos
deste lipopeptideo ja foram encontrados. Essas fungfes caracterizam a surfactina
como molécula biologicamente ativa. Embora outros lipopeptideos tenham
surgido, a surfactina continua a ser o principal representante e mais conhecido
membro desta familia (PEYPOUX, 1999).

Esta substancia mostrou também atividade antitumoral contra células com
carcinoma de Ehrlich, atividade antiproliferativa em experimentos com células dos
canceres de ovario, renal, de prostata, de colon, de pulméo, de mama e melanoma
bem como atividade citostatica e citotdxica a todos os carcinomas investigados,
estudos propdem que a acdo anticarcinogénica da surfactina deve-se a ruptura
da membrana plasmatica ao atingir o interior da célula (COSTA, 2005;
SIVAPATHASEKARAN et al., 2010; MOREJON, et al., 2017; ABDELLI, et al.,
2019; RAMALINGAN, et al., 2019).

R= Cadeia &cido graxo
L-Leu’ 02\
%%J\ i-iso o
57/\ a-anteiso >\ \O”_E(

?{\ n-normal .
Surfactina A

54



L-Val’

Surfactina B

Surfactina C

HO
L-Glu*

NH

NH

55



OH

L-Glu?

(o]

Q NH NH L-Leu?
O
NH
o >/
o °/ D-Leu
NH
7
L-Val NH
g ::_ N NH o)
Pumilacidina A D-Leu® : .
o) L-Leu
HO
L-Asp> ©
H,N o)
N
L-GIn

W . Le

L >— D-Leu®
L-Val’
Lichenisina 02\

& TNH NH Ny L-Val*
o o

D-Leu® on L-Asp®

Figura 8. Lipopeptideos da familia da surfactina.

Os mecanismos de acéo dos lipopeptideos tém mostrado que estes formam
poros na membrana lipidica, especificamente de fungos e bactérias, ocasionando
o influxo de ions transmembrana incluindo Na* e K* causando a destruicdo da
membrana e consequentemente a morte celular (SCOTT et al., 2007). No caso da
surfactina, apesar dos mecanismos de acdo nao estarem plenamente elucidados,
presume-se que ocorra uma interacao direta da surfactina com os fosfolipideos da
membrana celular com a consequente alteracao das propriedades da estabilidade
da bicamada lipidica (CARRILLO et al., 2003; HUSSAIN et al., 2004). Estudos

56



sobre os mecanismos moleculares de permeabilizacdo de membrana através da
incorporacdo da surfactina demonstraram haver perda do conteddo vesicular
através da desestabilizacao lipidica ou formacdo de poros intra-membranais
(SHEPPARD et al.,, 1991). A surfactina forma clusters com os fosfolipideos,
estabelecendo dominios de surfactina dentro da bicamada (GRAU et al., 1999).
Esta molécula pode ainda formar, nas bicamadas, agregados micelares com
organizacdo lamelar ou pequenas vesiculas fechadas, que solubilizam a
membrana biologica, atuando como um detergente nesta estrutura (GRAU et al.,
1999; CARRILLO et al., 2003).
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Tabela 2. Familia da Surfactina.

FAMILIA DA
SURFACTINA

SEQUENCIA PEPTIDICA

Heptapeptideos ciclico com um anel de lactonacom o
grupo B-OH ligado a cadeia de acido graxo

CADEIAS DE ACIDOS GRAXOS

REFERENCIAS

Surfactina A

Surfactina B

Surfactina C
[Ala?] surfactina
[Leu“] surfactina
[lle4] surfactina

Esperina®
[Val”] Lichenisina
[lle’] Lichenisina
[lle?#] Lichenisina

Pumilacidina A

Pumilacidina B

L-Glul-L-Leu?-p-Leus-.-Val*-L-Asp®-p-Leus- -Leu”’
L-Glul-L-Leu?-p-Leus-L-Val*-.-AspS-p-Leus- -Val’
L-Glul-L-LeuZ-p-Leu3-L-Val*-L-AspS-p-Leub- -lle”
L-Glul-L-LeuZ-p-Leu3-L-Ala*-L-AspS-p-Leus- -Leu’
L-Glul-L-Leu?-p-Leus-.-Leu*- -AspS-p-Leub- -Leu?
L-Glul-L-Leu?-p-Leus-L-lle*-L-Asp®-p-Leus- -lle’
L-Glul-L-Leu?-p-Leusd-.-Val*-L-Asp®-p-Leub-.-Leu/Val-COOH
L-GInt-L-Leu/lle?-p-Leud-L-Val*-L-AspS-p-Leus-.-Val”
L-GInt-.-Leu?-p-Leus--lle*-L-AspS-p-Leus-.-lle”
L-GInt-L- lle?-p-Leus-L-lle*-L-Asp5-p-Leu®-L-lle”
L-Glu!-L-Leu?-p-Leus-L-Leu?-L-Asp®-p-Leu®-L-Val’

L-Glul-L-Leu?-p-Leu3-.-Leu4-.-AspS-p-Leu®--lle’

C12, i-C13, "i-C14, *n-C14, i-C1s, *a-Cis,
Cis

i-C14, N-C14, i-C15, a-Cis, i-C14, N-C14, i-
Cis, a-Cis

i-C14, n-C14, I-C15, a-C1s

i-C1s

a-Cis

Ci3, C14,n-Css

i-C13, 8-C13, N-C1a, i-C15, a-C1s

a-Cis

a-Cis

a-Caz, i-Caz

a-Cis, i-C15 n-Cis, i-Cus,

i-C13, a-C14

PEYPOUX et al., 1999;
PECCI et al., 2010

PEYPOUX et al., 1999

PEYPOUX et al., 1999

BONMATIN et al., 2003

BONMATIN et al., 2003

BONMATIN et al., 2003

THOMAS & ITO, 1969

BONMATIN et al., 2003;
LIN et al., 1994

BONMATIN et al., 2003;
LIN et al., 1994

BONMATIN et al., 2003;
LIN et al., 1994
NARUSE et al., 1990;
OLIVEIRA et al., 2020
OLIVEIRA et al., 2020
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3.3.2 Familia da lturina

A iturina € um heptapeptideo ligado a um acido graxo cujo comprimento

varia de 14 a 17 atomos de carbonos. Iturina A (Tabela 3) € o composto principal

e mais conhecido da familia da iturina, e foi isolada inicialmente de B. subtilis a

partir de uma amostra de solo, na regido de lturi (Zaire) durante o ano de 1957.

O subsequente isolamento a partir de outras linhagens de B. subtillis levou a

identificag&o de outros lipopeptideos. Além da iturina A, a literatura tem reportado

6 isoformas de iturina (Tabela 3) que se diferenciam devido a substituicdo nos

residuos de aminoécido na cadeia peptidica ou pelo comprimento e ramificacéo
da cadeia carbonica (BONMATIN, 2003; NORIYASU et al., 2009).

Tabela 3. Familia da lturina.

SEQUENCIA PEPTIDICA

FAMILIA DAS CADEIA DE ACIDO
ITUINAS L D D L L D L GRAXO

lturina A Asn!  Tyrz Asn® GIn* Pro® Asn® Ser’ n-Cis, i-Css, a-Cas, n-Cus,
Iturina C Asp!  Tyrz Asn® GIn* Pro® Asn® Ser’ InCCl; i-C1s, a-Cis
Mycosubtilina Asn®  Tyrz Asn® GIn* Pro® Ser® Asn’ i-Cis, a-C17
Bacillomicina D Asn!  Tyr2 Asn® Pro* Glu® Ser® Thr” n-Cu,i-Cis, a-Cis
Bacillomicina F Asn!  Tyr2 Asn® GIn* Pro® Asn® Thr” i-Cis, a-Ci17,i-Ci7
Bacillomicina L Aspl  Tyrz Asn® Ser* GIn® Ser® Thr” n-Cus,i-Cisa-Cis
Bacillopeptina Asn!  Tyr2 Asn® GIn* GIn® Ser® Thr” n-Cu4,i-Cis

a-anteiso; i-iso; n-normal. Fonte: Adaptado de JACQUES, 2011 e GONG et al., 2015.
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Figura 9. Lipopeptideos da familia da Iturina.

Iturina A é um lipopeptideo ciclico contendo sete residuos de a-

aminoacidos e um residuo de um B-aminoacido como cadeia lateral, sintetizado
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de forma nao ribossémica e com massa molecular nominal de 1042 Da (MAGET-
DANA & PEYPOUX, 1994).

Iturina A demonstra uma atividade antifingica com um espectro amplo de
acao, o que a torna um agente de controle bioldgico potencialmente ideal com o
objetivo de reduzir o uso de antifingicos quimicos na agricultura (MAGETDANA
& PEYPOUX, 1994; YU et al., 2002; STEIN, 2005; ARREBOLA et al., 2010). De
fato, a atividade antifingica de B. subtilis pode ser atribuida, em grande parte, a
producao de iturina A (ARREBOLA et al., 2010). Além disso, triagens clinicas em
seres humanos e animais igualmente mostraram iturina A sendo uma droga
valiosa devida seu amplo espectro antifingico, baixa toxicidade, e baixo efeito
alérgico (MAGETDANA & PEYPOUX, 1994; YAO et al., 2003; KIM et al., 2010).
Estudos sobre seu mecanismo de acdo mostram que a mesma se comporta
como uma molécula anfifilica ndo ibnica que tem como sitio alvo estruturas
fosfolipidicas e esterdis. Desta forma, induz a abertura de canais ibnicos nas
membranas de células de fungos e leveduras, aumentando a permeabilidade e
condutancia a ions, o que causa um desequilibrio eletroquimico entre os meios
intra e extracelular (MAGET-DANA & PEYPOUX, 1994; GRAU et al., 2001;
SINGH & CAMEOTRA, 2004; LIMA et al., 2020; SUCHODOISKI et al., 2020).
Apesar de muitas vantagens sobre agentes quimicos, a iturina A tem tido poucas
aplicacdes, principalmente por causa da baixa produtividade e dos custos de
producao relativamente elevados (SZCZECH & SHODA, 2006; YU et al., 2002).

A producéo de iturina parece ser restrita a B. subtilis (BONMATIN et al.,
2003), B. amyloliquefaciens e B. megaterium (SUMI et al., 2015; KOUMOUTSI
et al., 2004) e ha relatos de atividade inibitoria de crescimento contra diversas
espécies de fungos incluindo Fusarium oxysporum (YUAN et al., 2012; XU et al.,
2013) e Fusarium gramineum (GU et al., 2017).

3.3.3 Familia da Fengicina
Essa familia de lipopeptideos compreende as fengicinas A e B e
plipastatinas A e B (Figura 10).
As fengicinas consistem de duas principais isoformas (Fengicina A e B) que
se diferenciam pela substituicdo do residuo de aminoacido D-Ala por D-Val,
respectivamente, na posi¢cdo 6 (Tabela 4). Em ambas as isoformas, ha uma

ligacéo lactona conectando Tyr? a lle!9, cuja estrutura é composta por um acido
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graxo B-hidroxi ligado a uma porcéo peptidica de 10 aminoacidos, sendo 8 em

ciclo (Figura 10). Esse acido graxo pode variar de 14 a 18 &tomos de carbono,
distribuidos nas formas n, iso e anteiso (ROMERO et al., 2007; ONGENA et al.,
2007; VANITTANAKOM et al., 1986; VATER et al., 2002; DAS, 2008; WANG et

al., 2004). Fengicinas diferem de iturinas e de surfactinas pela presenca de

aminoacidos incomuns, tais como ornitina e alo-treonina. Fengicina inclui trés

residuos de aminoacidos que podem ser protonados ou desprotonado de acordo

com o pH. Em pH neutro, ela exibe duas cargas negativas (residuos de acido

glutdmico) e uma carga positiva (residuo ornitina), que deverdo afetar sua

conformacdo e desempenhar um papel importante nas suas interacdes
intermoleculares (EEMAN et al., 2009).

Tabela 4. Familia da Fengicina.

FAMILIA DA
FENGICINA

SEQUENCIA PEPTIDICA

Decapeptidio com um anel de lactona
entre o grupo carboxi-terminal de Ile'®
e grupo OH de Tyr?

CADEIA DE
ACIDO GRAXO

REFERENCIAS

Fengicina A

Fengicina B

Plipastatina A

Plipastatina B

L-Glut-p-Orn2-p-Tyr3-p-Thr# - -Glus-p-Ala’-
L-Prol7-LGIn8- -Tyr%--lle10

L-Glu-p-Orn2-p-Tyr3-p-Thr* -.-GluS-p-Val®-
L-Prol7-LGIn8- -Tyro-.-lle10

L-Glul-p-Orn2-L-Tyr3-p-Thr* -L.-GluS-p-Ala®-
L-Prol7-_.GIn8-p-Tyrd--1le0

L-Glul-p-Orn2-L-Tyr3-p-Thr# -.-Glus-p-Val®-
L-Prol7-LGIn8-5-Tyro-L-1le10

a-Cis,i-C16 N-Cis

a-Cis i-Cis, -
Cie, C17

Nn-Cie, a-C17

n-Cis, a-C17

JACQUES, 2011

JACQUES, 2011

NISHIKIORI et al.,
1986; JACQUES,
2011
NISHIKIORI et al.,
1986; JACQUES,
2011

a-anteiso; i-iso; n-normal
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Figura 10. Lipopeptideos da familia da fengicina.
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Alguns trabalhos revelam que as fengicinas sdo menos hemoliticas que
iturinas e surfactinas, as quais mantém uma forte atividade antifingica,
especificamente contra fungos filamentosos (VANITTANAKOM et al., 1986;
KOUMOUTSI et al., 2004), mas € ineficaz frente a bactérias e leveduras
(ROMERQO et al., 2007; ONGENA et al., 2007; VANITTANAKOM et al., 1986;
VATER et al., 2002). Em contrapartida, estudo mais recente com B. subtilis
GS67, tem demonstrado que a fengicina protege C. elegans de patégenos Gram-
positivos (FARZAND, et al., 2019) e a plipastatina (fengicina) foi identificada
como a principal molécula de B. subtilis responséavel pela inibicdo de S. aureus
na pele (GONZALEZ, et al., 2011). O mecanismo de acao das fengicinas é
menos conhecido em comparagdo com outros lipopeptideos, mas elas também
interagem facilmente com as camadas de lipidios e, em certa medida, retém o
potencial para alterar a estrutura da membrana celular e da permeabilidade de

uma maneira dose-dependente (DELEU et al., 2005).

3.3.5 Otimizacao da producéao de lipopeptideos

Os parametros nutricionais podem influenciar a natureza dos lipopeptideos
produzidos (LI, et al.,, 2008). No entanto, as principais limitacdbes em sua
producédo sao os custos de producao e os rendimentos. Varios estudos tém sido
realizados e diferentes parametros operacionais de cultivo, como pH,
temperatura, tempo de fermentacdo e aeracdo (ABDEL-MAWGOUD, et al.,
2008; JHA, et al., 2016; MEENA et al., 2018), concentracGes de Mn?* e Fe?* (AL-
AJLANI, et al., 2007) fontes de carbono (LIU, et al., 2012; SINGH, et al., 2014)
fontes de nitrogénio (LIU, et al., 2012; ZHAO, et al.,, 2015) e a escolha da
linhagem, influenciam no aumento da producé&o de iturinas, surfactinas e
fengicinas.

Neste contexto, ferramentas estatisticas tem sido empregada para otimizar
as fermentacdes liquidas afim de reduzir o custo e o tempo envolvido na
producdo de lipopeptideos (REIS et al., 2013; RAMKRISHNA, 2010). Por
exemplo, um procedimento Plackett-Burman foi aplicado para descobrir que as
concentragdes de glicose, K2HPO4 e uréia tiveram maior influéncia na produgéo
de lipopeptideos por B. subtilis de 11 variaveis testadas. Posteriormente, foi
realizado um Planejamento Composto Central para otimizar trés fatores

selecionados, encontrando uma concentragcdo maxima de biossurfactante de 3,1
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g L* quando utilizado 15 g L de glicose, 6 g L' de ureia e 1 g L* de K2HPOu,
mantendo os outros parametros (MNIF, et al., 2012). Estudos realizados por
Zhao e colaboradores (2012, 2015), utilizando B. amyloliquefacies para a
producao de lipopeptideos e variando a faixa de pH do meio, mostraram que o
maior rendimento na producdo dos lipopeptideos foi ativamente estavel sob
condicdes neutras e alcalinas, enquanto que, sob condi¢bes acidas houve uma
reducdo significativa, ndo havendo producéo de lipopeptideos abaixo de pH 5,0.
Ohno e colaboradores (1995) verificaram a dependéncia da temperatura para a
producao de iturina A e surfactina por B. subtilis RB14, a partir de fermentacao
em estado soélido. A temperatura 6tima para a iturina A foi de 25 °C, enquanto
que para a surfactina foi de 37 °C. O efeito da temperatura também foi
significativo nos rendimentos dos outros homdélogos de iturina A, havendo um
aumento na propor¢cdo do homologo com maior cadeia lateral (Cis) com o
aumento da temperatura. Yeh e colaboradores (2005) observaram que a
velocidade de agitacdo afetou a producao de surfactina, sendo obtidos melhores
rendimentos com velocidades de agitacdo de 200 rpm e 250 rpm. No entanto, a
uma velocidade superior a 350 rpm a producéo se surfactina foi reduzida. A
metodologia da superficie de resposta também tem sido utilizada para
determinar a producdo méaxima de lipopeptideos (FAHIM et al., 2012, 2013).
Tendo em vista essas informacdes, se torna evidente que em processos
fermentativos a selecdo e otimizacdo de parametros sdo aspectos chaves para

a producdo da biomolécula de interesse.
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4. MATERIAIS E METODOS
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4.1 Selecdo das linhagens de bactérias endofiticas produtoras de
lipopeptideos

As linhagens bacterianas endofiticas utilizadas neste trabalho foram
isoladas de plantas medicinais da Amazoénia (Tabela 5) e pertencem a colecdo
de trabalho do Laboratorio de Bioensaios e Microrganismos da Amazobnia
(LabMicrA) da Universidade Federal do Amazonas. Elas foram selecionas para
continuar estudos realizados anteriormente (MESQUITA, 2015), pois
apresentaram atividade antimicrobiana contra C. albicans, S. aureus e P.
aeruginosa e apresentaram maior rendimento na producdo de lipopeptideos.
Tanto o trabalho anterior quanto o presente foram cadastrados no Sistema
Nacional de Gestdo do Patrimbnio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado (SisGen) sob niumero AAB7B74.

Tabela 5. Bactérias endofiticas de plantas medicinais da Amazonia.

N° | Codigo de Identificagcéo Planta de origem

1 50 GhcC1 2.1a Casca do Caule de Gustavia hexapetala
2 164 PpC1 2.2b Caule de Piper peltata

3 196 DgcR2 1.1b Casca da raiz de Duguetia stelechantha

4.2 Caracterizacdo morfolégica e analise por biologia molecular das
linhagens bacterianas

Para se ter conhecimento das caracteristicas morfolégicas das linhagens
estudadas foi aplicada a coloragdo de Gram (HARLEY, 2005) e para
identificacdo taxondmica foi realizado o método de amplificacdo e
sequenciamento do 16S rDNA (SANGER et al., 1975).

4.2.1 Coloracao de Gram

Nesta analise, preparou-se o esfregaco em uma lamina de vidro limpa com
uma gota de agua onde emulsionou-se 0 microrganismo retirado do cultivo em
meio semi-solido espalhando-se até formar uma pelicula fina a ser fixada
rapidamente pelo calor. A técnica de coloracdo foi realizada cobrindo-se o
esfregaco fixado com corante cristal violeta e solucdo aquosa de iodeto de
potassio (Lugol) por um minuto respectivamente e retirando-se 0 excesso

lavando com agua corrente. Descoloriu-se a lamina com etanol 95% por 30 seg.
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e retirou-se com agua corrente. Por ultimo, cobriu-se o esfregaco com solucéo
de fucsina por 30 seg., e removeu-se 0 excesso do corante lavando-se a lamina
com &gua corrente. Apos as etapas de coloracao retirou-se 0 excesso de agua
da lamina deixando-a secar a temperatura ambiente para posterior observacao
em microscopio Optico, utilizando-se objetiva de maior aumento (100 x) e
oculares de 10x utilizando-se 6leo de imersdo. Observou-se se as bactérias

adquiriram a coloracao azul violeta - gram-positivas ou rosa - gram-negativas.

4.2.2 Classificacdo por biologia molecular
a) Extragcdo de DNA cromossomico total

As linhagens bacterianas selecionadas (item 4.1) foram reativadas por 24
horas, a 28 °C, em tubos de ensaio contendo 5 mL de meio de cultura liquido
YM (20 g de sacarose, 2,7 g de extrato de levedura, 2,7 g de extrato de malte e
9 g de peptona, adicionados e autoclavados em 1000 mL de agua destilada).
ApOs a reativacdo, 3 mL de cada cultura foram centrifugadas a 12.000 rpm por
3 minutos a temperatura ambiente, descartando-se o sobrenadante e obtendo-
se um precipitado, o qual foi ressuspenso em 100 pL de tampao GET (Tris-HCL
100 mM pH 7.5, 50 mM EDTA, dextrose 0,3 mM). Em seguida acrescentou-se
30 pL de lisozima e 0,1 volume de SDS 10%, e os tubos foram incubados no
banho-maria a 37 °C por 30 minutos. As amostras foram retiradas do banho-
maria e adicionou-se igual volume de acetato de potassio 5 M, deixando-se no
gelo por 15 min. Depois desse periodo as amostras foram centrifugadas por 15
minutos a 12.000 rpm. O sobrenadante foi cuidadosamente transferido a um
novo tubo eppendorf, ao qual adicionou-se 1 volume de alcool isopropilico,
seguindo-se a incubagcdo por 30 minutos. Em seguida foi realizada a
centrifugacdo a 12.000 rpm, e logo apoOs descartou-se o0 sobrenadante e
adicionou-se 500 pL de etanol 70%. Centrifugou-se novamente por 10 minutos
a 12000 rpm, sendo descartado o sobrenadante e o precipitado obtido (DNA) foi
seco a temperatura ambiente, durante 30 minutos. Apds a secagem, foram
adicionados aos tubos 300 pL de TE (Tris-HCI 10 mM, pH 7,4 e EDTA 1 mM).
Para verificar a extracdo e estimar a concentracdo de DNA, foram colocados 5
pL do DNA gendmico de cada amostra e 5L de tampé&o TBE (Tris-Borato-EDTA)
em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de etideo 1 ug.mL™*. Foi realizada
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a foto documentacdo das imagens com auxilio de transluminador com luz

ultravioleta.

b) Amplificacdo do DNA pelareacédo de PCR

Para a amplificacdo da regido 16S do rDNA, sequéncias de cerca de 1.000
pb foram amplificadas a partir do DNA cromossomal, utilizando primers (400 pb)
F-ACTCCTACGGRAGGCAGCAG e (400 pb) R-
GGGACTACCAGGGTATCTAAT. A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi
realizada utilizando aproximadamente 50 ng de DNA, 2,5 mM de MgClz, 2,5 mL
de tampéo (1 x), 2,5 mM de dNTPs, 5,0 pmol.uL* de Primer F, 5,0 pmol.uL* de
Primer R e 1,5 u.uL*de TAQ DNA polimerase (Fermentas Life Science) para um
volume final de 25 mL. Foi utilizado o termociclador BIO RAD (modelo T100™
Thermal Cycler) programado para: desnaturacdo inicial de 3 min. a 95 °C;
35 ciclos de: desnaturagao a 95 °C por 15 seg., anelamento a 59 °C por 15 seg.
e extensdo a 72 °C por 45 seg.; e extenséo final a 72 °C por 7 min. Os produtos
das amplificac6es foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 1,0%

preparado com tampdo TEB 1X e corado com brometo de etidio a 10 pug.mL™.

c) Purificacdo e sequenciamento dos produtos de PCR

Os produtos amplificados foram purificados com o kit comercial
llustraGFX™ (GE) e submetido ao sequenciamento pelo método de Sanger et al.
(1975) utilizando-se o sequenciador da Applied Biosystems/ HITACHI, modelo
3500 Genetic Analyzer. As sequéncias obtidas foram comparadas com as
depositadas no Gene Bank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) utilizando-se o

programa BLAST (Basic Local Alignment Search Toll).

4.3 Selecao do meio de cultivo para a producéo dos lipopeptideos
Inicialmente as investigacdes da producdo de lipopeptideos foi realizada
com as linhagens GhCC1 2.1a, PpC1l 2.2b e DgcR2 1.1b em 4 meios de
cultivos, a fim de selecionar o mais apropriado para um maior rendimento dos
extratos lipopeptidicos: ISP2 (International Streptomyces Project 2), YM (Yeast-
Malt), Landy e NB (Nutrient Broth), os trés ultimos selecionados da literatura
(MESQUITA, 2015; YASEEN et al, 2017) e ISP2 por ser o meio de

preservacao, a fim de selecionar as melhores condi¢bes nutricionais para o
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maior rendimento dos extratos lipopeptidicos. Neste processo, as condi¢des de
pH (6,5), agitacéo (120 rpm) e temperatura (26 °C) foram constantes para todos
0s meios analisados com base na literatura (DHANARAJAN et al., 2014; MNIF
& GRHIBI, 2015) e ensaios prévios.

Os meios de cultivo contém as seguintes composicées em g.L™:

a) YM b) ISP2

Sacarose 20 Amido 10
Peptona 9 Glicose 4
Extrato de levedura 2,7 Extrato de malte 10
Extrato de malte 2,7 Extrato de levedura 4
c) Landy d) NB

Glicose 20 Glicose Anidra 1
Arginina 5 NacCl 6
MgSO4 0,5 Extrato de levedura 3
KCI 0,5 Peptona 15
KH2PO4 1

FeSO4 .7H20 0,5

MnSO4 0,005

Extrato de levedura 0,1%

CuS04.5H20 0,016

4.4 Cultivo e extracdo dos lipopeptideos em escala analitica

Para o pré-indculo, aliquotas de 5 mL do meio YM foram distribuidas em 5
tubos de ensaio que foram lacrados com tampdes de algoddo e gaze e
autoclavados a 121 °C e 1 ATM por 15 min. Apos o resfriamento a temperatura
ambiente, foram inoculados nos tubos, em cabine de seguranca biolégica, 20
uL de células oriundas da linhagem bacteriana preservada e os frascos foram
incubados em incubadora shaker (SOLAB Modelo 222/250) a 26 °C, sob
agitacdo de 120 rpm, por aproximadamente 24 h ou até obter uma turvagao
correspondente a 2 da escala do padrdo McFarland, correspondendo a 6 x108
cel/mL. Este padrao consiste da mistura de 9,95 mL de uma solugéo de H2SO4
a 1% e 0,05 mL de uma solugéo de BaCl2 1% (DEMEDEIRQOS, 2010).

ApoOs cada pré-indculo alcancar a turbidez desejada, com auxilio de uma
micropipeta, aliquotas de 300 pL foram adicionadas em Erlenmeyers de 250 mL
contendo 100 mL de cada meio liquido esterilizados: YM, ISP2, LANDY e NB.
Os Erlenmeyers foram incubados sob agitacdo de 120 rpm, a 26 °C por 72 h,

quando atingia a turvacéo entre 6 e 8 da escala (18x108 cel/mL e 24x108 cel/mL,
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respectivamente) de McFarland. Todo este processo foi realizado em
quintuplicata para as trés linhagens selecionadas.

ApOs a obtencdo, os metabdlitos produzidos pelas bactérias endofiticas
foram transferidos para tubos falcon estéreis de 50 mL. Posteriormente, cada
quintuplicata foi centrifugada (eppendorf, Modelo Centrifuge 5810 R) a 4.000 rpm
e 4 °C por 20 minutos, separando-se os liquidos cultivados da massa celular e
transferido-os para novos tubos falcon. Os liquidos cultivados foram filtrados em

membrana (0,22 pum) sendo posteriormente identificados como sobrenadante.

4.4.1 Obtencdo dos extratos lipopeptidicos

As extracoes dos lipopeptideos presentes nos sobrenadantes dos cultivos
em escala analitica das linhagens GhCC1 2.1a (LP50), PpC1 2.2b (LP164) e
DgcR21.1b (LP196) foram realizadas por acidificacdo do sobrenadante com HCI
6 MapH2(LIUetal., 2012, PEYPOUX et al., 1994, RZAFINDRALAMBO et al.,
1993). Apds, as amostras ficaram por 10 horas a 4 °C para completar a
precipitacdo. Em seguida, foram centrifugadas a 4.000 rpm por 20 minutos e o
meio liquido fermentado acido foi separado do precipitado. O precipitado de cada
amostra foi transferido para frascos previamente pesados e secos em
dessecador, gerando os extratos lipopeptidicos — LP50, LP164 e LP196,

respectivamente.

4.5 Avaliacdo da producdo de lipopeptideos por Planejamento fatorial
Apos a selecao do meio de cultivo, avaliou-se a influéncia das condi¢des
de cultivo (variaveis de processo) na producado de lipopeptideos das linhagens
GhCC1 2.1a, PpC1l 2.2b e DgcR2 1.1b utilizando um planejamento fatorial
fracionado 241, com repeticdo no ponto central (BARROS NETO et al., 2002),
onde as fermentacdes foram conduzidas em frascos Erlenmeyer de 250 mL, nas
quais as variaveis analisadas foram: velocidade de agitacdo (120, 150 e 180
rpm), temperatura (26, 30 e 34 °C), pH (5, 6 e 8) e volumes de meio (90 mL, 150
e 180 mL, relativos a Vm/Vs de 0,36, 0,60 e 0,72, respectivamente). A razao de
aeracao (Vm/Vi) é definida como a razdo entre o volume de meio de cultivo e o
volume do frasco (BEZERRA et al., 2012). A Tabela 6 apresenta os fatores com
os niveis estudados, escolhidos a partir de dados da literatura (BEZERRA, 2012;
DHANARAJAN, et al., 2014) e de ensaios preliminares realizados.
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Tabela 6. Variaveis e niveis para o planejamento fatorial 24! com triplicata no
ponto central.

i NIVEIS
VARIAVEIS 1) 0 )
Agitacao (rpm) 120 150 180
Temperatura (°C) 26 30 34
pH 5 6 8
Raz&o de aeracéo (RA) 0,36 0,60 0,72

O planejamento fracionario 241 foi construido a partir do planejamento
fatorial completo 23 para as variaveis 1, 2 e 3. Para a a variavel 4 foi atribuido o
produto dos sinais obtidos pela interacdo das colunas 1, 2 e 3. A Tabela 7
apresenta a matriz do planejamento fatorial 241 com triplicata no ponto central.
Os ensaios foram realizados obedecendo a aleatoriedade (BARROS NETO et
al., 2002). Selecionadas as variaveis, realizou-se entdo um planejamento fatorial
composto central 22 com duplicata no ponto central, o qual permite o estudo de
um numero maior de niveis, viabilizando a obtencdo de um modelo empirico e a
geracdo de uma superficie de resposta, permitindo estabelecer as melhores
condicbes experimentais (VICENTINI et al.,, 2011). Os novos valores para
analise, de agitacdo, pH e aeracdo foram selecionados a partir de ensaios
prévios. A agitacdo variou de 108 a 192 rpm, o pH entre 4,3 — 8,3 e aeracédo de
0,31 a 0,88. A partir dos novos dados do planejamento foi construida a Tabela
ANOVA (Analysis of Variance) e, em seguida, a superficie de resposta e o grafico

de contorno.

Tabela 7. Matriz do planejamento fatorial 241 com triplicata no ponto central.

Ensaios Agitacéo Temperatura pH RA

Fatores vi vz v3 v4 (F({vpll\)/l) Ev(;; (v3) (v4) S)Eggilnggs
1 - - - - 120 26 5 0,36 1°
2 - -+ ¥ 120 26 8 0,72 5°
3 -+ -+ 120 34 5 0,72 3°
4 -+ o+ 120 34 8 0,36 7°
5 + - -+ 180 26 5 0,72 20
6 + -+ - 180 26 8 0,36 6°
7 + o+ - - 180 34 5 0,36 4°
8 o+ o+ o+ 180 34 8 0,72 8°
9* O 0O O O 150 30 6,5 0,60 9°

10* O 0 O O 150 30 6,5 0,60 10°

11* 0O 0 O O 150 30 6,5 0,60 11°

9*,10* e 11* - Pontos central
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A analise do planejamento foi efetuada com o auxilio do programa

Microsoft Excel e Octave 2.4.1.

4.6 Cultivo em escala ampliada da linhagem PpC1 2.2b

Com base nos resultados dos rendimentos obtidos em escala analitica a
linhagem PpC1 2.2b foi selecionada para o cultivo em escala ampliada em meio
de cultivo YM. A reativacédo, pré-indculo e condi¢cfes de cultivo foi realizada como
descrito no item 4.4. Foram utilizados 25 erlenmeyers, (quantidade suportada
no equipamento shaker) por 7 vezes, totalizando um volume de 17,5 L de meio
de cultivo YM.

Apéds a obtencdo dos meios metabdlitos de cada etapa (25 erlenmeyers =
2,5L), produzido pela bactéria PpC1 2.2b, foram transferidos para frasco de vidro
esterilizados de 1 L, seguidos da centrifugacdo (HITACH, Modelo CR 21G) a
10.000 rpm a 4 °C por 20 minutos para retirada da massa celular. Logo, os meios
liguidos fermentados foram separados do meio celular e transferidos para novos
frascos de vidros estéreis, e filtrado em membrana (0,22 um) (sobrenadante) e
armazenado para a posterior extracdo dos lipopeptideos.

A extracdo dos lipopeptideos presentes no sobrenadante da linhagem
PpC1l 2.2b foi realizado como descrito no item 4.4.1. Ap6s a obtencdo do
precipitado, este foi extraido com MeOH grau HPLC por 3 x. A fase organica foi
concentrada em rota evaporador e transferida para o dessecador para total
evaporacao do solvente em frasco previamente pesado, obtendo assim o extrato
semi-purificado LP164 (6,2 g).

4.7 Estudo cromatografico para purificacdo dos lipopeptideos

A fim de purificar os lipopeptideos e separar os grupos de ions com
tempos de retencdo proximos iniciamos um estudo exploratorio a partir do
fracionamento em escala analitica do extrato LP164 utilizando cromatografia em
cartucho de SPE (Solid Phase Extration).

4.7.1 Cromatografia em cartucho de SPE- escala analitica
As fragBes lipopeptidicas em escala analitica foram obtidas usando um
cartucho SPE contendo silica C18-E (55 pum, 70 A), 20 g /60 mL, Strata®

Phenomenex. Inicialmente ativou-se a silica com MeOH 100% e em seguida o
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condicionamento foi realizado com 150 mL de MeOH/H20 1:1 sob sistema de
vacuo utilizando um sistema de extragdo Manifold-SPE com 12 posic¢des, Agilent
Technologies. Apdés o condicionamento foi adicionado a amostra do extrato
LP164, previamente preparada pela dissolu¢cdo de 300 mg da amostra em 2 mL
de MeOH. A eluicéo foi realizada nas propor¢cées de MeOH/H20 1:1 (150 mL),
MeOH/H20 7:3 (100 mL), MeOH/H20 85:15 (100 mL) e MeOH 100% (200 mL).
(Figura 11 e Figura 12). As fragbes foram concentradas, identificadas e

armazenadas em dessecador até a secagem.

Figura 11. Cromatografia do extrato LP164 em silica C18-E.

EXTRATO LP164
300 mg

Cromatografia em silica C18-E

MeOH/H,0 1:1 MeOH/H,0 7:3 MeOH/H,0 85:15 MeOH 100%
V=150 mL —v—_—l]oo mL =100 mL Lo ledr
50 mL 50 mL 50 mL 50 mL 50 mL 100 mL
F1E1 F2E2 F3E2 FAE3 F5E3 F6E4 F7E4
21,6 mg 7,7 mg 12,7 mg 29,4 mg 22,5mg 93,7 mg 13,2 mg
ESIMS | ESIMS | ESIMS ESIMS ESIMS
ESIMS
Impureza Imp +It It + fg Surf + Fg Fengicina
It + fg

Figura 12. Fluxograma do fracionamento por SPE do extrato LP164 em escala

analitica.

A partir das andlises por insercéo direta das fracdes obtidas verificou-se
que o gradiente de eluicdo (MeOH/H20, 70:30, 85:15 e 100%) utilizado n&o foi

suficiente para separar os grupos dos lipopeptideos, iturina, surfactina e
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fengicina. Com isso, na escala preparativa (item 4.7.2) foi realizado o

fracionamento com gradientes de eluicdo variando apenas 5%, a partir do
segundo sistema de MeOH/H20 70:30.

4.7.2 Cromatografia em cartucho de SPE- escala preparativa

As fracdes lipopeptidicas em escala preparativa também foram obtidas utilizando

cartucho SPE contendo silica C18-E como metodologia descrita no item 4.7.1, a

partir de 4 g do mesmo extrato semi-purificado LP164. A coluna foi eluida com:
MeOH/H20 1:1 (300 mL), MeOH/H20 70:30 (200 mL), MeOH/H20 75:25 (200
mL), MeOH/H20 80:20 (200 mL), MeOH/H20 85:15 (2 00mL), MeOH/H20 90:10
(200 mL), MeOH/H20 95:05 (200 mL), e MeOH 100% (300 mL) (Tabela 8). As

fracGes foram concentradas, identificadas e armazenadas em dessecador até a

secagem.

Tabela 8. Fracdes da escala preparativa.

Amostra

Sistema de Eluicéo

Fracdes (Rendimento - mg)

EXTRATO LP164
(49

MeOH/H20 1:1

BaP-1 (603,02)
BaP-2 (156,6)

(V= (35018 mL) gggj Eé%i)
MeOI—(|I/EI—2|§O 7:3 oo 8%133
w-z00my  |BPTEI50)
MeOH/(HEz?)C)) 75:25 EZE:io(légé,G)
(V =200 mL) EZE:E 251331711;1)
MeoT/Ej;o 8:2 Egﬁiii Eééigg
(V =200 mL) gggig 8222?)
MeOH/(HEzS? 8515 | pon it 8‘2‘353
(V =200 mL) ggg;g ggt)l)
MeOI—(|I/EI-E|SO 0:1 a2 82218
(V=200 mL) pap-24 (127.3)

BaP-24 (127,1)

MeOH/H0 95:5
(E7)
(V =200 mL)

BaP-25 (66,9)
BaP-26 (93,4)
BaP-27 (59,0)
BaP-28 (35,0)

MeOH 100%
(E8)
(V =300 mL)

BaP-29 (64,9)
BaP-30 (58,3)
BaP-31 (15,2)
BaP-32 (4,0)
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4.7.3 Cromatografia liqguida de alta eficiéncia analitica (HPLC)

As andlises em HPLC analitico foram realizadas em um cromatégrafo
Acella® (Thermo Scientific), operando simultaneamente com um detector PDA e
um detector de EM (Espectrometria de Massas) (TSQ Quantum acess - Thermo

Scientific).

O isolamento por HPLC semi-preparativo foi realizado em cromatdgrafo
modelo UFLC® (Shimadzu), equipado com duas bombas LC-6AD,
degaseificador DGU-20A5, detector de ultravioleta (UV) SPD-20AV, modulo de
comunicagdo CBM 20A e valvula de inje¢cdo Rheodyne (200 pL).

4.7.4 Métodos espectrométricos e espectroscopicos

Os espectros de massas foram registrados em espectrometro do tipo triplo-
quadrupolo, modelo TSQ Quantum Access, operando com fonte de ionizacéo
quimica a pressdo atmosférica (APCI) ou ionizacao por electrospray (ESI) nos
modos positivo e negativo. As analises de EM foram realizadas no Laboratorio
de Cromatografia e Espectrometria de Massas (Central Analitica) da
Universidade Federal do Amazonas - UFAM.

Os espectros de MS? foram registrados em espectrometro do tipo
micrOTOF Q-ll com analisador “Time-of-Flight” de alta resolucdo da marca
Bruker Daltonics, modelo Amazon Speed com fonte de ionizacdo ESI, no modo
positivo.

Os espectros de RMN em uma e duas dimensdes (1D e 2D) foram
adquiridos em equipamentos Bruker, modelo AVANCE Il HD, operando a 11,75
Tesla (T), observando *H a 500,13 MHz, e 13C a 125,76 MHz, equipado com uma
sonda multinuclear de 5 mm (BBFO Plus SmartProbeTM) com gradiente de
campo na direcdo Z. As amostras foram solubilizadas em dimetilsulfoxido
deuterado (DMSO-D6) (Cambridge Isotope).

Todos os deslocamentos quimicos (8) foram expressos em ppm relativos
ao sinal do tetrametilsilano (TMS). As constantes de acoplamento (J) foram

registradas em Hertz (Hz).
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4.7.5 Estudo do perfil quimico dos extratos e fragdes lipopeptidicas por
ESI-MS ou APCI-MS

Foram utilizados os extratos obtidos (LP50, LP164, LP196) durante o
cultivo em escala analitica. Estes extratos foram preparados em metanol na
concentracdo de 1 mg.mL* (solucdo estoque). Aliguotas (10 pL) das solucdes
estoque foram posteriormente diluidas a 10 pg.mL?, sendo as solucdes
resultantes analisadas por insergéo direta no espectrometro de massas.

Todos os espectros de massas foram registrados utilizando-se um
equipamento TSQ Quantum Access, equipado com fonte de ESI ou APCI e
operando nos modos positivo e negativo de aquisi¢cao para as analises de ESI-
MS ou APCI-MS. As condi¢Bes analiticas da analise para a fonte ESI foram as
seguintes: spray voltage, 4,5 kV; sheath gas, 35 arb; auxiliary gas, 10 arb; sweep
gas, 0 arb; capillary temp, 300 °C; capillary voltage, 35 V; tube lens, 175 V; mass
range, m/z 200 a 2000; colision gas, He. Para a fonte APCI foram: spray voltage,
4,5 kV; sheath gas, 35 arb; auxiliary gas, 3 arb; vaporizer temp, 400 °C; capillary
temp, 253 °C; capillary voltage, 35 V; tube lens, 175 V; mass range, m/z 200 a
2000.

Os espectros de MS?foram obtidos utilizando um equipamento micrOTOF
Q-1l, com fonte ESI, em modo positivo. A energia de colisédo aplicada foi de 50-
60 eV.

4.7.6 Analises das fracdes lipopeptidicas de PpC1 2.2b por HPLC

A partir da separacdo das familias da iturina, surfactina e fengicina por
cromatografia em silica C18-E em escala ampliada (item 4.7.2), foi realizado o
estudo cromatografico por HPLC-MS, utilizando nas analises diferentes colunas
e condi¢cdes cromatograficas em busca do método para o isolamento das
substancias de cada grupo lipopeptidico. Foram injetados 10 uL de cada solugao

estoque (1 mg mL1) das fracGes lipopeptidicas.

4.7.7 Estudo cromatografico e isolamento dos lipopeptideos da familia da
iturina

Para o estudo cromatografico e isolamento dos lipopeptideos foram
utilizadas as fracdes obtidas do fracionamento cromatogéafico com silica C18-E

em escala ampliada (item 4.7.2).
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Inicialmente foi realizado um estudo cromatografico utilizando a fracéo
BaP-11 (item 4.7.2), com diferentes colunas analiticas [amino (NH2)] de 150 x
4,6 mm (100 A, 5 um) — Phenomenex; Luna® PFP (Pentafluorofenil Propilo) de
150 x 4,6 mm (100 A, 5 pm) Phenomenex; Luna® Phenyl-Hexyl de 150 x 4,6 mm
(5 pm) Phenomenex e Luna® C-18 de 150 x 4,6 mm (100 A, 5 pm) Phenomenex)
e condicdes de eluicdo utilizando MeOH (B) e agua (A) como fase moével. Ap6s
vérias tentativas, o método de separacado foi otimizado a partir dos seguintes
parametros de analises: modo de eluicdo isocratico, utilizando como fases
moveis agua (A) e metanol (B), com 70% de B em 20 minutos, fluxo de 0,635
mL/min, volume de injecdo 10 pL e detector de DAD monitorando na faixa de
200-400 nm. As condi¢cBes da fonte APCI foram: spray voltage, 4,5 kV; sheath
gas, 35 arb; auxiliary gas, 3 arb; vaporizer temp, 500 °C; capillary temp, 300 °C;
capillary voltage, 35 V; tube lens, 175 V; mass range, m/z 200 a 2000.

A partir do método cromatogréfico desenvolvido o isolamento das fracfes
BaP-7 (210 mg), BaP-9 (90 mg), BaP-11 (100 mg) e BaP-12 (90 mg) foi realizado
em cromatégrafo semi-preparativo (item 4.7.3) usando o0 seguinte
escalonamento: concentragdo da amostra, 300 mg.mL?! preparadas em
metanol/DMSO (1:1), volume de inje¢do, 100 pL, fluxo, 5 mL/min e os picos de
interesse foram coletados no comprimento de onda de 243 e 283 nm. As analises
foram realizadas utilizando coluna fenil-hexil (Luna) de 250 x 10,0 mm (5 um) da
Phenomenex, com fase mével composta por agua (A) e metanol (B), com eluicdo
isocratica de 70% de B em 25 minutos. O fracionamento das fracdes BaP-7, BaP-
9, BaP-11 e BaP-12 resultaram em 4, 8, 3 e 4 subfracdes, respectivamente. Apds
analises por MS e LC-MS em equipamento TSQ Quantum Access, cinco destas
subfracdes (Iturina Al- A5) (Tabela 9) foram encaminhadas para analises de
RMN 1D e 2D e MS?2,

Tabela 9. Amostras de iturinas submetidas a andalise de RMN 1D e 2D e MS?2.

Cddigo Massa obtida (mg)
lturina Al 46,8
lturina A2 70,2
lturina A3 18
lturina A4 15
lturina A5 5
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4.7.8 Estudo cromatografico e isolamento dos lipopeptideos da familia da
surfactina

A partir dos resultados obtidos pelas anédlises cromatograficas das iturinas
as fracdes contendo surfactinas também foram analisadas utilizando a coluna
Phenyl-Hexyl de 150 x 4,6 mm (5 um) Phenomenex, como descrito no item 4.7.7,
utilizando como fase mével 4gua (A) e metanol (B), em modo isocratico com 85%
de B em 40 minutos (0,635 mL/min).

Para o isolamento das surfactinas foram utilizadas as amostras BaP-21 (90
mg), BaP-22 (120 mg) e BaP-24 (120 mg), preparadas separadamente e
submetidas a fracionamento em cromatégrafo semi-preparativo como descrito
no item 4.7.7. As fases moéveis utilizadas foram compostas por agua (A) e
metanol (B), com eluicéo isocratica de 85% de B por 30 minutos em coluna fenil-
hexil (Luna) de 250 x 10,0 mm (5 um) da Phenomenex. O fracionamento de BaP-
21 resultou em 10, BaP-22 em 6 e BaP-24 em 5 subfracfes. Apos andlises por
MS e LC-MS em equipamento TSQ Quantum Access, cinco subfragdes
(Surfactina A1 — A5) (Tabela 10) foram encaminhadas para analises de RMN 1D
e 2D e MS?.

Tabela 10. Amostras de surfactinas submetidas a analise de RMN 1D e 2D e
MS2.

Cdédigo Massa obtida (mg)
Surfactina Al 8
Surfactina A2 20
Surfactina A3 12
Surfactina A4 15
Surfactina A5 2

4.7.9 Estudo cromatografico e isolamento dos lipopeptideos da familia da
fengicina

O estudo cromatografico dos lipopeptideos da fengicina também foi
realizado utilizando as colunas como descrito no item 4.7.7. Ap0s varias analises
da fracdo BaP-18, as melhores condi¢cdes de separacéo dos lipopeptideos das
fengicinas foram as seguintes: coluna C-18 de 150 x 4,6 mm (100 A, 5 pm)
Phenomenex), fases méveis de solugcédo aquosa acida (acido formico 0,2%) (A)

e metanol (B), isocratica com 75% de B em 25 minutos, fluxo de 0,635 mL/min,
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volume de injecdo 10 pL e detector de DAD monitorando na faixa de 200-400
nm. As condi¢cfes da fonte ESI foram as seguintes: spray voltage, 4,5 kV; sheath
gas, 40 arb; auxiliary gas, 20 arb; sweep gas, 0 arb; capillary temp, 350 °C;
capillary voltage, 35 V; tube lens, 175 V; mass range, m/z 200 a 2000; colision
gas, He.

ApOs a determinagdo do meétodo cromatografico, o isolamento das
amostras da fengicina foi realizado com as amostras BaP-18 (100 mg) e BaP-19
(90 mg), preparadas separadamente e submetidas a fracionamento em
cromatografo semi-preparativo como descrito no item 4.7.7. As fases moveis
utilizadas foram compostas por solu¢gdo aquosa acidificada (acido férmico 0,2%)
(A) e metanol (B), com eluig&o isocréatica de 75% de (B) por 40 minutos em coluna
C18 (Luna) (5 pm, 250 x 10,00 mm) da Phenomenex. O fracionamento de BaP-
18 resultou em 5, e BaP-19 em 6 subfracfes. ApGs analises por MS e LC-MS
em equipamento TSQ Quantum Acess, duas subfragdes (Fengicina AB1 e AB2)
(Tabela 11) foram encaminhadas para analises de RMN 1D e 2D e MS?.

Tabela 11. Amostras de fengicina submetidas a analise de RMN 1D e 2D e MS?2.

Cédigo Massa obtida (mg)
Fengicina AB1 18
Fengicina AB2 15

4.8 Ensaios Bioldgicos

Os extratos, fracdes e isolados lipopeptidicos, foram submetidos a
ensaios para deteccdo de atividade anti-inflamatdria, antimélarica e
antibacteriana.

Os ensaios anti-inflamatério foram realizados no Laboratorio de
Atividades Bioldgicas (BIOPHAR) da Universidade Federal do Amazonas, sob a
responsabilidade do Prof. Dr. Emerson Lima. Os testes antimalarica e
antibacteriana foram realizados na Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ),
Manaus-AM, Brasil, pela técnica Ivanildes dos Santos, sob a responsabilidade

da Dra. Patricia Orlandi.
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4.8.1 Ensaio de viabilidade celular

O ensaio de viabilidade celular foi realizado a partir do teste colorimétrico
do Brometo tiazolil azul de tetrazdlio (MTT) (Sigma-Aldrich, Brasil Ltda) de
acordo com Mosmann (1983), baseado na reducdo enzimatica do MTT para
formacdo de cristais de formazan pela mitocéndria e enzimas desidrogenases
celulares. As células de macrofagos murino J774A.1 foram plaqueadas na
concentracdo de 1x10° células/pocos em placas de 96 pocos e deixadas em
incubadora de CO2 em atmosfera de 37 °C por 24 h, apds esse periodo as
células foram expostas a concentragdes de 1, 5, 10 e 20 pg/mL das amostras
lipopeptidicas (LP50, LP164, LP196, BaP-11, BaP-18 e BaP-24) por 24 h.

ApGs o tempo de incubagédo a 37 °C o meio de cultura foi removido e as
células foram lavadas com 100 pL de tampao PBS 0,1 M, pH 7,4; adicionaram-
se 100 yL de MTT (1:1 mg/mL) diluido em meio de cultura RPMI 1640 e incubou-
se por 3 h a 37 °C. Decorrido esse tempo as células foram ressuspenso com
DMSO: isopropanol (1:1) em cada pogo e finalmente as placas foram agitadas
delicadamente em um agitador orbital por 15 min a temperatura ambiente para
solubilizac&o dos cristais de formazan originados a partir da reacdo do MTT com
enzimas mitocondriais em células viaveis.

Na ultima etapa a densidade 6ptica dos pocos foi medida em leitor de
microplaca (DTX 800, Beckman Colter) em 570 nm e os valores de absorbancia
das células tratadas com o NPA foram comparados com os valores de

absorbancia obtidos a partir das células controle sem tratamento.

4.8.2 Determinacdao de nitrito (NO")

A producdo de NO° foi medida pela dosagem de seus produtos de
degradacéo, nitrito, mais estaveis, utilizando o reagente de Griess. Foi
quantificado por espectrofotometro a 550 nm (GREEN et al., 1982). Para a
determinacdo da producéo de NO°, 100 pL do sobrenadante celular foram
submetidos a reacdo com igual volume (100 pL) do reagente de Griess. Apos 0
periodo de incubacdo de 10 min as amostras foram lidas em leitor de microplacas
(DTX 800, Beckman) a 560 nm. O célculo das concentracbes de nitrito foi
realizado com base em curva padrdo utilizando diferentes concentragdes de
NaNOs (15 yM até 1000 pM).
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4.8.3 Atividade antibacteriana

As amostras LP50, LP164, LP196, Iturina A2, Surfactina A2, e Fengicina
AB1 foram solubilizadas em dimetilsulfoxido (DMSO) 10% e concentracgdo inicial
da amostra de 5 mg/mL no poco.

As linhagens bacterianas utilizadas (Tabela 12) pertencem a
bacterioteca da Plataforma de Bioensaios Biotecnolégicos (RPT11H), do
Instituto Lednidas e Maria Deane (ILMD) — Fundacao Oswaldo Cruz (FIOCRU2Z),
Manaus-AM, Brasil. Estas espécies foram indicadas numa reunido da
Organizacao das Nacdes Unidas (ONU) como patégenos de interesse mundial,
que a partir de 2020 poderiam se tornar epidemias mundiais, caso ndo exista um

maior controle hospitalar e também novos medicamentos para o controle destas.

Tabela 12. Linhagens bacterianas utilizadas no ensaio de atividade
antibacteriana

Bactéria Cédigo
Escherichia coli Butantd: K12-DH52
Klebsiella pneumoniae ATCC 4352-083
Serratia marcescens ATCC 14756-131
Pseudomonas putida (oralis) ATCC 15175-113
Salmonella entérica Choleraesuis ATCC 10708-028
Bacillus subtilis subsp. subtilis (CT) ATCC 6051
Enterococcus faecalis (Streptococcus faecalis) ATCC 4083
Streptococcus mutans ATCC 25175
Listeria monocytogenes ATCC 15313
Staphylococcus aureus ATCC 80958

As linhagens foram cultivadas previamente em caldo Brain Heart
Infusion (BHI) (HIMEDIA). As culturas microbianas foram, entéo, diluidas em
meio de cultura conforme a escala de 0,5 de McFarland (1,5 x 108 UFC mL).
Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

A determinacédo da atividade antibacteriana foi inicialmente realizada pelo
método de difusdo em &agar, pela técnica do poco, segundo Grove e Randall
(1955), com modificacdes. As amostras testadas foram solubilizadas em DMSO

84



10%. Utilizou-se o meio de cultura Agar Miieller Hinton (AMH) (HIMEDIA) para a
realizacdo dos testes. Como controle positivo foram utilizadas as drogas TIENAM
(imipenem + cilastatina sédica) na concentracéo de 500 pg/mL. As placas foram
incubadas a 37 °C por 24 h, e entdo foi adicionado as placas uma solucao
corante de cloreto de trifenil tetrazélio (CTT) a 0,01% acrescido de 0,1% de agar
bacteriol6gico, ocorrendo uma reincubacao por 30 minutos. Apds a conversao
de coloragéo na sobrecamada foi feita a medicao dos halos de inibicao.

4.8.3.1 Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) por
microdiluicdo em caldo

Os valores de CIM das amostras ativas no teste de difusdo em agar foram
determinados utilizando o método de microdiluicio em placa de 96 poco, de
acordo com CLSI (2012), com modificacBes. Cada orificio recebeu o in6culo
bacteriano padronizado, as amostras foram solubilizadas em DMSO 10 %, as
quais foram avaliadas em concentra¢gdes que variaram de 1000 a 7,81 yg/mL, e
20 pL de resazurina a 0,01%, totalizando um volume de 100 uL/pogo. Como
controle negativo foi utilizado o DMSO 10% e o indculo bacteriano, como controle
positivo. A droga controle imipenem + cilastatina sodica (TIENAM) foi testada
nas mesmas concentracbes das amostras teste. Em seguida as placas foram
incubadas a 37 °C por 24 h. A CIM foi definida como a menor concentracédo das
amostras capaz de inibir o crescimento bacteriano, indicado pela permanéncia

da coloracéo azul da resazurina.

4.8.3.2 Andlise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + D.P.M. (Desvio Padrdo da
Média). Os ensaios foram analisados por ANOVA (analise da variancia) seguido
por teste de comparagcao multiplas de Tukey. O valor de p<0.05 foi considerado
estatisticamente significativo. Os dados paramétricos e ndo—paramétricos foram

calculados através do programa de estatistica GraphPad Prisma (verséo 6.0).
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4.8.4 Atividade Antiplasmaddica

4.8.4.1 Cultivo in vitro de P. falciparum

A Cepa de P. falciparum (FRC3) foi cultivada em meio RPMI com 10% de
plasma humano AB (Positivo) e eritrocitos humanos normais em atmosfera baixa
de oxigénio. Esta suspensédo de eritrocitos infectados foi incubada a 37°C em
candle jar.
4.8.4.2 Avaliacao da atividade antiplasmaédica por Citometria de Fluxo

Os testes para o estudo da atividade antimalarica foram realizados em
placas de 96 pocos de fundo chato e a leitura foi realizada por meio da
subunidade (RPTO08J- Citometria de fluxo-AM). Para a avaliagdo da atividade
antiplasmadica, o cultivo de P. falciparum foi realizado de acordo com Trager &
Jenson (1976), com parasitemia final a 1% e hematdcrito a 2%. As amostras
LP50, LP164, LP196, Iturina A2, Surfactina A2 e Fengicina AB1 foram
solubilizadas em DMSO (concentragcdo final de 0,5% no pogo), nas
concentragdes que variam de 50 a 0,39 ug/mL. Apds 72 horas de incubacéo, as
amostras foram lavadas com o tampédo PBS 1X e brometo de etilico. Ao final, as
amostras foram ressuspenso em 200 yl de PBS 1X para a andlise no citbmetro
de fluxo BD FACSCanto Il (BD Biosciences, San Jose, USA), no canal FL-1 com
software Getting Started with BD FACSDiva™ e FlowJo™ versdo 10. O
crescimento parasitario em DMSO 0,5% foi utilizado como controle positivo, e
eritrécitos ndo parasitados como controle negativo. O quinino foi a droga de
referéncia testada nas mesmas concentracdes das amostras dos lipopeptideos.

Os resultados obtidos foram comparados de acordo com a classificagao
adotada por Bagavan e colaboradores (2011) para atividade antiplasmédica

apresentadas na Tabela 13.

Tabela 13. Classificacdo adotada para a atividade antiplasmddica

Classificagéo Concentragao inibitéria (Clso)

Alta atividade <lpg/mL?

Boa atividade 1 a <10 pg/mL*?
Atividade moderada 10 a < 25 pg/mL™?

Baixa atividade 25 pg/mL1< 100 pg/mL?

Fonte: Bagavan et al. (2011)
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5. RESULTADOS E DISCUSSAQO
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5.1 Identificacdo por biologia molecular e morfolégica das linhagens
bacteriana

5.1.1 Identificacdo morfolégica

Os isolados GhCcl2.1a, Ppcl2.2b e DgCr2l.1b apresentaram
caracteristicas morfolégicas irregulares e opacas no meio ISP2. Na analise
microscoépica apoés a coloracao de Gram todos os isolados foram revelados como
bacilos corados em azul (Figura 13), sendo assim classificados como bactérias

gram-positivas.

Figura 13. Visualizacdo macro e micro-morfolégica das colénias de bactérias
endofiticas (a) GhcC1 2.1a, (b) PpC1 2.2b e (c) DgcR2 1.1b.

5.1.2 Identificacdo molecular

O DNA gendmico de cada linhagem de bactéria endofitica foi obtido de
forma integra e levemente contaminado com RNA (Figura 14). Nas condi¢des
experimentais (item 4.2.2b) a amplificacéo da regido do gene 16S rDNA a partir
do DNA extraido resultou em fragmentos de, aproximadamente, 1000 pares de
base (Figura 15).
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A seta preta indica uma banda de alto peso molecular correspondente ao DNA gendmico. A seta
azul indica moléculas de RNA degradadas coextraidas durante o procedimento.

Figura 14. Visualizacdo do padrao eletroforético da extracdo do DNA genbmico
das bactérias endofiticas GhcC1 2.1a, PpC1 2.2b e DgcR2 1.1b.

Em aproximadamente 1000 pb a banda correspondente ao gene 16S rDNA. O C é uma amostra
sem DNA utilizada como controle negativo, e M, marcador de peso molecular.

Figura 15. Visualizagcdo do padréo eletroforético da amplificagdo da regido do
gene 16S rDNA das bactérias endofiticas GhcC1 2.1a, PpC1 2.2b e DgcR2 1.1b.

As sequéncias de nucleotideos do gene 16S rDNA dos trés isolados
apresentaram grande similaridade com grupos depositados no GenBanK, como
pode ser observado na Tabela 14. Os resultados permitiram identificar o género
bacteriano — Bacillus e a espécie B. amyloliquefaciens para as trés linhagens
endofiticas.
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Tabela 14. Comparagédo molecular dos isolados GhcC1 2.1a, PpCl 2.2b e
DgcR2 1.1b com bactérias depositadas no GenBank.

Isolado Total Query Erro | Identidade Espécie Acesso
score cover
GhcC1 Bacillus
2.1a (B50) 841 78% 0.0 99% amyloliquefaciens NR_112685.1
strain NBRC 15535
PpC1 2.2b Bacillus
(B164) 949 100% 0.0 99% amyloliquefaciens GU591157.1
strain K6
DgcR2 1.1b Bacillus
(B196) 846 84% 0.0 99% amyloliquefaciens NR 117946.1
strain MPA 1034

Foi utilizado o programa BLAST para comparar as sequéncias de interesse com as sequéncias
depositadas no banco de dados.

5.2 Otimizacéo da producéo dos lipopeptideos

A otimizacdo da producdo de lipopeptideos requer uma abordagem
holistica que geralmente se inicia pela sele¢cdo da linhagem produtora seguida
pela busca dos melhores parametros de bioprocessos (como meio de cultivo,
temperatura, agitacdo, oxigenacao e modo de fermentacao, etc). Na busca para
uma maximizacdo da producdo de lipopeptideos pelas linhagens B.
amyloliquefaciens GhcCl 2.1a, B. amyloliquefaciens PpCl 2.2b e B.
amyloliquefaciens DgcR2 1.1b focamos na otimizacdo dos parametros de cultivo.
Numa primeira etapa, avaliamos 4 diferentes meios de cultivo padréo para
selecionar o mais promissor. Depois realizamos a otimizacdo das condi¢des de
cultivo através de planejamento fatorial fracionario.

A figura 16 mostra as variagcdes no rendimento dos extratos
lipopeptidicos nos 4 diferentes meios de cultivo padréo para as trés linhagens de
B. amyloliquefaciens GhcC1l 2.1a, B. amyloliquefaciens PpCl 2.2b e B.
amyloliquefaciens DgcR2 1.1b. O melhor entre os meios de cultivo analisados
(YM, ISP2, LANDY e NB) foi o YM, unico com sacarose como fonte de carbono
e com trés fontes de nitrogénio: peptona, extrato de levedura e extrato de malte.
Nas condi¢cdes experimentais (item 4.3) B. amyloliquefaciens PpCl 2.2b
apresentou o maior rendimento em todos 0os meios, com o0 maximo de 633,1
mg.L? de YM, um aumento significativo na producdo de lipopeptideos em
relacdo aos demais meios de cultivo (517,5 mg.L* no meio ISP2, 457,7 mg.L*

no meio LANDY e 364,4 mg.L! no meio NB) (Figura 16). B. amyloliquefaciens
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=VSNG3URV01R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=VSNG3URV01R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=VSNG3URV01R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=VSNG3URV01R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=VSNG3URV01R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=VSNG3URV01R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/631251488?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=VSSBV39A015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/291192369?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=VSTTGP7A015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645320834?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=VSYDXHS6015

DgcR2 1.1b apresentou o segundo maior rendimento em YM, com 583,3 mg.L™,
e ainda apresentou o0 maior aumento, acima de 50%, na producao de
lipopeptideos em relacdo aos demais meios. B. amyloliquefaciens GhcC1 2.1a
com 352,8 mg.L " apresentou o menor rendimento entre as linhagens analisadas

em todos os meios utilizados.
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Figura 16. Producéo de lipopeptideos nos diferentes meios de cultivo (YM, ISP2,
LANDY e NB) das linhagens de B. amyloliquefaciens GhcCl 2.1a, B.
amyloliquefaciens PpC1 2.2b e B. amyloliquefaciens DgcR2 1.1b.

Os maiores rendimentos observados no meio YM para as trés linhagens
sdo coerentes com o relato de varios pesquisadores ao utilizarem mais de um
tipo de fonte de nitrogénio, obtendo maiores concentracdes de biossurfactante
(KIM et al.,, 2006; JING et al.,, 2006; RANGARAJAN & CLARKE, 2016;
ADAMCZAK & BEDNARSKI, 2000; MATA-SANDOVAL et al., 2001). Também
esta coerente com outros estudos (MEDEOT et al., 2017; BARTAL et al., 2018)
gue apontam o uso de glicose e principalmente da sacarose como fontes de
carbono que favorecem a producdo de lipopeptideos. Em um desses estudos
Bartal e colaboradores (2018) avaliaram os parametros de cultivo da linhagem
B. subtilis SZMC 6179J alterando a fonte de carbono do meio de cultura de
glicose para outras fontes de carbono, incluindo a sacarose. Os resultados

apresentaram um aumento de 11% na producdo de uma nova surfactina quando
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utilizado a sacarose como fonte de carbono. E um dado em coeréncia com
nossos resultados (Figura 16) pois a sacarose esta presente apenas no meio
YM.

5.3 Otimizacao das condi¢fes de cultivo por planejamento fatorial

Apéds a selecdo do meio YM, realizamos a otimiza¢do das condi¢des de
cultivo para as linhagens de B. amyloliquefaciens PpCl 2.2b (LP164), B.
amyloliquefaciens GhcC1 2.1a (LP50) e B. amyloliquefaciens DgcR2 1.1b
(LP196) através do planejamento fatorial fracionado do tipo 241 (item 4.5). Em
um planejamento fatorial, as variaveis sédo estudadas em apenas dois niveis. Por
nivel pode-se ter, por exemplo, duas concentracdes distintas, dois valores de pH
ou a auséncia ou presenca de uma condicdo. Em um planejamento fatorial o
namero de experimentos é resultante da combinacdo de todos as condicfes
experimentais possiveis. Essas combinagées serdo resultado da expressao 2,
onde a base com valor 2 é referente aos dois niveis de uma variavel e o expoente
k € referente ao niumero de variaveis que se deseja testar no experimento. As
combinac¢des das variaveis sdo fundamentais para a compreensao do resultado,
uma vez que a interacao entre duas ou mais variaveis pode ocorrer de maneira
sinérgica (causando um aumento no resultado esperado, sendo que esse
aumento é maior do que a contribuicdo isolada de uma variavel) ou antagonica.
Quando as variaveis a serem testadas sao muitas 0 niumero de experimentos
aumenta exponencialmente, tornando impossivel a aquisicdo de todas as
informacdes sobre a interacdo das variaveis. Para lidar com esse problema criou-
se o0 planejamento fatorial fracionado, onde no caso deste trabalho, os
experimentos realizados referentes a variavel v4, foram gerados a partir da
combinacdo das outras variaveis existentes (v1 x v2 x v3), possibilitando dessa
forma reduzir pela metade o niumero de experimentos realizados, sendo essa

abordagem largamente utilizada.

5.3.1 Otimizagé&o para a linhagem B. amyloliquefaciens PpC1 2.2b (LP164).

Na Tabela 15 sdo mostrados os experimentos efetuados e a resposta para
o rendimento dos extratos lipopeptidicos a partir de cada condi¢do de cultivo
realizada (variaveis do processo) para a linhagem B. amyloliquefaciens PpC1

2.2b (LP164). Neste experimento foram utilizadas 3 réplicas no ponto central
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(variaveis codificadas em 0, experimentos de 9-11 na Tabela 15) e a quarta
variavel foi obtida pela multiplicacéo das colunas das variaveis 1, 2 e 3, sendo a
geratriz igual a 1234. Com a configuracdo desse planejamento fatorial
fracionario, os efeitos de primeira ordem (1, 2 3, e 4) estdo confundidos com os
de terceira ordem (234, 134, 124, e 123, respectivamente) e os de segunda
ordem (12, 13, e 14) estdo confundidos entre si. (PEREIRA FILHO, 2018;
BARROS NETO et al., 2010). Com os 11 experimentos executados foi possivel
calcular 7 contrastes (C): 1+234 (C1), 2+134 (C2), 3+124 (C3), 4+123 (C4),
12+34 (C5), 13+24 (C6) e 14+23 (C7).

Tabela 15. Planejamento fatorial fracionario 24! para verificar a influéncia de 4
variaveis (v1 a v4) no rendimento da producdo de lipopeptideos de B.
amyloliquefaciens PpC1 2.2b (LP164).

Agitacao (v1) Temperatura (v2) pH (v3) Aeracédo (v4) Rendimento do
Experimentos  “Cogificado  Real (pm)  Codificado  Real (°C)  Codificado  Real Codificado Real extrato LP164
(mg)
1 -1 120 -1 26 -1 5 -1 0,36 33,2
2 -1 120 -1 26 1 8 1 0,72 515
3 -1 120 1 34 -1 5 1 0,72 27.4
4 -1 120 1 34 1 8 -1 0,36 65,4
5 1 180 -1 26 -1 5 1 0,72 46,3
6 1 180 -1 26 1 8 -1 0,36 74,2
7 1 180 1 34 -1 5 -1 0,36 56,2
8 1 180 1 34 1 8 1 0,72 104,1
9 0 150 0 30 0 6 0 0,60 66.9
10 0 150 0 30 0 6 0 0,60 65.2
11 0 150 0 30 0 6 0 0,60 66,3

Utilizando a ferramenta do Octave, construiu-se o grafico de porcentagem
(Figura 17a) que mostra a porcentagem que cada efeito exerce sobre o total dos
efeitos e o grafico de probabilidade (Figura 17b) que permite confirmar quais
variaveis (nesse caso contrastes, que € a interacdo entre as variaveis do
experimento) apresentam valores estatisticos que contribuem de maneira mais
ou menos significativa. Alguns contrastes se encontram préximos a origem do
grafico, indicando que a contribuicdo para a resposta medida (efeito) é muito
préoximo de zero, ao passo que as variaveis que se encontram mais distantes da

origem séo realmente relevantes para a resposta medida, pois acumulam uma
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variancia maior. A linha azul vertical mostra a posi¢cdo do zero no eixo x e as
duas linhas verticais vermelhas indicam o intervalo de confianca dos efeitos
calculados (PEREIRA FILHO, 2018; BARROS NETO et al., 2010).

Porcentagem Efeitos

1 2 3
Efeitos

Grafico de probabilidade

0.5

-0.5

-2 0 2 4 6 8 10
Efeitos

Figura 17. Porcentagem relativa dos efeitos calculados (a) e o grafico de
probabilidade (b) para B. amyloliquefaciens PpC1 2.2b (LP164).

No grafico de probabilidade € notato que os efeitos 3 (relativo a variavel 3)
e 1 (relativo a variavel 1) estdo distantes do intervalo de confianga dos efeitos,
delimitados pelas duas linhas verticais vermelhas. Além disso, notou-se também

gue o efeito da variavel 2 (identificado com o numero 2) nao foi tdo importante,
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estando localizada proxima ao zero no eixo X. Se observarmos no gréfico
verificamos também que o efeito 4 (relativo a variavel 4) ndo aparece no grafico,
indicando ter um efeito zero, ou seja, a mesma nao exerceu efeito na resposta
para a producéo dos lipopeptideos. Assim, as variaveis 2 e 4 foram removidas
do planejamento fatorial, resultando entdo em novas réplicas e permitindo
calcular um novo valor para o erro de um efeito.

Como concluséo para B. amyloliquefaciens PpC1 2.2b (LP164), foi possivel
notar que para o aumento da producdo de lipopeptideos foi necessario,
idealmente, aumentar as condicfes experimentais das variaveis 1 e 3. As
variaveis 2 e 4 foram in6cuas para a faixa testada de 26 a 34 °C e de 90 a 180
mL (0,36 a 0,72) respectivamente, podendo ser fixadas em qualquer condi¢céo
dentro destes intervalos.
Visto que os resultados apontaram as variaveis de agitacdo e pH como sendo
as mais importantes, passamos para o refinamento do modelo onde realizamos
um novo planejamento fatorial do tipo planejamento composto central (Sao os
conhecidos experimentos no ponto central (nivel zero)) (PEREIRA FILHO 2018;
BARROS NETO et al.,, 1996) no sentido de obter uma condicdo oOtima de
trabalho. O planejamento fatorial completo € importante nesta etapa, pois ele
permite avaliar a significancia dos efeitos e obter uma boa estimativa dos erros.

Nesta etapa foi necessario testar as variaveis em mais niveis, sendo

testadas em 5 niveis diferentes, que variam de -1,41 a 1,41.

A tabela 16 mostra os experimentos efetuados, bem como os sinais

monitorados para as variaveis em questao e as respostas obtidas.

Tabela 16. Condi¢cGes experimentais do planejamento fatorial composto central
realizado para B. amyloliquefaciens PpC1 2.2b (LP164).

Agitacdo pH Rendimento do
Experimentos  “Codificado  Real (rpm) _ Codificado Real  extrato LP164
(mg)
1 1 120 1 5 332
2 1 120 -1 5 27,4
3 1 180 -1 5 46,3
4 1 180 -1 5 56,2
5 -1 120 1 8 51,5
6 -1 120 1 8 65,4
7 1 180 1 8 74.2
8 1 180 1 8 1041
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9 0 150 0 6 66.9
10 0 150 0 6 65.2
11 0 150 0 6 66.3
12 1,41 108 0 6,5 45,3
13 1,41 108 0 6,5 475
14 0 150 -1,41 4,3 29,8
15 0 150 -1,41 4,3 30,9
16 1,41 192 0 6,5 89,3
17 1,41 192 0 6,5 88.4
18 0 150 1,41 8,6 63,2
19 0 150 1,41 8,6 64,6

Nesse planejamento composto central foram organizados os
experimentos (experimentos de 1 a 8) com as variaveis normalizadas entre -1 e
1. Os experimentos de 9 a 11 mostram 3 réplicas no ponto central (variaveis
normalizadas em 0). Ja os experimentos de 12 a 19 representam 0s pontos
axiais, normalizados entre -1,41 e 1,41.

Com os experimentos da Tabela 16, foi possivel calcular um modelo com
6 coeficientes: b0 (constante), bl, b2 (lineares), b1l1l, b22 (quadraticos) e b12
(interacdo). Para efetuar os calculos dos coeficientes de regressao e da Tabela
Anova (Analysis of Variance), foi utilizada a funcéo “regression2” (PEREIRA et
al., 2018). Na Figura 18 sao mostrados 4 graficos que foram gerados a partir da
rotina “regression2”. O primeiro grafico mostrou (Figura 18a) as médias
quadraticas da regressdo (MSReg, coluna verde), residuo (MSres, coluna
amarela), erro puro (MSPE, coluna vermelha) e falta de ajuste (MSLoF), coluna
rosa). Os numeros inseridos nas colunas da Figura 18a mostram os valores das
médias quadraticas. No caso especifico da MSres e MSLoF sdo também
mostrados os valores de t tabelado com 95% de confiangca. Os resultados
desejaveis é que MSReg seja superior que a MSres, onde a razéo ideal entre
estas duas médias quadraticas (MSReg/MSres) devem ser altos para afirmar
que o modelo possui uma adequada condigdo estatitisca, permitindo a sua
utilizacéo para realizar previsées (BARROS NETO et al., 2010). O calculo desta
razao representa a variancia do modelo, em que os valores de Fcalculado € Ftabelado
sdo comparados. O segundo grafico da Figura 18 para a linhagem B.
amyloliquefaciens PpC1 2.2b mostrou esses resultados por meio das colunas

azuis (Figura 18b) onde o valor de F foi da ordem de 25 e o valor de Ftabelado COM
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5 (MSReg) e 5 (MSres) graus de liberdade foi 3,05 com 95% de confianca. A
terceira coluna azul mostrou a razdo entre os valores de Fcalculado/Ftabelado de

aproximadamente 10, estando préximo ao valor ideal de 10.

a) MQ da Regressao - MSReg MQ dos residuos - MSres e t
2000 60 l
50 [ 1
1500 55.3422
40 — -
1000 30 [ 1
20 — 2.1788 -
500
10 T
0 0
1 1
MQ do Erro Puro - MSPE MQ da Falta de Ajuste - MSLoF e t
70 35
60 30
50 25
40 20
30 15
20 10
10 5
0 0
1 1
b) Teste F1 (MSReg/MSres) F tabelado Razao Fcalculado/Ftabelado
30 35 10

10

0.5
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Teste F2 (MSLof/MSPE) F tabelado Razao Fcalculado/Ftabelado

C) 0.7 4 1

0.6

0.8

0.5

0.6
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. . 2 . . . 2
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d) 1 1
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Figura 18. Gréficos dos valores de médias quadraticas (a) teste F para MSReg
e MSres (b), teste F para MSLoF e MSPE (c) e variacdo explicada (R2) e (d)
explicavel (R2max) para B. amyloliquefaciens PpC1 2.2b (LP164).

Entretanto, para verificar se 0 mesmo apresentou ou néo falta de ajuste,
dividimos a MSLoF pela MSPE e foi obtido um valor de Fcalculado da ordem de
0,5, observado no grafico com colunas vermelhas da Figura 18c, no qual também
mostrou o valor do Ftabelado (na ordem de 3) e a razdo entre ambos. Foi
possivel notar que o valor calculado foi inferior ao tabelado com 95% de
confianca. Esse grafico mostrou também que o modelo calculado né&o
apresentou falta de ajuste, pois os valores de MSLoF e MSPE se confundem

estatisticamente (Fcalculado < Ftabelado). A terceira coluna vermelha mostrou a razéao
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entre os valores de F (Fcalculado/Ftabelado=0,5/3=inferior a 1). Estando de acordo
com o valor ideal inferior a 1.

Por fim, o quarto gréfico da Figura 18 mostrou os valores de variagdo
explicada (R?) e a maxima variacdo explicavel (R?max) (PEREIRA FILHO, 2018)
(Figura 18d). O ideal € que ambos sejam o mais préximo de 1, o que de fato
ocorreu, visto que ambas as colunas estdo proximas as linhas vermelhas
horizontais que indicam o valor 1.

Como o modelo calculado ndo apresentou evidéncia de falta de ajuste,
foi possivel utilizar a MSres como variancia para os 6 coeficientes calculados. E

como resultado trés graficos foram gerados, que sdo apresentados na Figura 19.
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b) Previsto x Residuo Histograma dos residuos
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Figura 19. Grafico dos valores experimental versus previsto (a), previsto versus
residuo e histograma dos residuos (b) e coeficiente de regressao (c) para B.
amyloliquefaciens PpC1 2.2b (LP164).

O primeiro gréfico (Figura 19a) mostra a resposta experimental versus o

previsto. Neste caso s&do calculados os valores quando os coeficientes sao
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somados (+ azul) e subtraidos (+ vermelho) com os intervalo de confianca,
respectivamente.

No segundo grafico (Figura 19b) mostra os valores previstos versus o
residuo e o histograma dos residuos. Os valores dos residuos séo apresentados
como positivos e negativos, separados por uma linha horizontal no zero. O ideal
€ que os residuos estejam distribuidos de forma aleatéria ou seja,
homocedasticos e proximos de zero (PEREIRA et al., 2018), sendo, portanto, o
observado neste experimento, onde ndo € observado anormalidades na
distribuicdo dos residuos.

E por fim, o ultimo gréfico da Figura 19 mostrou os coeficientes de
regressado (Figura 19c) calculados (triangulos invertidos) e o intervalo de
confianca (sinais de + nas cores azul e vermelho). Obsevou-se que o intervalo
de confianga para o quarto e sexto coeficientes (b1l e b12, respectivamente),
compreenderam o valor zero, sendo considerados néo significativos ao nivel de
confianca de 95%. Logo, foi necessério recalcular o modelo (LEONARDI, et al,
2008) utilizando apenas os coeficientes validos. A partir dos dados recalculados
(Figura 20) observou-se que nenhum coeficiente foi insignificante e que o modelo

obtido é eficaz para fazer previsoes.
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Figura 20. Gréafico dos coeficientes de regressdo recalculados para B.
amyloliquefaciens PpC1 2.2b (LP164).
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Com o modelo proposto, pode-se visualizar na superficie de resposta
gerada (Figura 21), (obtida no arquivo “template_superficie” do Excel), uma
regido de trabalho que permite obter maiores rendimentos na producdo de
lipopeptideos por B. amyloliquefaciens PpC1 2.2b (LP164). Nos graficos da
Figura 21 observou-se que a regido maxima de resposta para a variavel de pH,

foi de 7,6 e para a variavel de agitacao, o maximo foi de 190 rpm.

m90-100

80-90

m 70-80

m 60-70

m 50-60

m 40-50

m30-40

m 20-30

m 10-20

m0-10

0
< A
-

4,4

158
163
168
174
179
184
189

rpm

102



b)

m 80-100
H 60-80
m 40-60
H 20-40

m0-20

0 M 60 M 0 M O M W M O M 0 I OO I O

O o =" N &N O N < < 10D 1D © O NN 0 0

L I B I I IR T B B o R o B o O o B o B o N o B o B o |
rpm

Figura 21. Superficie de resposta (a) e grafico de cortorno (b) para o modelo
gerado para B. amyloliquefaciens PpC1 2.2b (LP164).

5.3.2 Otimizagé&o para a linhagem B. amyloliquefaciens GhcC1 2.1a (LP50).

A Tabela 17 mostra os experimentos efetuados e a resposta para o
rendimento dos extratos lipopeptidicos para a linhagem B. amyloliquefaciens
GhcC1 2.1a (LP50). Novamente com os 11 experimentos executados foi
possivel calcular 7 contrastes (C): 1+234 (C1), 2+134 (C2), 3+124 (C3), 4+123
(C4), 12+34 (C5), 13+24 (C6) e 14+23 (C7).
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Tabela 17. Planejamento fatorial fracionario 24 para verificar a influéncia de 4
variaveis (v1 a v4) no rendimento da producdo de lipopeptideos de B.
amyloliquefaciens GhcC1 2.1a (LP50).

Agitacdo (v1) Temperatura (v2) pH (v3) Aeracéo (v4) Rendimento do

Experimentos  “Cogificado  Real (rpm) _ Codificado  Real (°C) _ Codificado Real Codificado Real 2xtrato LP50 (mg)

1 1 120 -1 26 -1 5 1 0,36 10,8
2 1 120 1 26 1 8 1 0,72 88,2
3 1 120 1 34 1 5 1 0,72 311
4 1 120 1 34 1 8 1 0,36 45.8
5 1 180 -1 26 -1 5 1 0,72 20,8
6 1 180 -1 26 1 8 -1 0,36 37,3
7 1 180 1 34 -1 5 -1 0,36 21,1
8 1 180 1 34 1 8 1 0,72 66,2
9 0 150 0 30 0 6 0 0,60 50,4
10 0 150 0 30 0 6 0 0,60 51,1
11 0 150 0 30 0 6 0 0,60 50,8

No grafico de probabilidade (Figura 22b) é notato que os efeitos 3 (relativo
a variavel 3) e 4 (relativo a variavel 4) estéo distantes do intervalo de confianca
dos efeitos, delimitados pelas duas linhas verticais vermelhas. Além disso,
notou-se também que o efeito da variavel 2 (identificado com o nimero 2 na
Figura 22) e sua interacdo 12 (numero 5) ndo € tdo importante, estando
localizada proxima ao zero no eixo X. Se observarmos no gréfico verificamos
também que o efeito 1 (relativo a variavel 1) e as interagfes 13 (numero 6) e 14
(nimero 7) também se localizam préximo ao zero, sendo insignificantes para o
modelo. Assim, as variaveis 1 e 2 foram removidas do planejamento fatorial,
resultando entdo em novas réplicas e permitindo calcular um novo valor para o

erro de um efeito.
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Figura 22. Porcentagem relativa dos efeitos calculados (a) e o grafico de
probabilidade (b) para B. amyloliquefaciens GhcC1 2.1a (LP50).

Como concluséo para B. amyloliquefaciens GhcC1 2.1a (LP50), foi possivel
notar que para o aumento da producéo de lipopeptideos foi necessario, avaliar
as condicOes experimentais das variaveis 3 e 4. Ja as variaveis 1 e 2 foram
inGcuas para a faixa testada de 120 a 180 rpm e 26 a 34 °C respectivamente,

podendo ser fixadas em qualquer condi¢cdo dentro destes intervalos.
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Visto que os resultados apontaram as variaveis de pH e aeracdo como
sendo as mais importantes para B. amyloliquefaciens GhcCl 2.1a (LP50),
passamos para o refinamento do modelo utilizando o planejamento composto
central (PEREIRA FILHO, 2018; BARROS NETO, et al., 1996) no sentido de
obter uma condicéo 6tima de trabalho para esta linhagem.

A Tabela 18 mostra os experimentos efetuados, bem como os sinais
monitorados para as variaveis em questao e as respostas obtidas.

Tabela 18. Condi¢gOes experimentais do planejamento fatorial composto central
realizado para B. amyloliquefaciens GhcC1 2.1a (LP50).

pH Aeracao Rendimento do
Experimentos  “Cogdificado  Real Codificado Real  extrato LP50

(mg)
1 1 5 -1 0,36 10,8
2 1 5 1 0,36 211
3 1 5 1 0,72 20,8
4 1 5 1 0,72 31,1
5 1 8 1 0,72 88,2
6 1 8 1 0,72 66,2
7 1 8 -1 0,36 373
8 1 8 -1 0,36 458
9 0 6 0 0,60 555
10 0 6 0 0,60 54.8
11 0 6 0 0,60 53.9
12 -1,41 4,3 0 0,60 48,4
13 -1,41 43 0 0,60 49,8
14 0 6,5 -1,41 0,30 311
15 0 6,5 -1,41 0,30 28.3
16 1,41 8,6 0 0,60 58.3
17 1,41 8,6 0 0,60 52,5
18 0 6,5 1,41 0,88 716
19 0 6,5 1,41 0,88 68.4

Na Figura 23 sdo mostrados os 4 graficos que foram gerados a partir do
calculo da Anova para os dados experimentais (Tabela 18) de B.
amyloliquefaciens GhcC1 2.1a (LP50). Os numeros inseridos nas colunas da
Figura 23a mostram os valores das médias quadraticas (MSReg, MSres, MSPE,
MSLOoF) e no caso especifico da MQr e MQFaj sdo também mostrados os valores

de t tabelado com 95% de confianca.
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Teste F2 (MSLof/MSPE) F tabelado Razao Fcalculado/Ftabelado
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Figura 23. Gréficos dos valores de médias quadraticas (a) teste F para MSReg
e MSres (b), teste F para MSLoF e MSPE (c) e variacdo explicada (R2) e
explicavel (R2max) (d) para B. amyloliquefaciens GhcC1 2.1a (LP50).

A Figura 23b mostrou os calculos da razédo entre as médias quadraticas
(MSReg/MSres), em que os valores de Fcalculado € Ftabelado SA0 comparados para
a linhagem B. amyloliquefaciens GhcC1 2.1a (LP50). O valor de Fcalculado fOi da
ordem de 6,2 e 0 valor de Ftabelado cOm 5 (MSReg) e 5 (MSres) graus de liberdade
foi 3 com 95% de confianca. A terceira coluna azul mostrou a razao entre os
valores de Fcalculado/Ftabelado de 2,05, apresentando um valor inferior ao desejavel,
uma vez que o ideal seria que esta razédo fosse superior a 10. Foi verificado

também se o modelo apresentou ou nao falta de ajuste. Assim, ao dividir a
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MSLoF pela MSPE foi obtido um valor de Fcaiculado da ordem de 13, observado
no grafico com colunas vermelhas da Figura 23c, no qual também se observa o
valor do Fabelado (Na ordem de 3,6) e a razdo entre ambos. Foi possivel notar que
0 valor do Fcalculado fOi Superior ao tabelado com 95% de confianga. Por esse
grafico, o modelo calculado apresentou uma pequena falta de ajuste, pois 0s
valores de MSLoF e MSPE n&o se confundiram estatisticamente (Fcalculado >
Ftabelado), COM a raz&o entre os valores de F (Fcalculado/Ftabelado=13/3,6) superior a
1.

Por fim, os valores de variacdo explicada (R?) e a maxima variacédo
explicavel (R?’max) (Figura 23d), mostram-se préximos as linhas vermelhas

horizontais que indicam o valor ideal de 1.
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Figura 24. Grafico dos valores experimental versus previsto (a), previsto versus
residuo e histograma dos residuos (b) e coeficiente de regressao (c) para B.
amyloliquefaciens GhcC1 2.1a (LP50).

Embora o modelo tenha apresentado uma pequena evidéncia de falta de
ajuste, foi possivel utilizar a MSres como variancia para os 6 coeficientes
calculados. E como resultado trés graficos foram gerados, que sao apresentados

na Figura 24.
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O primeiro e o segundo gréfico (Figura 24a e Figura 24b) mostrou que os
valores dos residuos se encontram distribuidos de forma aleatoria, e proximos
de zero favorecendo o modelo (PEREIRA et al., 2018). Enquanto que, no grafico
da Figura 24c obsevou-se que o intervalo de confianca para o quarto, quinto e
sexto coeficientes (b11l, b22 e b12, respectivamente), compreenderam o valor
zero, sendo considerados nédo significativos ao nivel de confianca de 95%. Logo,
foi necessario recalcular o modelo (LEONARDI et al., 2008) utilizando apenas 0s
coeficientes validos. A partir dos dados recalculados (Figura 25) observou-se
gue nenhum coeficiente foi insignificante e que o modelo obtido € eficaz para

fazer previsoes.
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Figura 25. Gréfico dos coeficientes de regressdo recalculados para B.
amyloliquefaciens GhcC1 2.1a (LP50).

Com o modelo proposto, péde-se visualizar na superficie de resposta
gerada (Figura 26) (obtida no arquivo “template_superficie” do Excel), uma
regido de trabalho que permite obter maiores rendimentos na producdo de
lipopeptideos por B. amyloliquefaciens GhcC1 2.1a (LP50). Nos gréaficos da
Figura 26 observou-se que a regido maxima de resposta para a variavel de pH,

foi de 8,5 e para a variavel de aeracédo, o maximo foi de 0,86.
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Figura 26. Superficie de resposta (a) e grafico de cortorno (b) para o modelo

gerado para B. amyloliquefaciens GhcC1 2.1a (LP50).
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5.3.2 Otimizacgéo paraalinhagem B. amyloliquefaciens DgcR2 1.1b (LP196).
A Tabela 19 mostra os experimentos efetuados e a resposta para o

rendimento dos extratos lipopeptidicos para B. amyloliquefaciens DgcR2 1.1b

(LP196). Com os 11 experimentos executados foi possivel calcular 7 contrastes

(C): 1+234 (C1), 2+134 (C2), 3+124 (C3), 4+123 (C4), 12+34 (C5), 13+24 (C6)

e 14+23 (C7).

Tabela 19. Planejamento fatorial fracionario 24! para verificar a influéncia de 4

variaveis (v1 a v4) no rendimento da producdo de lipopeptideos de B.
amyloliquefaciens DgcR2 1.1b (LP196).

Agitacdo (v1) Temperatura (v2) pH (v3) Aeracéo (v4) Rendimento do
Experimentos  “Cogificado  Real (pm)  Codificado  Real (°C)  Codificado  Real Codificado Real extrato LP196
(mg)
1 -1 120 -1 26 -1 5 -1 0,36 25,2
2 -1 120 -1 26 1 8 1 0,72 70,0
3 -1 120 1 34 -1 5 1 0,72 26,1
4 -1 120 1 34 1 8 -1 0,36 55,8
5 1 180 -1 26 -1 5 1 0,72 52,4
6 1 180 -1 26 1 8 -1 0,36 63,2
7 1 180 1 34 -1 5 -1 0,36 44,5
8 1 180 1 34 1 8 1 0,72 56,5
9 0 150 0 30 0 6 0 0,60 63.2
10 0 150 0 30 0 6 0 0,60 60,6
11 0 150 0 30 0 6 0 0,60 61,1

Utilizando a ferramenta do Octave, construiu-se o grafico de porcentagem
(Figura 27a) e o grafico de probabilidade (Figura 27b).

Os gréficos da Figura 27 mostraram que 0s contrastes mais importantes
foram os efeitos 3 (relativo a variavel 3), 1 (relativo a variavel 1) e 6 (relativo a
interacdo 13). Além disso, notou-se também que o efeito da variavel 2
(identificado com 0 numero 2 na Figura 27) e 4 (nimero 4) e suas interacdes 12
(nimero 5) e 14 (nimero 7) respectivamente, ndo sdo tao importantes, estando
localizados proximos ao zero no eixo X. Assim, as variaveis 2 e 4 foram
removidas do planejamento fatorial, resultando entdo em novas réplicas e

permitindo calcular um novo valor para o erro de um efeito.
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Figura 27. Porcentagem relativa dos efeitos calculados (a) e o grafico de
probabilidade (b) para B. amyloliquefaciens DgcR2 1.1b (LP196).

Como conclusédo para B. amyloliuefaciens DgcR2 1.1b (LP196), foi
possivel notar que para o aumento da producéo de lipopeptideos foi necessario,
avaliar as condicdes experimentais das variaveis 1 e 3. Ja as variaveis 2 e 4
foram in6cuas para a faixa testada de 26 a 34 °C e 0,36 a 0,72 (90 a 180 mL)
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respectivamente, podendo ser fixadas em qualquer condicdo dentro destes

intervalos.

Visto que os resultados apontaram as variaveis de agitacdo e pH como

sendo as mais importantes para B. amyloliquefaciens DgcR2 1.1b (LP196),

passamos para o refinamento do modelo utilizando o planejamento composto
central (PEREIRA FILHO, 2018; BARROS NETO et al., 1996) no sentido de obter

uma condi¢do 6tima de trabalho para esta linhagem.

A tabela 20 mostra os experimentos efetuados, bem como os sinais

monitorados para as variaveis em questao e as respostas obtidas.

Tabela 20. Condi¢des experimentais do planejamento fatorial composto central
realizado para B. amyloliquefaciens DgcR2 1.1b (LP196).

Agitacdo Rendimento do
Experimentos  “Cogificado  Real (rpm) _ Codificado Real  extrato LP196
(mg)
1 1 120 1 5 252
2 1 120 a1 5 26.1
3 1 180 -1 5 52,4
4 1 180 1 5 445
5 -1 120 8 70,0
6 -1 120 8 55,8
7 1 180 1 8 63,2
8 1 180 1 8 56.5
9 0 150 0 6 63.2
10 0 150 0 6 60,6
11 0 150 0 6 611
12 1,41 108 0 6,5 28.4
13 141 108 0 6,5 312
14 0 150 -1,41 43 62.9
15 0 150 -1,41 43 60.5
16 1,41 192 0 6,5 36.3
17 1,41 192 0 6,5 39,7
18 0 150 1,41 8,6 82.0
19 0 150 1,41 8,6 71.9

Na Figura 28 sao mostrados os 4 graficos que foram gerados a partir do

calculo da Anova para os dados experimentais (Tabela 20) de B.

amyloliqguefaciens DgcR2 1.1b (LP196). Os numeros inseridos nas colunas da

Figura 28a mostram os valores das médias quadraticas (MSReg, MSres, MSPE,
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MSLoF) e no caso especifico da MSRege MSLoFsao também mostrados os

valores de t tabelado com 95% de confiancga.
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Teste F2 (MSLof/MSPE) F tabelado Razao Fcalculado/Ftabelado
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Figura 28. Gréficos dos valores de médias quadraticas (a) teste F para MSReg
e MSres (b), teste F para MSLoF e MSPE (c) e variacdo explicada (R2) e
explicavel (R2max) (d) para B. amyloliquefaciens DgcR2 1.1b (LP196).

A Figura 28b mostra os célculos da razéo entre as médias quadraticas
(MSReg/MSres), em que os valores de Fcalculado e Ftabelado sdo comparados
para a linhagem B. amyloliquefaciens DgcR2 1.1b (LP196), onde o valor de
Fcalculado foi da ordem de 26 e o valor de F tabelado com 5 (MSReg) e 5
(MSres) graus de liberdade foi 3 com 95% de confianca. A terceira coluna azul

mostrou a razao entre os valores de Fcalculado/Ftabelado de aproximadamente
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10, estando préximo ao desejavel. Em seguida o grafico 28c, mostrou se o
mesmo apresentou ou néo falta de ajuste. Assim, ao dividir a MSLoF pela MSPE
foi obtido um valor de Fcalculado da ordem de 3,4 observado no grafico com
colunas vermelhas (Figura 28c), no qual também mostrou o valor do Ftabelado
(na ordem de 3,8) e arazao entre ambos. Foi possivel notar que o valor calculado
foi inferior ao tabelado com 95% de confianca. Esse grafico mostrou também que
0 modelo calculado n&o apresentou falta de ajuste, pois os valores de MQFaJ e
MSPEse confundiram estatisticamente (Fcaiculado < Ftabelado). A raz8o entre 0s
valores de F (Fcalculado/Ftabelado=3,4/3,8), foi inferior a 1, semelhante ao valor ideal.

Por fim, os valores de variacdo explicada (R? e a maxima variacdo
explicavel (R°’max) (PEREIRA FILHO, 2018) (Figura 28d), foram proximos as

linhas vermelhas horizontais que indicaram o valor ideal de 1.
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b) Previsto x Residuo Histograma dos residuos
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Figura 29. Gréfico dos valores experimental versus previsto (a), previsto versus
residuo e histograma dos residuos (b) e coeficiente de regressao (c) para B.
amyloliquefaciens DgcR2 1.1b (LP196).

Como o modelo calculado ndo apresentou evidéncia de falta de ajuste, foi
possivel utilizar a MSres como variancia para os 6 coeficientes calculados. E

como resultado trés graficos foram gerados, que sao apresentados na Figura 29.
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O primeiro e o segundo grafico (Figura 29a e Figura 29b) mostrou que 0s
valores dos residuos se encontram distribuidos de forma aleatoria, e proximos
de zero favorecendo o modelo (PEREIRA et al., 2018). Enquanto que, no grafico
da Figura 29d o intervalo de confianga para o segundo e quinto coeficientes (b1
e b22, respectivamente), compreenderam o valor zero sendo considerados néo
significativos ao nivel de confianca de 95%. Logo, foi necessério recalcular o
modelo (LEONARDI et al., 2008) utilizando apenas os coeficientes validos. A
partir dos dados recalculados (Figura 30) observou-se que nenhum coeficiente

foi insignificante e que o modelo obtido € eficaz para fazer previsoes.

Coeficientes de Regressao

80

V' Coeficientes

+ Coeficientes - intervalo de confianca
Y + Coeficientes + intervalo de confianca
60T

40

20

-20

-40

Figura 30. Grafico dos coeficientes de regressdo recalculados para B.
amyloliquefaciens DgcR2 1.1b (LP196).

Com o modelo proposto, péde-se visualizar na superficie de resposta
gerada (Figura 31), obtida no arquivo “template_superficie” do Excel, uma regiao
de trabalho que permite obter maiores rendimentos na producdo de
lipopeptideos por B. amyloliquefaciens DgcR2 1.1b (LP196).

Nos graficos da Figura 31 observou-se que a regido maxima de resposta
para a variavel de agitacao foi de 145 rpm e para a varidvel de pH o maximo foi
de 8,5.

120



148
153

4,4

158
163
168
174
179
184
189

rpm

m 70-80

m 60-70

m 50-60

W 40-50

m 30-40

W 20-30

m 10-20

m0-10

b)

0O M O M O M O M W M 0 M 0 < O

O o = N N OO N < < 10D 1D W O N~

Lo B B B B I I . T B R IR R B B o |
rpm

184
189

m 60-80

40-60

W 20-40

m0-20

Figura 31. Superficie de resposta (a) e grafico de cortorno (b) para o modelo

gerado para B. amyloliquefaciens DgcR2 1.1b (LP196).
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A partir dos modelos gerados pela Anova para B. amyloliqguefaciens PpC1
2.2b (LP164), B. amyloliguefaciens GhcC1 2.1a (LP50) e B. amyloliquefaciens
DgcR2 1.1b (LP196) os experimentos foram rearranjados e execultados de

acordo com a Tabela 21.

Tabela 21. Producéo de lipopeptideos a partir dos modelos gerados pela Anova
para B. amyloliquefaciens PpC1 2.2b (LP164), B. amyloliquefaciens GhcC1 2.1a
(LP50) e B. amyloliquefaciens DgcR2 1.1b (LP196).

Experimentos

Bactéria Agitacdo Temperatura pH Aeracdo Rendimento
(rpm) (°C) (mg.L™)
B. amyloliquefaciens 145 30 8,5 0,86 475,1
GhcC1 2.1a (LP50)
B. amyloliquefaciens 190 30 7,6 0,36 1466,3
PpC1 2.2b (LP164)
B. amyloliquefaciens 145 30 8,5 0,36 915,7

DgcR2 1.1b (LP196)

Os resultados padronizados pela Anova comparados com os dados
experimentais sem a padronizacdo (item 5.2), revelaram um aumento
significativo no rendimento dos extratos lipopeptidicos para as linhagens de B.
amyloliquefaciens PpC1 2.2b (de 633,1 mg.L! para 1466,3 mg.L!) e B.
amyloliquefaciens DgcR2 1.1b (de 583,3 mg.L! para 915,7 mg.L!). Este
comportamento também ¢é observado, porém em menor escala, para B.
amyloliguefaciens GhcC1 2.1a (de 352,8 mg.L ! para 475,1 mg.L?). Além disso,
observou-se que a linhagem PpC1l 2.2b apresentou o maior rendimento na
producdo de lipopeptideos seguido das linhagens PpCl 2.2b e GhcC1l 2.1a.
Estes dados revelaram que as variagdes nas condi¢des de cultivo das linhagens
endofiticas utilizadas, interferiram na producdo de lipopeptideos. Onde os
valores oOtimos das variaveis de pH (7,6 e 8,6) e agitacdo (190 e 145 rpm)
influenciaram na producéo de lipopeptideos das linhagens PpC1l 2.2b e PpC1
2.2b, respectivamente e as variaveis pH (8,5) e aeracao (0,86) contribuiram para
o melhor rendimento de GhcC1 2.1a (Tabela 21).

Os resultados acima sdo coerentes com os relatos de varios estudos
anteriores de que a escolha da linhagem e diferentes parametros operacionais

de cultivo, como pH, condi¢des nutricionais, temperatura, tempo de fermentacéo
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e aeracdo influenciam no aumento da producdo de lipopeptideos (ABDEL-
MAWGOUD, et al., 2008; JHA, et al., 2016; MEENA et al., 2018). S&o também
coerentes com estudos realizados por Zhao e colaboradores (2012, 2015)
utilizando B. amyloliquefacies para a producéo de lipopeptideos com variacao da
faixa de pH do meio, em que encontraram o maior rendimento na producéo dos
lipopeptideos sob condi¢des neutras e alcalina. Em condi¢des acidas relatam
uma reducdao significativa, ndo havendo producéo de lipopeptideos abaixo de pH
50, o que de fato também ocorreu nas linhagens de B. amyloliquefacies
avaliadas neste trabalho. Em outro trabalho, em procedimento estatistico
semelhante ao aqui adotado, foi avaliado o efeito da sacarose, nitrato de amaonio,
NaH2PO4, K2HPO4, MgSO4, MnCl2, extrato de levedura como componentes de
meios de cultura para o crescimento de B. amyloliquefaciens, usando o método
de Plackett-Burman (Ferramenta utilizada para identificar os fatores mais
importantes no inicio da fase de experimentacéo) na producéo de lipopeptideos.
Os valores 6timos das variaveis testadas foram 21,17 g.L! de sacarose, 2,50
g.Lt de nitrato de amonio e 11,56 g.L* de NaH2PO4, com producéo de 134,2
mg.L* de lipopeptideos (LIU et al., 2012). Como vimos, nas linhagens endofiticas
utilizadas neste trabalho de B. amyloliqguefaciens, cujo meio de cultura continha
20 g.L* de sacarose, 9 g.L! e peptona, 2,7 g.L ! de extrato de levedura e igual
concentracdo de malte, obtivemos resultados bem mais animadores nas
condicdes padronizadas por planejamento fatorial: 1466,3 mg.L' para B.
amyloliquefaciens PpC1 2.2b, 475,1 mg.L! para B. amyloliquefaciens GhcC1
2.1a e 915,7 mg.L! para B. amyloliquefaciens DgcR2 1.1b. Diante disto,
verificamos que o uso da ferramenta estatistica do planejamento fatorial neste
trabalho foi determinante para otimizar parametros operacionais de cultivo a fim

de reduzir custos na producéo dos lipopeptideos.

5.4. Andlises do perfil quimico dos extratos lipopeptidicos

As andlises de insercao direta por ESI-MS dos extratos de B.
amyloliquefaciens GhcC1 2.1a (LP50), B. amyloliquefaciens PpC1 2.2b (LP164)
e B. amyloliquefaciens DgcR2 1.1b (LP196), revelaram a presenca de
substancias com ions de massa molecular na faixa de m/z 994-1085 e m/z 1435-
1515 (Figura 32), caracteristicos de lipopeptideos das familias de iturinas/
surfactinas e fengicinas, respectivamente (BINIARZ & LUKASZEWIEZ, 2017;
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YANG et al., 2015; RAAIJMAKERS et al., 2010). As diferencas de 14 ou/e 28 Da
entre as espécies de ions moleculares observadas, revelaram trés conjuntos de
moléculas homoélogas. O primeiro conjunto formado por sinais em m/z 994, 1008,
1022 e 1036 ([M+H]*) e sinais correspondentes as moléculas sodiatadas
([M+Na]*) em m/z 1016, 1030, 1044 e 1058, respectivamente, € tipico para os
lipopeptideos homadlogos da surfactina (YANG et al., 2015). O segundo conjunto,
com quatro sinais principais em m/z 1043, 1057, 1071 e 1085 ([M+H]"),
corresponde as moléculas protonadas dos lipopeptideos da iturina (YANG et al.,
2015; MALFANOVA et al., 2012; MORAN et al.,, 2010; PECCI et al., 2010;
PEYPOUX et al., 1994). O terceiro conjunto, com sinais em m/z 1435, 1449,
1463, 1477, 1491, 1505 e 1505 ([M + H]*), corresponde as moléculas protonadas
dos lipopeptideos homélogos da fengicina (BINIARZ & LUKASZEWIEZ, 2017).

5.5 Andlises por espectrometria de massas das fracdes de PpCl 2.2b
(LP164)

A andlise por insercdo direta das fracGes lipopeptidicas do extrato do
sobrenadante livre de células de B. amyloliquefaciens PpCl 2.2b (LP164),
obtidas por SPE (item 4.7.2), indicou que a metodologia empregada foi eficaz na
separacéo dos lipopeptideos (Figuras 69A-A76A, no Apéndice) sugeridos como
representantes das familias das surfactina, iturina e fengicina (MALFANOVA et
al., 2012; MORAN et al., 2010; PEYPOUX et al., 1994). Os sinais caracteristicos
da familia da iturina foram observados em: m/z 1043 e 1057, nas fracdes obtidas
com MeOH/H20 70% (E2), e em m/z 1071 e 1085 ([M+H]*), nas eluidas com
MeOH/H20 75% (E3) e 80% (E4). Os ions em m/z 1449, 1463, 1477, 1491 e
1505 ([M+H]"), caracteristicos das fengicinas, foram observados nos espectros
das fracdes obtidas com MeOH/H20 85% (E5) e os sinais em m/z 994, 1008,
1022, 1036, 1050, 1064 e 1078 ([M+H]"), tipicos das surfactinas, nos espectros
das fragc6es obtidas com MeOH/H20 90% (E6) e 95% (E7). Nas fracdes eluidas
com MeOH/H20 50% (E1) e 100% (E8) nao foram observados sinais de m/z para
lipopeptideos.
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Figura 32. Espectro de ions totais dos extratos lipopeptidicos das bactérias

endofiticas:
amyloliquefaciens PpC1l 2.2b (LP164) e (c) B. amyloliquefaciens DgcR2 1.1b

(LP196).
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5.6 Anélises por LC-MS das fracdes de PpC1 2.2b (LP164)

A andlise por LC-MS das fracbes obtidas por SPE do extrato do
sobrenadante livre de células de B. amyloliquefaciens PpC1 2.2b (LP164) (Item
4.7.2) confirmou a presenca de compostos com ions de massa molecular na
faixa de m/z 1043-1085, m/z 994-1050 e m/z 1435-1505, caracteristicos para
iturinas, surfactinas e fengicinas, respectivamente (BINIARZ & LUKASZEWIEZ,
2017; YANG et al., 2015; RAAIJMAKERS et al., 2010). O cromatograma LC-
APCI-MS para a fracdo BaP-11 mostrou 5 picos principais (Figura 33a), a (tR)
513, 6,25, 8,41, 9,09 e 11,18 min, que exibiu ions cujo as massas
monoisotopicas foram de m/z 1043, 1057, 1071, 1071 e 1085 ([M+H]") (Figura
34a). Estes ions sao caracteristicos de homdélogos com diferenca de 14 Da (-
CHz2-) sendo similares aos valores de m/z para os lipopeptideos da iturina (YANG
et al., 2015; JACQUES, 2011).

A amostra BaP-24 mostrou 5 picos (Figura 33b) de (tR) 13,97, 17,21,
18,43, 21,28, e 30,90 min, correspondente aos ions de m/z 1008, 1022, 1022,
1036 e 1050 ([M+H]") (Figura 34b). E para a amostra BaP-18 picos (Figura 33c)
em (tR) 3,69, 4,30 e 5,46 min, exibindo ions ([M+H]*) de m/z 1463, 1491 e 1477,
respectivamente (Figura 34c). Os grupos de ions detectados nas fracdes BaP-
24 e BaP-18 com m/z entre 990-1100 e m/z entre 1400-1550, s&o similares a
duas familias de lipopeptideos, surfactina e fengicina, respectivamente (BINIARZ
& LUKASZEWIEZ, 2017; YANG et al., 2015; JACQUES, 2011).

| LP164 (4g) |

|
| BAP-11 (107,4mg; 10 ppm) | |BAP-24(127,1mg; 10 ppm) | |BAP-18(129,4mg,- 10 ppm) |
LAz | [1a2 ] [1a3 |[1aa || 1as | | sa1 || sA1 ||SA1 || sa1 | sas | |Fa1||FB1 ||FABl|

Esquema 1: Fluxograma da identificacdo por LC-MS dos lipopeptideos, iturina

surfactina, e fengicina.
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Figura 33. Cromatogramas obtidos por HPLC em fase-reversa, modo TIC
positivo. Fragcdes do extrato LP164 de B. amyloliquefaciens PpC1 2.2b: (a) BaP-
11 (b) BaP-24 (c) BaP-18.

Além dos ions homodlogos sugeridos para iturinas e fengicinas com
diferencas de 14 Da, outros ions com a mesma massa molecular entre m/z,
1020-1072 (Figura 34) foram detectados a partir das analises por LC-APCI-MS,
porém com tempos de retencgdo diferentes, sendo: m/z 1022 (tR 17,21) e m/z
1022 (tR 18,43), para a fracdo BaP-24 (Figura 33b) e 1071 (iR 8,41) e 1071 (tR

9,09) para BaP-11 (Figura 33a). E comum entre este grupo de subtancias a
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presenca de moléculas isébaras, ocorrendo por modificagdes na ramificacao
terminal da cadeia lipidica, classificados como normal, iso e anteiso, (GOND et
al., 2015; JACQUES, 2011; RAAIJMAKERS et al., 2010), porém ndo sao

possiveis serem distinguidos por espectrometria de massas.
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Figura 34. Espectros de LC-APCI-MS dos ions ([M+H]") de: (a) iturinas (b)
surfactinas e (C) fengicinas.

5.7 Determinacdo estrutural dos lipopeptideos isolados de B.
amyloliquefaciens PpC1 2.2b (LP164)

A caracterizacdo das estruturas dos lipopeptideos homologos sugeridos
como membros das familias da surfactina, iturina e fengicina foram elucidadas
por andlises de fragmentac&o por MS? em conjunto com as andlises de RMN 1D
e 2D, afim de obter informagfes mais precisas sobre sua estrutura quimica, uma
vez que a espectrometria de massas nao é suficiente para distinguir os seus
isbmeros e a heterogeneidade da cadeia lipidica, isto €, normal, iso e anteiso, 0
que é possivel por andlises de RMN.

A espectrometria de massa em tandem dos peptideos ciclicos resulta na
clivagem da ligacao peptidica ou da ligacao éster no esqueleto peptidico apos a
protonacédo (MU et al., 2019; BOYLE et al., 1991; HUE et al., 2001). Dependendo
do local de clivagem que leva a abertura do anel pode-se observar diferentes
tipos de séries de ions fragmentos.

A andlise da sequéncia de aminoacidos por MS?, foi realizada por meio do
processo de dissociag¢ao induzida por colisédo (collision induced dissociation —
CID). Neste processo, os lipopeptideos foram ionizados por electrospray e
fragmentados na camara de colisdo, ao serem acelerados e colidirem com
moléculas do gés inerte. Como resultados, a energia translacional transferida em
cada colisao foi convertida em energia interna, culminando na desestabilizacao
das ligacbes do esqueleto polipeptidico e, por consequéncia, induzindo a

formacéao dos ion-fragmentos (MANN et al., 1989). Estes ions podem ocorrer por
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retencdo da carga residual no lado N-terminal (gerando fragmentos a, b, e c,
dependendo da ligacdo que é fragmentada) ou no C-terminal (gerando o0s
fragmentos x, y e z, dependendo da ligagdo que € fragmentada) (Esquema 1),
segundo a nomenclatura proposta por Roepstorff-Fohimann—Biemann (1984).
Como pode ser observado nesse esquema, o0s pares de ions a/x, bly e c/z serdo
sempre ions fragmentos opostos e complementares entre si, isto é, a quantidade
total de aminoéacidos da molécula € igual a soma dos de cada par. Considerando-
se que as ligacfes peptidicas sdo aquelas menos energéticas, espera-se que a
formacao do par de fragmentos b/y seja mais frequente que os demais pares de

fragmentos, facilitando a interpretaco dos espectros (CANTU et al., 2008).

Yieem) n= nimero total de residuos no
Xo-my Z(om) .
Rl O peptideo
| | m= ndamero de residuos
~ NH ,
NH ~" \7/\ correspondentes aos ions a, b ou
| 5
O R,
an, Cr
b

Esquema 2. Representacdo esquematica da estrutura quimica geral de um
peptideo apresentando a nomenclatura proposta por Roepstorff-Fohlmann-
Biemann dos fragmentos formados.

A fragmentacao de peptideos ciclicos como os lipopeptideos, ndo ocorrem
de forma usual, ou seja, de forma sequencial como ocorre nos peptideos com
cadeia linear. Nos compostos ciclicos da familia da surfactina, por exemplo,
existe uma ligacdo de lactona do aminoacido C-terminal com o acido graxo -
hidroxi (BOH FA). A ligacao éster dessa lactona € mais fraca do que a de uma
amida, o suficiente para que a abertura do anel ocorra nela, iniciando as duas

séries de ions, C-terminal e N-terminal.
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5.7.1 Determinacéao estrutural das surfactinas por LC-ESI-MS/MS

Amostra Surfactina A2

A amostra Surfactina A2 do extrato de B. amyloliquefaciens PpC1 2.2b
(LP164) (Item 4.7.8) apresentou-se como um po branco amorfo, correspondente
a uma substancia pura de massa molecular 1021,67531 e formula molecular
Cs2H92N7013, de acordo com as andlises por LC-ESI-MS/MS de alta resolucéo,
em que apresentou o ion em m/z 1022,6755 ([M+H]*). No espectro de
fragmentacao deste ion percursor foram observadas duas séries de ions, b ey,
formados através da clivagem da ligacdo éster protonada seguida pela
sequéncia de clivagens das ligacdes peptidicas, além de ions de fragmentacao
interna e ions com perda de H20.

A primeira série (alifatica) corresponde aos ions N-terminal do tipo b que
correspondem as perdas de residuos dos aminoéacidos Leu/lle’-Leu®-Asp®-Val*-
Leu3-Leu/lle?, com m/z 909 (b7), m/z 796 (b6), m/z 681 (b5), m/z 582 (b4), m/z
469 (b3), e m/z 356 (b2). A segunda série (peptidica) corresponde aos ions
fragmentos C-terminal do tipo y de m/z 685 (y6), m/z 572 (y5), m/z 459 (y4), m/z
360 (y3) e m/z 245 (y2) em que a fragmentacao y6 é coerente com a perda da
cadeia acido graxo da surfactina, ou seja: (C14) B-OH-Glut-Leu/lle?-Leu/lleus-
Val*-Asp®-Leu/lleu®. Fragmentacdes adicionais também confirmam a sequéncia
de aminoé&cidos sugerida, pelos ions de m/z 1004 ([M+H-H20]), 441
([Leu+Asp+Val+Leu+H]*) e 227 ([LeutLeu/lle+H]"), confirmando Leu/lle na
posicdo 7. De acordo com estes fragmentos, tipicos de CID, a sequéncia
observada € coerente com o ion de uma das isoformas da surfactina A ou C
(C14), apos a abertura do anel na ligagdo éster (Figura 35). Para confirmar a
sequéncia do lipopeptideo, especialmente devido a alta proporgéo de leucina e
/ ou isoleucina na fracéo peptidica bem como a heterogeneidade da cadeia acido
graxo (normal, iso e anteiso) e isdbmeros foram realizadas analises de RMN de
3C edeH, 1D e 2D.
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5.7.2 Determinacdao estrutural da amostra Surfactina A2 por RMN

Uma vez determinada a presencga em Surfactina A2 de uma das isoformas
das surfactinas A ou C (Ci4) pelos dados de espectrometria de massas, 0S
espectros de RMN 1D e 2D da amostra foram obtidos com a finalidade de ratificar
esta presenca e determinar de qual ou quais das isoformas se trata. No espectro
de RMN de *H em DMSO-d6 a 500 MHz (Figura 36) foram registrados sinais que
confirmam a presenca de cadeia longa alifatica (CH2em 6 1,53-1,22) e sinais que
confirmam o esqueleto peptidico, a saber: quatro sinais de hidrogénios a-
metinicos comuns em liga¢cBes peptidicas (integrados para sete H-C, em & 4,55-
4,01), as quais foram confirmadas por cinco sinais com deslocamentos tipicos
de hidrogénios ligados a N (integrados para sete H-N entre & 8,43-7,60). A
ligacdo da cadeia lipidica com a parte peptidica foi observada pelo sinal em &
5,05 de hidrogénio ligado a C-3 do B-hidroxi acido formando ligacdo éster com
um residuo de aminoécido, tipico desta familia de lipopeptideos. Além disso,
estdo presentes sinais entre 6 1,0 e 2,7 (Figura 37) caracteristicos dos
hidrogénios alifaticos (CH ou CHz, B e y) e entre 6 0,7 e 1,0 os sinais
correspondentes aos hidrogénios metilicos (CHs).

No espectro de RMN de *3C de Surfactina A2 (Figura 38), também coerente
com uma das isoformas das surfactinas A ou C (Ci14) (ROMANO et al., 2010;
ROMANO et al., 2013; TANG et al., 2007), foram observados sinais dos grupos
metilénicos da cadeia lipidica em & 29,4-29,0, dos dez grupos carbonila, em §
174,4-170,6, sete grupos metinicos a-carbonilicos peptidicos em 6 59.0-50.1,
além dos outros sinais de carbonos metinicos e metilénicos em 6 42,0-22,5, e
metilicos, em § 23,4-14,4. O espectro de 3C, juntamente com o DEPT-135
(Figura 39), como era esperado, apresentaram 11 sinais de carbonos metilicos,
17 de metilénicos, 3 de metinicos (correspondentes a 5 grupos CH) e 8 de

carbonos carbonilicos (correspondentes a 10 grupos C=0).
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No espectro de RMN de 13C de Surfactina A2 ndo foram observados os
sinais caracteristicos da isoleucina em & 10,9 e 15,4, respectivamente do Cd e
do CHsy (TANG et al., 2007), restando, portanto como possibilidades para o

composto apenas as trés isoformas das surfactinas A (Cia).
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A primeira etapa para a identificacdo da amostra Surfactina A2 envolveu a
andlise dos mapas de correlacdo de COSY, TOCSY e ROESY (Figuras 40-42).
Estes dois ultimos apresentam correlacdes mais precisas, onde através do
TOCSY é possivel obter correlacbes de acoplamentos de todos os protons
presentes em cada aminoacido individual, e o ROESY permite correlagdes para
pares de protons de aminoacidos que estdo proximos um do outro, podendo
assim estabelecer a sua posi¢céo na sequéncia peptidica.

O COSY (Figura 40) mostrou as correlacbes HN-HCa para os sete grupos
de aminoacidos do lipopeptideo em questdo (Tabela 22). No mapa de correlacéo
TOCSY (Figura 41), foram observadas as correlacbes que caracterizam esses
sete residuos de aminoécidos, a saber: acido glutamico (Glu), acido aspéartico
(Asp), valina (Val) e leucina (Leu) (4x). Também foram observadas correlacées
do sinal em 6 5,05 do HC-O do B-hidroxi acido graxo com os sinais dele préprio
em o 2,45 e 2,33 (H-2',2”), 1,53 (H-4’) e 1,22 (H5’), além de correlacdes fracas
com os sinais em ¢ 7,86 (HN) e 4,164 (HCo) do acido glutamico (Tabela 22),
revelando uma das conexdes desse acido com o anel peptidico.

Em seguida, as sequéncias dos residuos dos aminoacidos e o fechamento
do macrociclo foram atribuidos pelo experimento ROESY (Figuras 42) através
de correlacdes espaciais dos residuos sequencialmente adjacentes, das quais
destacamos: a correlagéo do sinal em 6 5,05 do 3-CH (originalmente, estava ligado
ao oxigénio do B-hidroxi acido graxo) com & 7,86 (HN) do Glu 1, do sinal deste
mesmo aminoacido em 6 4,164 (HCa) com o sinal em 6 8,01 (HN) da Leu 2, do
sinal em ¢ 4,15 (HCa) de Leu 2 com o sinal em 6 8,14 (HN) de Leu 3, do sinal
deste mesmo aminoacido em 4,166 com o sinal em & 8,02 (HN) de Val 4, do
sinal em 6 4,03 (HCa) de Val 4 com o sinal em 6 8,16 (HN) de Asp 5, do sinal
deste mesmo aminoacido em 6 4,55 com o sinal em 6 7,62 (HN) de Leu 6, do
sinal em & 4,35 (HCa) de Leu 6 com o sinal em & 8,43 (HN) de Leu 7 e,
completando o fechamento do macrociclo, as correlagbes do sinal em 6 4,05
(HCa) da Leu 7 com os sinais em ¢ 5,05 (HCp), 1,53 e 1,22 da cadeia do B-hidroxi

acido graxo (Tabela 22).
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Figura 40. Correlagdes homonucleares *H — 'H observadas no experimento de
COSY para os hidrogénios NH-CHa da amostra Surfactina A2 em DMSO-d6
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Figura 41. Mapa de correlacédo *H-'H TOCSY e ampliagéo da regido de NH/Hq,
B,y e 6 da substancia Surfactina A2 em DMSO-d6 (500 MHz).
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Figura 42. Mapa de correlagdo ROESY e ampliagdo da regido NH/Ha da
substéancia Surfactina A2 em DMSO-d6 (500 MHz).

Uma vez que a atribuicdo dos hidrogénios (HN e HCa) de cada residuo foi
realizada, o espectro 'H-3C HSQC e 'H-13C HMBC permitiram a atribuicdo dos
carbonos protonados e quaternarios correspondentes. A partir de correlagfes
HSQC (Figura 43) foi possivel confirmar a presenca do metil carbinol (CHOH)
pelo sinal em 6 71,9 ligado ao H-3 em 6 5,05 da cadeia B-hidroxi acido graxo
(Tabela 22). Também foi possivel concluir a partir de correlagdes HMBC (Figura
44a) entre o sinal metino em 6 5.05 com o sinal em 6 172, 2 da “Lactona” de Leu
7 (gerada no processo de ciclizagdo com o acido graxo — hidroxila do carbono 3)
que surfactina A2 é um depsipeptideo monociclico.
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Figura 43. Ampliagdo Ha/Ca do mapa de correlagdo 'H-3C de HSQC da
amostra Surfactina A2 em DMSO-d6 (500 MHz).
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Em seguida, a determinagdo da conformacao (normal, iso ou anteiso) da
cadeia B-hidroxi acido graxo de Surfactina A2 foi realizado pelo experimento
HMBC, e DEPT 135° comparados com a literatura (LIN et al., 1994). A partir do
mapa de correlagdo HMBC (Figura 44b) foi possivel observar o sinal em 4 0,85
(H-14) correlacionando com os sinais dos carbonos em 6 22,5e 6 31,6 (C-13 e
C-12, respectivamente) e o sinal em 6 1,22 (H-11) correlacionando com o
carbono metilénico em & 22,5 (C-13). Os dados de DEPT 135° (Figura 45)
confirmaram os carbonos metilénicos & 29,4, 31,6 e 22,5 (Cl1l1-C13,
respectivamente) e o metil terminal em & 14,4 (C-14). Todas as atribuicbes de
Surfactina A2 s&o coerentes com a surfactina A (normal-C14) (TANG et al. 2007;
SINGH et al., 2020), porém este trabalho € o primeiro que sao atribuidos todos
os dados de correlacdo a maiores distancias (TOCSY e ROESY). Estas
correlagdes sdo fundamentais para a atribuicdo inequivoca das conexdes.
Todas as atribuicdes de ressonancia 1D e 2D, bem como 3C para Surfactina A2

estado resumidas na Tabela 22.
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Tabela 22. Dados de RMN 1D e 2D da amostra Surfactina A2 — Surfactina A (normal-Ca4).

Amino Posicao

IH § (mult.,

l3cb

H § (mult.,, 3C/HSQC? COSY= HMBC? TOCSY? ROESY®
acido Jem Hz)2  Jem Hz)®
Glu-1 a 4,164 (m) 4,21 (m) 52,8 52,0 1,78;7,86  27,8;30,2;171,5 1,78;1,91; 2,24; 1,78; 1,91, 2,24;
7,86 7,86; 8,01
B 1,78 (m)/ 1,81 (m)/ 27,8 26,9 2,24;4,164 30,1;52,8;171,5; 1,91;2,24;4,164; 1,91;2,24; 4,164;
174,4 7,86 7,86
1,91 (m) 1,94 (m) 2,24; 4,164 30,1;52,8; 171,5; 1,78; 2,24; 4,164; 1,78; 2,24; 4,164,
174,4 7,86 7,86
y 2,24 (m) 2,31 (m) 30,2 29,5 1,78; 1,91 27,8;52,8;174,4 1,78;1,91; 4,164; 0,84; 1,48; 1,78;
7,86 1,91; 4,164; 7,86
) - - 174,4 172,8 - - - -
NH 7,86 (s) 7,81 (d, - - 4,164 - 1,78; 1,91, 2,24, 1,78; 1,91, 2,24;
6,6) 4,164 2,35; 2,47, 5,05;
4,164
CO - - 1715 170.40 - - - -
Leu-2 a 4,15 (m) 4,19 (m) 52,3 51,7 1,48;8,01  24,7;39,3;173,1 0,84; 1,48; 8,01 0,84; 1,48; 1,50;
8,01; 8,14
B 1,48 (m) 1,49 (m) 39,3 39,4 0,84; 4,15 24,7, 39,3 0,84; 4,15; 8,01 0,84; 4,15; 8,01
y 1,50 (m) 1,49 (m) 24,7 24,3 0,84; 4,15 24,7; 39,3 0,84 0,84; 1,48
o1 0,84 (m) 0,85 (m) 21,5 23,0 - 39,3 1,48; 8,01 1,48
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02
NH

Co

Leu-3 o

o1
02

NH

CoO

Val-4 o

Y1
Y2
NH

CcoO

0,84 (m)

8,01 (s)

4,166 (m)

1,53 (m)
1,58 (m)
0,85 (m)
0,85 (m)

8,14 (d,
7,1)

4,03 (m)

2,01 (m)

0,78 (m)
0,85 (m)

8,02 (s)

0,85 (m)

7,99 (d,
5,7)

4,19 (m)

1,54 (m)
1,54 (m)
0,80 (m)
0,87 (m)

8,29 (d,
7,1)

4,09 (t, 8,3)

1,96 (m)

0,75 (m)
0,85 (m)

7,74 (d,
8,3)

21,6

173,1

52,3

39,7
24,7
22,1

22,0

173,3

59,0

30,6

18,4
19,5

171,3

22,9 -

- 4,15

172,1 -

51,8 1,53; 8,14

39,4 4,166;
24,2 -
22,5 -
22,4 -

- 4,166

172,2 -

58,1 2,01, 8,02

30,5 0,78
17,9 0,85
19,0 -

- 4,03
170,5 -

39,3

39,6; 173,3

24,7, 52,3
39,7
247

247

18,4; 19,5; 30,5;
171,3;173,3

59,0
18,6; 30,6; 59,0

1,48; 8,01
0,84; 1,48; 4,15

0,85; 1,53; 8,14

0,85; 4,166
0,85
1,53
1,53
0,85; 1,53; 4,166

0,78; 0,85; 2,01;
8,02

0,78; 0,85; 4,03;
8,02
2,01

2,01

0,78; 0,85;
2,01;4,03

1,48

0,84; 1,48; 4,164,
8,01

0,85; 1,53; 1,58;
8,02
0,85; 4,166

0,85
1,53;1,58
1,53; 1,58

1,53; 4,15

0,79; 0,85; 2,01,
8,166
0,78; 0,85; 4,03

0,85; 2,01; 4,03
0,78; 2,01

0,78; 0,85; 2,01,
4,03; 4,166
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Asp-5 o

B

NH

CoO

Leu-6 o

o1
02
NH

CoO

Leu-7 o

4,55 (m)

2,73 (dd,
4,8,12,0)/

2,59 (m)

8,16 (m)

4,35 (m)

1,49 (m)
1,40 (m)
1,55 (m)

0,82 (m)
0,83 (m)

7,62 (d,
7.5)

4,05 (m)

4,54 (m)

2,71 (dd,
5,1, 16,6)/

2,60 (dd,
8,8,16,6)

8,15 (d,
7.4)

4,51 (m)

1,44 (m)

1,44 (m)
0,84 (m)
0,84 (m)

7,62 (d,
8,5)

4,30 (m)

50,1

36,1

172,4

170,45

51,3

42,0

247
22,9
23,1

172,1

51,2

49,6

35,9

169,9

171,6

50,9

41,5

24,1
22,0
21,8

171,8

50,7

2,73; 2,59;
8,16
4,55

4,55

4,55

1,49; 7,62

4,35
4,35

4,35

1,64; 8,43

36,1; 170,45;
172,4
50,1

50,1

4,03;171,3

42,0, 172,1

22,9
23,1, 51,3
42,0

24,7, 42,0
42,0

39,5;172,1

2,59; 2,73; 8,16

2,59; 4,55; 8,16

2,73; 4,55; 8,16

2,59; 2,73; 4,55

0,83; 1,40; 1,49;
7,62
0,82; 7,62
0,83; 4,35; 7,62
0,83

1,40; 4,35; 7,62
1,40; 4,35; 8,43

0,82; 0,83; 1,40;
1,49; 4,35

0,85; 1,64, 1,54,
8,43

2,59; 2,73; 7,62,
8,16

0,85; 2,59; 4,55;
8,16

0,85; 1,49; 2,73;
4,55; 8,16

0,85; 2,73; 2,59;
4,03; 4,55

0,82; 0,83; 1,40;
1,49; 7,62; 8,43
1,40; 2,59; 4,35
0,83; 4,35
0,82

1,40; 1,49; 4,35
4,35

1,49; 4,35; 4,55;
8,16; 8,43

0,85; 1,21; 1,50;
1,64, 8,43
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Acido
graxo

o1

02

NH

CoO

1,64 (m)
1,54 (m)
0,85 (m)

0,85 (M)

8,43 (d,
6,8)

2,34
(dd,14,3,
7,0)/
2,45 dd,
9,7, 4,9)
5,05 (m)

1,53 (m)

1,21 (s)

1,22 (s)

1,53 (m)
1,37 (m)
0,81 (m)

0,81 (m)

8,59 (d,
6,6)

2,50 (m)/
2,34 (m)

5,07 (m)

1,54 (m)

1,22 (m)
1,21 (m)

39,5
24,5
23,41

23,47

172,1
170,6

41,7

71,9

34,0

247
29,0

38,9
24,0
21,2

21,1

171,8
169,9

41,2

71,4

33,6

243

28,4-
29,0

1,54; 4,05

4,05

5,05
5,05

1,53; 2,34,
2,45
5,05

24,5; 51,2
39,5
24,5

24,5

51,3;172,1

34,0; 71,9;
170,4/71,9; 170,4

24,7: 34,0; 41,7;
170,4; 172,1
29,0

29,1
29,30

0,85; 4,05; 8,43
0,85
1,21; 1,53; 5,05

1,21;1,53; 5,05

0,85; 1,54, 1,64,

4,05

1,22; 1,53, 2,45;
5,05
1,22;1,53; 2,34,
5,05

1,22; 2,35; 2,45

1,22; 4,05; 5,05

1,53; 1,22
1,53; 5,05

1,54, 4,05; 8,43
0,85; 1,64

1,54; 1,53; 1,64;
4,05
1,54; 1,53; 1,64;

4,05
0,85; 1,64; 4,05;

4,35; 7,62

1,22;1,53; 2,45;
5,05; 7,86
1,22;1,53; 2,34;
5,05; 7,86

1,22; 1,53; 2,34;
2,45; 7,86
1,22; 2,34; 2,45;
4,05; 5,05
1,53; 1,22; 5,05

0,85; 1,53; 5,05
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7 1,22 (s) 1,21 (m) 29,1 28.4- - 29,34 1,53; 5,05 0,85; 1,53; 5,05

29,0

8 1,22 () 1,21 (m) 29,30 28,4- - 29,45 1,53; 5,05 0,85; 1,53; 5,05
29,0

9 1,22 (s) 1,21 (m) 29,34 28,4- - 29,49 1,53; 5,05 0,85; 1,53; 5,05
29,0

10 1,22 (s) 1,21 (m) 29,45 28,4- - 31,6 1,53; 5,05 0,85; 1,53; 5,05
29,0

11 1,22 (s) 1,21 (m) 29,49 28,4- - 22,5, 29,3 0,85; 1,26; 0,85; 1,53; 5,05
29,0

12 1,26 () 1,28 (m) 31,6 31,2 0,85 14,34; 22,5 0,85 0,85; 1,22

13 1,22 (s) 1,21 (m) 22,5 22,0 0,85 14,34; 31,6 0,85 0,85

14 0,85 (m) 0,83 (m) 14,4 138 1,222,126 22,5; 31,6 1,22 -

a0 experimento foi realizado a 500 MHz para 'H e 125 MHz 13C com DMSO-d6, utilizando o TMS como padréo interno. "Dados da Surfactina A
normal-C14 (TANG et al., 2007; *H 400 MHz, 13C 100 MHz, DMSO-d6; PEYPOUX et al. 1991; 'H 300 MHz, DMSO-d6). (8) Deslocamentos quimicos em
ppm. (-) ndo identificado.
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5.7.3 Determinacdao estrutural das demais surfactinas por LC-ESI-MS/MS

Amostras Surfactina Al, A3, Ad e A5

As demais amostras Surfactina Al, Surfactina A3, Surfactina A4 e
Surfactina A5, isoladas do extrato de B. amyloliquefaciens LP164 (Item 4.7.8),
semelhantemente apresentaram-se como pos brancos amorfos, para as quatro
substéancias seus ions ([M+H]*) foram registrados em m/z 1008,6654, 1022,6748,
1036,6967 e 1050,7049, e as formulas moleculares CsiHgaN7013, Cs2H91N7013,
Cs3Ho3N7013 € Cs4HosN7013 respectivamente, analisadas por LC-ESI-MS/MS de
alta resolucgao.

Os espectros de fragmentacédo dos ions percussores em m/z 1008, 1022,
1036 e 1050 ([M+H]*) das amostras Surfactina Al, A3, A4 e A5 (Figuras 77-80
do material em Anexo), no sistema LC-ESI-MS/MS mostraram duas séries de
ions, b e y. Os ions fragmentos do tipo y apresentaram a mesma sequéncia de
aminoacidos ja mencionados para a amostra Surfactina A2, mas houve
variacdes de 14 Da (-CH2) na série dos ions fragmentos do tipo b N-terminal
(Tabela 23). Estes resultados indicaram a natureza homdloga de surfactinas A
ou C com Ci3 (Leu/lleu?), Cia (Leu/lleu7), Cis (Leu/lleu7) e Cis (Leu/lleu?),
respectivamente, como descrito na literatura (LIAO et al., 2016). Os dados de
fragmentacdo observados para o ion percursor em m/z 1022,6769 da amostra
Surfactina A3 mostraram ions fragmentos semelhantes aos da amostra
Surfactina A2, indicando ser isbmeros, porém ndo sendo possivel serem
distinguidos por espectrometria de massas. Para tal foi realizado experimentos
de RMN de 'H, 1D e 2D, para determinar a heterogeneidade da cadeia &cido
graxo (normal, iso e anteiso) e isbmero, bem como confirmar a sequéncia dos
lipopeptideos, especialmente devido a alta proporgéo de leucina e/ou isoleucina
na fracao peptidica das amostras de surfactinas.
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Tabela 23. ions detectados por fragmentacdo (LC-ESI-MS/MS) dos homdlogos
da surfactina a partir dos ions percusores de m/z 1008, 1022, 1036 e 1050.

(M + H]") (m/z)

Produtos da 12 série (alifatica) *Fragmentos 1008 1022 1036 1050
Cis Cia Cis Cis
Surfactina A2
(IM + H - H20]") 990 1004 1018 1032
(M + H - Leu]*) b7 895 909 923 937
(IM + H - Leu-Leu]*) be 782 796 810 824
(IM + H - Leu-Leu-Asp]*) bs 667 681 695 709
(IM + H - Leu-Leu-Asp-Vall*) ba 568 582 596 610
(IM + H - Leu-Leu-Asp-Val-Leu]*) bs 455 469 483 497
(IM + H - Leu-Leu-Asp-Val-Leu-Leu]*) b2 342 356 370 384
Produtos da 2 2 série (peptidica)
[M + H - BOH FA-Glu]* Y6 685 685 685 685
[M + H - BOH FA-Glu-Leu]* ys 572 572 572 572
[M + H - BOH FA-Glu-Leu-Leu]* ya 459 459 459 459
[M + H - BOH FA-Glu-Leu-Leu-Val]* Y3 360 360 360 360
[M + H - BOH FA-Glu-Leu-Leu-Val-Asp]* y2 245 245 245 245
BOH FA = cadeia B-hidroxi acido
graxo

*Fragmentos: b = N-terminal; y = C-terminal

5.7.4 Determinagéo estrutural das demais surfactinas por RMN

Amostras Surfactina Al, A3 e A4

Uma vez determinada a presenca em Surfactina A1, A3 e A4 de isoformas
das surfactinas A ou C (Ci3, Ci4 e Cis respectivamente) pelos dados de
espectrometria de massas, os espectros de RMN 1D e 2D das amostras foram
obtidos com a finalidade de ratificar esta presencga e determinar de qual ou quais
das isoformas se tratam. Os espectros de RMN de 'H (Figuras 81-83,
respectivamente do material em Anexo) e as correlacdes observadas nos
HMBCs revelaram que as substancias das amostras Surfactina Al, A3 e A4 sao
compostas da mesma sequéncia de aminoacido da amostra Surfactina A2 e
diferenciam-se por possuir uma cadeia lateral, ligada ao carbono metinico,

adjacente a lactona), indicando serem todas classificadas como surfactina A,
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com Leu na posicdo 7 da sequéncia peptidica (BOH FA-Glul-Leu?-Leu3-Val*-
Asp®-Leub-Leu’).

O mapa de correlaggo HMBC da amostra Surfactina Al (Figura 46a),
revelou a presenca de uma mistura das surfactinas A (Ci3) com um grupo
terminal isopropil (iso) e um outro sec-butil (anteiso). As correlagdes do sinal em
6 0,84 (H-13) com os sinais dos carbonos em 6 22,9, 6 27,8 € 6 38,9 (C-12, C-11
e C-10, respectivamente) indicam que a cadeia lateral 8-OH acido graxo para a
surfactina A (C13) iso € -(CH2)7CH(CHs)2. As correla¢des do sinal em 6 0,81 (H-
12) com os sinais dos carbonos em 6 34,2 e 6 36,5 (C-10 e C-9, respectivamente)
e o sinal em & 0,82 (H-13) correlacionando com o sinal em & 34,2 (C-10) indicam
que a cadeia lateral B-OH acido graxo para a surfactina A (Ci3) anteiso é -
(CH2)6CH(CH3)CH2CHs.

As correlacgdes HMBC para a amostra Surfactina A3 (Figura 46b),
apresentam um grupo terminal isopropil. O sinal em 6 0,84 (H-14) correlaciona
com os sinais dos carbonos em ¢ 22,9, 27,8 e 38,9 (C-13, C-12 e C-11,
respectivamente), indicando que a cadeia lateral B-OH acido graxo para a
surfactina A (Ci4) iso é -(CH2)sCH(CHs)2. Para a amostra Surfactina A4 (Figura
46c¢) os dados de HMBC revelam a presenca de uma mistura das surfactinas A
(C1s) iso e anteiso observando-se: correlagdes do sinal em ¢ 0,83 (H-15) com os
sinais dos carbonos em § 22,9, § 27,8 e 6 38,9 (C-14, C-13 e C-12,
respectivamente), indicando que a cadeia 8-OH &cido graxo para a surfactina A
(C1s) iso € -(CH2)oCH(CHs)2; e correlagbes do sinal em 4 0,83 (H-14) com os
sinais dos carbonos em 6 34,2 e $ 36,5 (C-12 e C-11, respectivamente) e o sinal
em & 0,84 (H-15) correlacionando com o sinal em 6 34,2 (C-12), indicando que a
cadeia lateral B-OH &cido graxo para a surfactina A (Cis) anteiso é -
(CH2)sCH(CH3)CH2CHs. Todas as atribuic6es de ressonancia 1D e 2D, para as
amostras Surfactina Al, A3 e A4 estdo resumidas nas Tabelas 30-32

respectivamente do material em Anexo.
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Figura 46. Mapas de correlagdo de H- 3C HMBC em DMSO-d6 (500 MHz),
ampliacao das regides dos grupos da cadeia laterais B-OH acido graxo. (a)
Surfactina Al (b) Surfactina A3 e (c) Surfactina A4.

5.7.5 Determinacéao estrutural das iturinas por LC-ESI-MS/MS

Amostra lturina Al

A amostra Iturina Al isolada do extrato de B. amyloliquefaciens PpC1 2.2b
(LP164) (Item 4.7.7) apresentou-se como um p6 branco amorfo, correspondente
a uma substancia pura de massa molecular 1042.5525 e férmula molecular
CasH75N12014, de acordo com as anélises por LC-ESI-MS/MS de alta resolugéo,
em que foi observado o ion em m/z 1043,5545 ([M+H]").

No espectro de fragmentacdo do ion percursor em m/z 1043,5 ([M+H]*) da
amostra Iturina Al (Figura 47), no sistema LC-ESI-MS/MS, foram observados
uma série de ions fragmentos que permitiram obter a sequéncia Pro°>-Asn®-Ser’-
BAA-Asn!-Tyr>-Asn3-GIn*-CO* (BAA significa B-amino acido graxo), coerente
com uma iturina clivada na ligacdo peptidica entre Pro® e GIn* Os ions
fragmentos do tipo b foram detectados em m/z 98 (bl), m/z 212 (b2), m/z 299
(b3), m/z 524 (b4), m/z 638 (b5), m/z 801 (b6) e m/z 915 (b7) e os ions
fragmentos do tipo y em m/z 219 (y1), m/z 243 (y2), m/z 406 (y3), m/z 520 (y4),
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Figura 47. Espectro de fragmentacao do ion ([M+H]*) em m/z 1043,5545, obtido
por LC-ESI-MS/MS da amostra B. amyloliquefaciens PpC1l 2.2b (LP164), e
respectiva proposta de fragmentacéo para a isoforma iturina A (Cia).
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m/z 745 (y5), m/z 832 (y6) e m/z 946 (y7).

Ainda no espectro de LC-ESI-MS/MS do ion em m/z 1043,5 foram
observados ions iménio de m/z 101 (GIn) e m/z 136 (Try), ions com perda de
H20 de m/z 409 (Asn+Ser+BAA-H20)* ou NHs de m/z 323 (BAA+Asn-NH3)" e
ions de fragmentacdo interna observados em m/z 541 (Asn+Ser+pAA+Asn)*,
m/z 392 (Asn+Tyr+Asn) *, m/z 340 (BAA+Asn) *, m/z 313 (Ser+pAA)* e m/z 278
(Tyr+Asn)*. Outros ions principais também foram detectados, incluindo m/z 1026
(M+H-NH3s) *, m/z 1009 (M+H-2NH3) * e m/z 932 (M+H-GIn+H20)*.

De acordo com estes fragmentos, tipicos de CID, a sequéncia observada &
coerente com o ion de uma das isoformas da iturina A (Ci4), apés a abertura do
anel na ligacdo Pro® e GIn* (Figura 47). Para confirmar a sequéncia peptidica
deste lipopeptideo, bem como a heterogeneidade da cadeia acido graxo (normal,
iso e anteiso) foram realizadas analises de RMN de 3C e de 'H, 1D e 2D.

5.7.6 Determinagéo estrutural das iturinas por RMN

Amostra lturina Al

No espectro de RMN de *H em DMSO-d6 a 500 MHz da amostra Iturina Al
foram registrados sinais que confirmam a presenca de cadeia longa alifatica (CH:2
em & 1,53-1,24) e sinais que confirmam o esqueleto peptidico, a saber: 4 sinais
de hidrogénios a-metinicos comuns em ligacdes peptidicas (integrados para 8
H-C, em 6 4,51-3,99) e 10 sinais caracteriticos dos hidrogénios ligados a N
(integrados para 7 H-N e 8 H2-N em & 8,70-6,87) (Figura 48). Além disso, estado
presentes entre 6 2,8 e 1,0 os sinais caracteristicos dos hidrogénios alifaticos
(CH2, Bevy),em 60,85 (t, J = 7,0 Hz, 3H) um grupo metil (CH3) terminal (Figura
48) e em 6 7,02 (d, J = 8,5 Hz, 2H) e & 6,66 (d, J = 8,5 Hz, 2H) dois pares de

dupletos referentes a um anel benzeno para-dissubstituido (Figura 49).
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Figura 49. Ampliacdo do espectro de RMN de H da amostra Iturina Al em
DMSO-d6 (500 MHz) da regido aromatica do residuo de aminoacido Tyr
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No espectro de RMN de 3C de lturina Al (Figura 50), também coerente com
uma das isoformas das iturinas A (Ci4) (HIRADATE et al.,, 2002), foram
observados sinais dos grupos metilénicos da cadeia lipidica em & 31,7-22,0,
grupos carbonila, em & 174,5-170,7, carbonos aromaticos de benzeno para-
dissubstituido em § 156,2-115,5, sinais de carbonos metinicos a-carbonilicos
peptiticos em 6 61,2-50,1, um sinal de carbono oximetilénico em 6 61,8, além
dos outros sinais de carbonos metinicos e metilénicos em & 47,0-22,5, e metilico,
em § 14,4. O espectro de 3C, juntamente com o DEPT-135 (Figura 51), como
era esperado, apresentaram 5 sinais de carbonos metinicos (correspondentes a
8 grupos CH), 19 de metilénicos (correspondentes a 21 grupos CH2), 1 sinal de
carbono metilico e 11 de carbonos carbonilicos (correspondentes a 12 grupos
C=0), podendo ser atribuidos as carbonilas dos residuos de aminoécido.

A identificacdo mais precisa da amostra Iturina A1 envolveu a andlise dos
mapas de correlacdo de COSY, TOCSY e NOESY (Figura 52-54). O COSY
(Figura 52) mostrou as correlagbes HN-HCa com apenas sete grupos de
aminoécidos, indicando a presenca de prolina, uma vez que, a mesma tem
uma estrutura ciclica alifatica e seu N a- aminico esta ligado a dois atomos de
carbono. Esta confirmagéo foi possivel a partir do experimento TOCSY (Figura
53), em que as correlacdbes observadas caracterizam sete residuos de
aminoacidos e um residuo amino acido graxo da cadeia lipidica a saber:
asparagina (Asn) (3x), tirosina (Tyr), serina (Ser), glutamina (GlIn), prolina (Prol)
e B-amino acido graxo (BAA). Também foram observadas correlagdes do sinal
em o 7,14 (HN) com os sinais em 2,34 (H-36), 8 3,99 (H-37’), e 1,41 (H-38’),
revelando a presenca do B-amino acido graxo. Ainda no mapa de correlacao
TOCSY naregido dos sinais entre ¢ 7,32-6,85 foram observadas correlacfes que
caracterizam quatro grupos amidas terminais dos residuos de aminoacidos Asn
(3x) e GIn (Figura 53 e Tabela 23). As correlacdes do sinal em 6 4,17 (H-23) com
os sinais & 2,13 e 1,78 (H-24, H-24), 1,98, e 1,88 (H-25, H-25) e 3,76 (H-26)
indicaram a presenca do aminoacido prolina na sequéncia do ciclo peptidico
(Figura 53).
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Em seguida, as sequéncias dos residuos dos aminoacidos e o macrociclo
foram atribuidos pelo experimento NOESY (Figura 54 e Figura 55) através de
correlagcdes espaciais dos residuos sequencialmente adjacentes, das quais
destacamos: a correlacdo do sinal em 6 7,14 (HN) do acido graxo S-amino com
67,71 (HN) do Asn 1; deste sinal com o sinal em 6 8,70 (HN) da Tyr 2; deste com
o sinal em 6 8,05 (HN) de Asn 3, que correlaciona também com o sinal em 6 6,97
(HN) de GIn 4; do sinal deste mesmo aminoacido em 6 4,51 (HCa) com o sinal
em d 3,76 (HCS) de Prol 5, o qual também se correlaciona com o sinal em 6 4,17
(HCa) do mesmo aminoacido de Prol 5; deste com o sinal em 6 8,70 (HN) de Asn
6, 0 qual se correlaciona com o sinal em ¢ 7,32 (HN) da Ser 7; e completando o
macrociclo, este mesmo sinal correlaciona-se com o sinal em 6 7,14 (HN) da
cadeia do B-amino &cido graxo (Tabela 23). Uma vez que a atribuicdo das
correlagdes dos hidrogénios (HN/HN/HCa) de cada residuo foi realizada, os
mapas de correlacédo *H-13C HSQC e H-3C HMBC permitiram a atribuicdo dos
carbonos protonados e quaternarios correspondentes (Tabela 23). No HSQC
(Figura 56) foram observadas as correlacfes que caracterizam os hidrogénios e
carbonos a (HCa) dos residuos de aminoacido asparagina (Asn) (3x), tirosina
(Tyr), serina (Ser), glutamina (GIn), prolina (Prol) e B-amino acido graxo (BAA).
Também foram observadas as correlacdes que caracterizam o residuo de
aminoacido prolina a saber: em 6 4,17 (HCa) de Prol correlacionando com o sinal
em § 61,2 (C-23), em § 2,13 e 1,78 (HB, HB”) correlacionando com & 29,5 (C-
24), em § 1,98 e 1,88 (Hy, Hy”) correlacionando com o sinal em & 25,0 (C-25) e
em & 3,76 (HJd) correlacionando com & 47,6 (C-26).
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Ainda no HSQC foram observados os dois sinais de carbono em 6 42,2 (C-
36) e 6 45,8 (C-37) caracteristicos de um -aminoacido dos lipopeptideos
iturinicos (KAJIMURA et al., 1995), os quais foram atribuidos ao a-CHz (C-36) e
B-CH (C-37), adjacente ao NH da cadeia B-amino acido graxo. Observou-se
também que as correlagbes HSQC (Figura 56) dos sinais de carbono em 6 61,8
(metileno, C-33) e 56,6 (metino, C-32) mostraram fortes correlacdes para o

residuo de serina, confirmada também pelas correlacdes observadas no

experimento TOCSY.
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Figura 56. Ampliacédo da regido CH/Ha, B e 6 do mapa de correlagéo H — 3C
de HSQC da substancia Iturina A1 em DMSO-d6 (500 MHz).

Com base no mapa de contorno HMBC, foi possivel confirmar as carbonilas

peptidicas e das amidas contidas nos grupos GIn e Asn a partir de correlacdes
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entre os sinais 8 7,32- 6,85 com os carbonos carbonilicos em 6 174,5-171,2

(Figura 57 e Tabela 23).
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Figura 57. Ampliacdo do mapa de correlagdo 'H — 3C de HMBC da substancia
Iturina A1 em DMSO-d6 (500 MHz).

O carbono metil terminal da cadeia lipidica, em & 14,4, bem como 0s
hidrogénios geminais em & 0,85 (3H, t) do espectro de RMN de 'H e suas

correlagdes no HMBC (Figura 58) com carbonos em $ 22,5 e 6 31,7, indicaram
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que a amostra Iturina A1 é uma isorforma da surfactina A (normal-C14). Todas as

atribuicbes de RMN 1D e 2D para Iturina Al estao resumidas na Tabela 24.
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Figura 58. Ampliacdo do mapa de correlacéo *H- **C HMBC correspondente ao
final da cadeia do B-amino acido graxo da substancia Iturina A1 em DMSO-d6
(500 MHz).
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Tabela 24. Dados de RMN1De 2D da amostra Iturina A1 — Iturina A (normal-Ci4).

Amino Posicdo 'H 8 (mult.,, Jem IH 6 (mult., J BC/HSQC *BC (8)° COSY (*H-'H)2  HMBC (*H-3C)? NOESY? TOCSY?
acido Hz)?2 em Hz)? (d)2
Asn? 1 4,43 (2H, m) 4,42 (2H,m) 51,2 50,8 2,29; 7,71 173,8 2,17; 7.32; 2,17; 2,29;
7,71 7,71
2 2,29 (1H, dd, 15,8 2,29 (1H, dd, 36,7 36,3 2,17; 4,43 51,2;171,2 4,43, 7,71 4,43; 7,71
e 8,4)/ 15,8, 8,4)
2,17 (1H, d) 2,16 (1H, dd) 36,7 36,3 4,43 51.2; 171.2 443,771 443,771
3 171,2 170,6
4 173,8 173,3
1-NH 7,71 (1H, s) 7,70 (1H, d) - - 4,43 36,7;51,2;171,6 2,34, 3,66; 2,17; 2,29;
3,99; 4,43 4,43
3-NHz 7,32 (1H, s)/ 7,31 (1H, s) - - 61,8; 171,2 4,17; 7,12 6,91/7,32
6,91 (L H, s) 6,89 (1H, s) - - 36,7;171,2 7.32 7,32
Tyr? 5 4,03 (1H, m) 4,02 (1H,m) 56.8 56,3 2,73; 8,70 354; 42,2, 61,2; 2,76, 2,96, 2,76,  2,96;
128,5; 171,7 7,02; 8,05; 8,70
8,70
6 2,96 (1H, dd, 14,3 2,96 (1H, dd, 354 34,9 2,73; 4,03 56,8; 128,4; 2,73; 4,03; 2,73; 4,03;
e 3,7) 14,3 e 3,7) 130,2; 171,7 8.70 8,70
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Asn?

8,12

9 11

10
13
5-NH

10-OH

15

16
17

14-NH

16-NH2

2,73 (1H, dd,14,3
e 11,2)

7.02 (2H,d, 8,5)  7.01 (2H, d, 8.4)

6.66 (2H, d, 8,5)  6.65 (2H, d, 8.4)

8.70 (2H, 1) 8.68 (2H, d)
9.17 (1H, s) -
4.44 (1H, m) 4.43 (1H,m)

2.59 (1H, dd, 15.4 2.58 (1 H, dd,
e 9.5) 15.4 € 9.5)
2.48 (1H, d,) 2.47 (1H, dd)

8.05(1H,d, 7.2)  8.04 (1H, d)

7.21 (1H, s) 7.19 (1H, s)

35,4

128,4

130.2
(2C)
115.5

156.1

171.7

50.16

36.5

36.5
171.5

171.4

34,9 4,03; 2,96
127,9
129.7
(2€)
115.0 7.02
(2C)
155.8
171.1
- 4.03
50.8 2.59; 8.05
36.0 4.44
36.0 4.44
171.2
170.0
4.44
6.87

56,8; 130,2;
128,4;172,2
174.5

128.4; 115.5;
156.1

35.4;56.8;173.8

36.5;171.5

1715

50.16; 171.5

36.5; 51.16;
171.7

1715

2,45,  2,96;
4,03; 8,70

2.09; 6.6

7.02

2.73;  2.96;
4.03; 8.05

250, 6.97;
8.05

4.44; 8.05

8.05

259, 2.96;
4.03; 4.44;
6.97; 8.70

2.59; 6.87

4,03

6.6

7.02

2.73;
4.03

2.59

4.44; 8.05

8.05

2.59;4.43

6.87

2.96;
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Gln4

Prol®

19

20
21
22

18-NH

21-NH2

24

25

6.87 (1H, s)
4.51 (1H, m)

2.02 (1H, m)
1.74 (1H, m)

2.09 (2H, m)

6,97 (1H, d, 7.8)

7.12 (1H, s)
6.85 (2H, s)
4.17 (2H, m)

2,13 (1H,m)/
1.78 (1H, m)

1.98 (1H,m)/
1.88 (1H, m)

6.85 (1H, s)
4.51 (1H, m)

2.03 (1H, m)
1.75 (1H, m)

2.09 (2H, m)

6.91 (1H, d)

7.10 (1H, s)
6.82 (2H, s)
4.16 (2H, m)

2.12 (1H, m)
1.74 (1H, m)

1.98 (1H, m)
1.88 (1H, m)

50.1

27.0
27.0

31.0
174.5

171.1

61.2

295
29.5

25.0
25.0

49.6

26.5
26.5

30.5
1741
170.9

60.8

29.0
29.0

24.6

24.6

1,74, 2.02; 6.97

2.09

31.0

451

1.78

1.74, 4.17

2.13;4.17

3.76
3.76

171.5
27.0

50.1

1.74; 4.51; 6.97

27.0; 50.1,
171.4

174.5
31.0; 1745

25.0; 29.2; 47.6;
173.2
61.2

61.2;173.2

47.6; 61.2

47.6; 61.2

7.21

2.09; 3.76;
6.97

2.09; 451,
6.97

6.97

3.76; 4.03;
4.51; 8.05
2.09; 6.85
1.78; 8.70
4.17;8.70
3.76; 4.17,
8.70

3.76

7.21

1.74,
6.97

2.09;

4.51; 6.97

31.0

1.74; 2.09;
451

6.85
7.12

1.78; 1.88;
1.98
3.76; 4.17

3.76; 4.17

3.76; 4.17

3.76; 4.17
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Asn®

Ser”?

Graxo

26

27

29

30
31
28-NH

30-NH:2

33
34
32-NH

33-OH

35

3.76 (2H, m)

4.43 (2H, m)

2.70 (1H, d)/
2.45 (1H, m)

8.70 (2H,1)

7.36 (1H, s)/
6.85 (2H,s)
4.17 (2H, m)
3.66 (2H, 1)

7.32 (2H, d)

4.86 (1H, s)

3.75 (2H, m)

4.42 (2H, m)

2.71 (1H, dd)
2.45 (1H, dd)

8.68 (2H,d)

7.35 (1H,s)
6.82 (2H,s)
4.16 (2H, m)
3,66 (2H,d)

7.32 (1H, d)

4.83 (1H, br)

47.6

173.2
51.2

35.6

172.3

171.7

56.6
61.8
170.7

171.6

47.2

172.7
49.7

35.2

171.8
170.8

170.3

171.2

1.98

2.45;8.70

2.45;4.43

2.70; 4.43

4.43

4.17

3.66

25.0; 29.5

172.3

51.2;172.3

35.6; 51.2;
173.2

172.3

35.6;172.3
61.8;170.7
56.6; 170.7

56.6; 171.7

56.6; 61.8

2.02;4.51

2,70; 8.70

4.43

4.43; 8.70

1.78; 2.13;
2.45; 2.70;
4.43
2.45; 2.70;
6.85
7.36

3.66; 7.32
4.17,7.32

3.66; 4.43;
4.86; 8.70
3.66; 7.32

1.78; 1.88;
2.02; 2.09

2.45; 2,70;
8.70
4.43; 8.70

4.43;8.70

2.45;2.70

6.85

7.36

3.66; 4.17;
4.86
3.66; 4.17;

7.32
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36

37

38

39

40-45

46
47
48

37-NH

2.34 (2H, m) 2.33 (2H, m)

3.99 (1H,m) 3.97 (1H, m)
1.41 (2H, m) 1.40 (2H, m)
1,21 (1H, m)/ 1.26 (1H, m)
1,12 (1H, m) 1,16 (1H, m)
1.24 (br, s) 1.28-1.08
1.24 (br, s) -

1.27 (br,s) -

0.85 (3H, 1) 0.84 (3H, 1)

7.14 (1H,d, 8.4)  7.12 (1H, d)

42.2 41.7
45.8 45.4
35.0 34.6
25.8 254
25.8 254

29.0-29.6 28.6-

20.1
31.7 31.3
22,5 22.0
14.4 13.9

2.17;3.99

1.41;2.34;7.14

1.25; 3.99

0.85

1.24

3.99

171.6

29.0

29.0

22.5;29.6

22,5
14,4; 31,7
22,5; 31,7

170.7

1.41; 3.99;
7.14;,7.71
1.41; 2.34;
7.14;,7.71
2.34; 3.99;
7.14

3.99; 7.14

3.99

3.99

1.41; 2.34;
3.66; 3.99;
417, 4.43;
7.32

1.41; 3.99;
7.14
1.41;2.34

1.41; 3.99;
7.14
1.41; 3.99;
7.14
0.85; 1.41

1.41; 3.99;
2.34;

4Experimento a 500 MHz para H e 125 MHz para 3C em DMSO-d6, com TMS como padréo interno. PHIRADATE et al., (2002; H, 600 MHz; 13C, 150 MHz; DMSO-d6). (5)
Deslocamento quimico em ppm. (-) ndo identificado.
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5.7.7 Determinacdao estrutural das demais iturinas por LC-ESI-MS/MS

Amostras lturina A2, A3, Ad e A5

As amostras Iturina A2, Iturina A3, Iturina A4 e Iturina A5 isoladas do extrato
de B. amyloliquefaciens LP164 (Item 4.7.7), semelhantemente apresentaram-se
como um pé branco amorfo, correspondente a quatro substancias pura de massa
molecular com ions ([M+H]*) em m/z 1057,5661, 1071,5808, 1071,5859 e
1085,5997, coerentes com as férmulas moleculares CagH76N12014, CsoH78N12014,
CsoH7sN12014 € Cs1HsoN12014, respectivamente, de acordo com as analises por
LC-ESI-MS/MS de alta resolucéo.

Os espectros de fragmentacéo dos ions percussores em m/z 1057, 1071,
1071 e 1085 ([M+H]*) (Figuras 84-87 respectivamente do material em Anexo),
no sistema LC-ESI-MS/MS mostraram ions tipo b e y, onde os ions fragmentos
do tipo y apresentaram a mesma sequéncia de aminoacidos ja mencionados
para a amostra Iturina A1, porém houve variacdes na série dos ions fragmentos
do tipo b N-terminal de 14 Da (-CH2). Estes resultados indicaram a natureza
homéloga de iturinas A com Cis, Cis e Ci7 (VATER et al., 2002; DANG et al.,
2019). Entretanto, dados de fragmentacdo observados para o ion percursor de
m/z 1071,5808 ([M+H]*) e m/z 1071,5859 ([M+H]*), mostraram ions fragmentos
semelhantes ndo sendo possivel serem distinguidos por espectrometria de
massas. Para tal foram realizados experimentos de RMN de 'H, 1D e 2D, para
determinar a heterogeneidade da cadeia acido graxo (normal, iso e anteiso), bem

como confirmar a sequéncia peptidica destes lipopeptideos.

5.7.8 Determinacdao estrutural das iturinas por RMN
Amostras lturina A2, A3, Ad e A5

Os espectros de RMN de 'H e HMBC revelaram que as substancias das
amostras lturina A2, Iturina A3, Iturina A4 e Iturina A5 (Figuras 88-91
respectivamente do material em anexo) sdo compostas da mesma sequéncia de
aminoacido da amostra lturina Al, exceto para a estrutura da cadeia S-amino
acido graxo, indicando serem todas classificadas como iturina A, com sequéncia

peptidica BAA- Asn-Tyr>-Asn3-GIn*- Prol>-Asn®-Ser’. Todas as atribuicdes de
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ressonancia 1D e 2D, para as amostras lturina A2, A3, A4 e A5 estdo resumidas
nas Tabelas 33-36, respectivamente do material em Anexo.

No espectro de RMN de H da amostra Iturina A2 foi observado uma
sobreposicao de sinais na regidao de 6 0,85-0,81 (Figura 59). Observou-se
também um dupleto em 6 0,85 (6H, d, 6,6 Hz), um tripleto em 6 0,82 (3H, t, 7,0
Hz) e um dupleto em 6 0.81 (3H, d, 7,0).

T T T T T T T T T T
0,92 0.90 0.88 0.86 0.84 0.82 0.80 0.78 0.76 0.74 0.72 ppm

-t

Figura 59. Ampliacdo do espectro de RMN de *H em DMSO-d6 (500 MHz) da
amostra lturina A2.

O mapa de correlagdo HMBC da amostra Iturina A2 (Figura 60a), revelou
a presenca de uma mistura das isoformas da iturina A (Cis) com variagdes na
ramificagdo da cadeia B-amino acido graxo através de um grupo terminal
isopropil (iso) e um outro sec-butil (anteiso). As correlagdes do sinal em s 0,85
(6H, d, 6,6 Hz) (H-14) com os sinais dos carbonos em 6 22,9, 5 27,8 e 6 38,9 (C-
15, C-13 e C-12, respectivamente) indicam que a cadeia lateral S-amino acido
graxo para a iturina A (Cis) iso € -(CHz2)9CH(CHa)2. As correlagdes do sinal em
0,81 (3H, t, 7,0 Hz) (H-12) com os sinais dos carbonos em § 34,2 e 6 36,5 (C-12
e C-11, respectivamente) e do sinal em 6 0,82 (3H, d, 7,0) (H-15) com o sinal em
8 29,3 (C-13) indicam que a cadeia lateral S-amino &cido graxo para a iturina A
(C1s) anteiso € -(CH2)sCH(CH3)CH2CHzs.
O HMBC da amostra Iturina A3 (Figura 60b) apresentou um grupo terminal
isopropil, pelas correla¢gdées do dupleto em 6 0,85 (6H, d, 6,6 Hz) (H-15 e H-16)
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com os sinais dos carbonos em 6 22,9, 6 27,8 e 6 38,9 (C-15, C-14 e C-13,
respectivamente), indicando que a cadeia lateral acido graxo 8-amino acido para
a iturina A (C16) iso é -(CH2)10CH(CH3)2.

Para a lturina A4 as correlacdes HMBC (Figura 60c) revelou a presenca de
uma mistura das isoformas da iturina A (Cis) iso e normal observados pelas
correlacdes do sinal em & 0,84 com os sinais dos carbonos em § 22,9, 6 27,8 e
6 38,9 (C-15, C-14 e C-13, respectivamente) indicando que a cadeia lateral B-
amino acido graxo para a iturina A (Caise) iso é -(CH2)10CH(CHzs)2 e correlagbes
do sinal em 6 0,85 com os sinais dos carbonos em 6 22,5 e 6 31,6 (C-15 e C-
14, respectivamente) indicando que a cadeia lateral S-amino acido graxo para a
iturina A (Ci6) normal é -(CH2)12CHs.

Para a amostra Iturina A5 as correlacbes HMBC (Figura 60d) revelou a
presenca da isoforma da iturina A (C17) anteiso observados pelas correlagdes do
sinal em & 0,8 com os sinais dos carbonos em 6 34,2 e 6 36,5 (C-14 e C-13,
respectivamente) e o sinal em 6 0,82 correlacionando com o sinal em 6 29,3, 34,2
(C-15 e C-14 respectivamente) indicando que a cadeia lateral acido graxo (-
amino para a iturina A (C17) anteiso € -(CH2)10CH(CH3)CH2CHzs.
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Figura 60. Mapa de correlacdo de 'H- 3C HMBC em DMSO-d6 (500 MHz),
ampliagao das regides dos grupos das cadeias laterais f-amino 4cido graxo: (a)
Iturina A2 (b) Iturina A3 (c) Iturina A4 e (d) Iturina A5.
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5.7.9 Determinacdo estrutural dos lipopeptideos da fengicina por LC-ESI-
MS/MS

O perfil LC-ESI-MS/MS do ion percussor de m/z 1463,8 (Figura 61) mostrou
uma série de ions fragmentos correspondentes a sequéncia Pro’-GIn8-Tyr%-le10-
Tyr3(acido graxo BOH-Glu'-Orn?-)-Thr4-Glu®-Ala®, tipica de fengicinas, com
abertura do anel preferencialmente na ligacdo peptidica entre Ala®e Prol’, como
mostrado pelos fragmentos em m/z 226, 389, 502, 1162, 1263 e 1392. Foram
observados também ions em m/z 1209, 1080 e 966 (Figura 62), correspondentes
a perdas da cadeia 3-OH acido graxo sozinha, junto com -Glu e junto com -Glu-
Orn, respectivamente, do segmento N-terminal da fengicina A (Cise) (Figura 61).

De forma semelhante, os ions em m/z 994 e 1108 do ion em m/z 1491,7
(Figura 62) correspondem a perda neutra da cadeia 3-OH acido graxo-Glu e (-
OH acido graxo-Glu-Orn. Porém eles aparecem em m/z 1108 e 994, exatamente.
A diferenca de 28 Da superior aos ions correspondentes da fengicina A é
coerente com a substituicdo de Ala (71 Da) por Val (99 Da) na posicédo 6 deste
novo homodlogo decapeptideo ciclico, identificado como a fengicina B (Cais).
Interessantemente, no espectro de CID do ion em m/z 1477,8 foram observados
os dois pares de ions fragmentos de m/z 966 e 1080 e m/z 994 e 1108 (Figura
63), indicando que fengicina A (Ci7) e fengicina B (Cis) contribuiram para a
formacdo do ion de m/z 1477,8. Essa associacdo também foi encontrada em
outros trabalhos (BIE, et al., 2009; FARIA et al., 2011) e é atribuida a diferenca
no comprimento da cadeia acido graxo, com variagbes de 14 Da nas séries
homologas das isoformas (A e B). Com isso, 0 peso molecular das isoformas da
fengicina A podem ter o mesmo peso molecular que o de uma isoforma da
fengicina B quando a cadeia acido graxo tiver dois grupos CH2 a menos, sendo
equivalente a diferenca de 28 Da entre Val e Ala. Portanto a diferenca nos anéis
de lactonas das fengicinas A e B pode ser usada como indicador para discrimina-
las, visto que em todos os homologos da fengicina, quando submetidos a analise
CID, as fragmentacdes correspondentes as perdas de BOH acido graxo-Glu e
BOH acido graxo-Glu-Orn, observadas pelos ions de m/z 966, 1080 na fengicina
A e m/z 994, 1108 na fengicina B, indicam a presenca de Ala ou Val na cadeia

peptidica (Tabela 25), respectivamente.
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Figura 61. Espectro de fragmentacdo LC-ESI-MS/MS do ion ([M+H]*) em m/z
1463,8022 da amostra Fengicina AB1 e proposta de fragmentacdo para a
isoforma fengicina A (Cais).
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Figura 62. Espectro de fragmentacdo LC-ESI-MS/MS do ion ([M+H]*) em m/z
1491,8498 da amostra Fengicina AB1 e proposta de fragmentacdo para a
isoforma fengicina B (Cus).
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Figura 63. Espectro de fragmentacdo LC-ESI-MS/MS do ion ([M+H]*) em m/z
1477,8243 da amostra Fengicina AB2 e proposta de fragmentacdo para a
isoformas: (a) fengicina A (Ci7) e (b) fengicina B (Cis).
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Portanto, esses ions sao “marcadores” das fengicinas A e B,
respectivamente, e poder servir para identificar rapidamente homologos da
fengicina. As diferencas entre eles e o valor do ion ([M+H]*) permite atribuir o
comprimento das cadeias de acidos graxos. Os resultados acima exemplificam
com sucesso a importancia do uso da espectrometria de massas na
diferenciacéo dos homologos da fengicina A e B, mesmo quando duas isoformas
de mesmo peso molecular estdo presentes, como no caso do ion percussor de
m/z 1477,8.

Tabela 25. Atribuicdo por LC-ESI-MS/MS dos homologos protonados da
fengicina presentes nas amostras Fegicina AB1 e Fengicina AB2 de B.
amyloliquefaciens (LP164).

lon Fragmentos Homdélogos da Aminoacido

(m/z) FengicinaAe naposicao
B 6
1463,6 1080 e 966 Cis fengicina A Ala
1477,8 1080 e 966 Ci7fengicina A Ala
1477,8 1108 e 994 Cisfengicina B Val
1491,7 1108 e 994 Cifengicina B Val

5.7.10 Substéancias lipopeptidicas identificadas de B. amyloliquefaciens
(LP164)

De acordo com os resultados acima, seis lipopeptideos da familia iturina,
sete lipopeptideos da familia surfactina e quatro lipopeptideos da familia da
fengicina (Tabela 26) foram isolados de uma cepa endofitica de B.
amyloliquefaciens, associada a P. peltatum. Todos esses lipopeptideos sé&o
conhecidos, por exemplo: os homdlogos da iturina A foram isolados de um
endofito B. amyloliquefaciens (HIRADATE et al., 2002), os homdélogos da
surfactina A, de B. subtilis (LIU et al., 2007), e homdlogos da fengicina, de B.
licheniforms e B. amyloliquefaciens (PECCI et al., 2010; KAKI et al., 2020).

Em geral, as familias surfactina, iturina e/ou fengicina s@o mais
frequentemente relatadas para B. subtilis (FIRA et al., 2018; MEJRI et al., 2017,
KHASPAR et al., 2019), em segundo lugar para B. amyloliquefaciens (DIMKIC
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et al., 2017; FIRA et al., 2018; SOARES et al., 2016) e, as vezes, para outras
espécies de Bacillus. Sdo exemplos de produtores de surfactinas: B. megaterium
(SUMI et al., 2015), B. pumilus (SLIVINSKICT et al., 2012), B. mojavensis (AYED
et al., 2014), B. licheniformis (LIU et al., 2016), B. natto (KAMEDA et al., 1974;
SUN et al.,, 2019) e B. polyfermenticus (KIM et al., 2009); de fengicinas: B.
thurigiensis (ROY et al., 2013), B. mojavensis (AYED et al., 2014) e B.
megaterium (PUEYO et al., 2009); e de iturinas: B. natto (SUN et al., 2019) e B.
megaterium (SUMI et al., 2015).

Embora relatos recentes tenham revelado genes de surfactina, fengicina e
iturina em outras cepas de B. amyloliquefaciens (por exemplo, LV et al. 2020), a
producdo de diferentes isoformas destes lipopeptideos variam para cada
linhagem. Até o presente momento, poucas cepas de B. amyloliquefaciens
produzem as trés familias de lipopeptideos, simultaneamente (FARZAND et al.,
2020; CALVO et al., 2019). Porém, este € o primeiro relatério com da producao
simultanea de seis iturina A (Ci4, -C17), sete surfactina A (C13-Cis), duas fengicina
A (Cis e C17) e duas fengicina B (Cis e C17) por uma cepa de B. amyloliquefaciens
(Tabela 25). Nossos resultados ratificam que a variedade de isoformas das
familias de lipopeptideos surfactina, fengicina e iturina tém significado quimico
para as espécies de Bacillus, em particular para B. amyloliquefaciens e B.

subtilis, presumivelmente seus principais produtores.

Tabela 26. Lipopeptideos identificados de B. amyloliquefaciens (LP164) por LC-
ESI-MS/MS e RMN.

Lipopeptideos Formula Calculada  Observada Erro

Molecular [M+H]* [M+H]* (ppm)

Surfactina A (i-Cas) CsiHgoN7O13  1008.65966  1008.6654 5.75
Surfactina A (a-C13)  CsiHggN7O13  1008.65966  1008.6654 5.75
Surfactina A (n-Ci14)  Cs2HoiN7O13  1022.67531  1022.6755 0.19
Surfactina A (i-Cu4) Cs2HoiN7O13  1022.67531  1022.6748 0.48
Surfactina A (a-Ci15)  CssHesN7O13  1036.69096  1036.6967 5.59
Surfactina A (i-Cis) Cs3HosN7O13  1036.69096  1036.6967 5.59
Surfactina A (Cis) CsaHosN7O13 1050.70661  1050.7049 1.61
Iturina A (n-Cu4) CagH7aN12014  1043.55257  1043.5545 1.91
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Iturina A (i-Cis) Ca9H76N12014  1057.56822  1057.5661 1.98

Iturina A (a-Cis) CaoH76N12014  1057.56822  1057.5661 1.98
Iturina A (n-Cuis) CsoH7sN12014  1071.58387  1071.5808 2.79
Iturina A (i-Cis) CsoH7sN12014 107158387  1071.5859 1.95
Iturina A (a-C17) Cs1HsoN12O14  1085.59952  1085.5997 0.18

Fengicina A (Cas) C72H110N12020  1463.80376  1463.8022 1.02
Fengicina A (C17) C7aH114aN12020  1491.83506  1491.8398 3.21
Fengicina B (C1s) C73H112N12020  1477.81941  1477.8243 3.31
Fengicina B (Cis) C73H112N12020  1477.81941  1477.8243 3.31

a-anteiso; i-iso; n-normal

5.8 Ensaios Bioldgicos

5.8.1 Atividade anti-inflamatoéria in vitro
Os extratos LP 50, LP 164, LP 196 e as fracbes BaP-24, BaP-11 e BaP-
18 foram testadas quanto a atividade anti-inflamatéria in vitro. Os resultados

obtidos estéo descritos a seguir.

5.8.1.1 Efeitos dos lipopeptideos na viabilidade celular

Inicialmente, os extratos LP 50, LP 164, LP 196 e as fracdes BaP-24, BaP-
11 e BaP-18 foram inicialmente avaliados em uma concentra¢do Unica de 50
Mg/mL, para avaliacdo prévia do comportamento das amostras frente a células
de macréfagos murinos J774A.1 (Item 4.8.1). Em seguida as amostras
submetidas ao teste de viabilidade celular utilizando seis diferentes
concentracdes. A Figura 64 mostra as curvas de dose-resposta obtidas para a
linha celular testada. Controles positivos contendo meio de cultura (sem
lipopeptideos) foram incluidos e correspondem a 100% de viabilidade celular. Os
resultados obtidos mostram viabilidade celular acima de 100% para os
lipopeptideos avaliados, exceto para a amostra LP 196 na concentragdo Unica
de 50 pg/mL. Observou-se que os extrato LP 50, LP 164 e as fracbes BaP-24 e
BaP-18 ndo apresentaram potencial para citotoxicidade a cepa testada nas
concentracbes 1,56, 3,12, 6,25, 12,5, 25, 50 upg/mL, indicando que essas
concentragbes sao seguras para testes posteriores. Os resultados sao

semelhantes para a BaP-11 em concentragbes mais baixas, enquanto na
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concentracdo de 50 pg/mL houve uma reducdo de aproximadamente 50%,
demonstrando que nessa concentracdo ha um efeito citotdxico. Assim, fica claro

que as iturinas apresentam atividade citotoxica a cepa testada em concentragfes
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As células foram incubadas com as fragdes/extratos por 24 h. Os valores correspondem a média
+ E.P.M. de trés experimentos independentes, em triplicatas. * p < 0,05 quando comparado com
0 grupo controle negativo por ANOVA (analise da variancia) seguido por teste de comparacgéo
multipla Tukey.
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Figura 64. Teste de viabilidade celular (MTT) - Efeito dos extratos e fracOes
lipopeptidicas de B. amyloliquefaciens sobre a viabilidade de macréfagos de
murinos J774A.1.

mais elevadas. Este efeito citotoxico também foi observado para o extrato LP

196 na concentracao Unica de 50 pg/mL o qual apresentou viabilidade celular
abaixo de 50 % (Figura 64).

5.8.1.2 Efeitos dos lipopeptideos na producéo de Oxido Nitrico

Em seguida as amostras de lipopeptideos foram avaliadas quanto a
capacidade de inibicdo da producdo de Oxido Nitrico (NO) na cepa J774A.1 de
macrofagos murinos, ativada com 1 ug/mL de LPS. Os extratos LP50, LP164,
BaP-24, BaP-11 e BaP-18 foram testados em seis concentracdes e o LPS foi
usado como controle positivo e o medicamento padrdo Dexametasona foi usado
como controle negativo.

A Figura 65 revelou que a producdo de NO foi quase indetectavel em
células sem estimulacao por LPS. Enquanto o LPS (1 ug / mL) sozinho induziu
marcadamente a producéo de NO comparado ao grupo controle. Os resultados
obtidos para os extratos LP50, LP164 e fragbes de surfactina, iturina e fengicina
mostraram uma reducao significativa na capacidade de producdo de NO em
macrofagos induzidos por LPS, observados em uma concentracdo Unica de 50
pg/mL (p <0,05 ep <0,001) quando comparados ao controle LPS e o padrao de
Dexametasona. Para a amostra BaP-24 (surfactinas), observou inibicdo de NO
nas concetracfes de 12,25 e 50 yg/mL enquanto que a amostra de BaP-11
(iturinas) apresentou reducao na produgao de NO nas concentracdes de 3,1, 6,2,
12 e 25 (p <0,05 ep <0,001) pg/mL quando comparados ao controle LPS e o
padrao Dexametasona (Figura 65). Portanto, verificou-se que dentre as
amostras testadas, LP164 (124,8935 + 11,97069), LP50 (116,2620 + 12,4997),
BaP-11 (114,2537 + 10,01212), BaP-24 (109,3020 + 9,026206) e BaP-18
(113,0193 + 9,84881) foram viaveis, apresentando atividade anti-inflamatéria
superior a 90%. Os valores, quando comparado ao grupo controle negativo

indicaram confiabilidade de 95%.
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A quantificacdo de nitrito foi mensurada em sobrenadantes de macréfagos murinos J774A.1,
apos estimulado com 1 pg/mL de LPS utilizando reagente de Griess. Cada valor é a média +
E.P.M. de trés experimentos independentes. A analise estatistica foi realizada usando o teste de
comparacdes multiplas Tukey — p < 0,05, quando comparado ao controle (com LPS).

Figura 65. Teste de determinacdo de nitritos- Efeito dos extratos e fragOes
lipopeptidicas de B. amyloliquefaciens na producdo de NO em macrofagos
murino J774A.1 estimulados com LPS.
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A atividade anti-inflamatéria da surfactina isolada de Bacillus subtilis ja esta
bem estabelecida na literatura (KIM et al., 2006; ZHAO et al., 2017; YANG et al.,
2019). Ha relatos de que a surfactina inibe a producdo de NO induzida por LPS
e diminui a expressdo de iNOS, ciclooxigenase-2 (COX-2) e IL-13, além da
inibicdo do NF-kB induzido pelo acido lipoteicdico (LTA) (KIM et al., 2006;
ZHANG et al., 2015; ZHAO et al., 2017) confirmando os dados obtidos neste
trabalho. No entanto, apesar dos lipopeptideos de iturina e fengicina serem
considerados excelentes antifungicos (XUN-CHAO et al., 2013; GU et al., 2017;
ZHAO et al., 2017), ainda ndo séo relatados como agentes anti-inflamatorios,
demonstrando a importancia deste trabalho.

Estudos demonstraram que a associacdo de bactérias endofiticas com
plantas medicinais gera uma grande oportunidade para a producdo de
substancias bioativas (AFZAL et al., 2019; PANDEY et al., 2017). Assim, a
producdo das trés familias de lipopeptideos pela bactéria endofitica B.
amyloliquefaciens pode contribuir com as propriedades anti-inflamatorias

atribuidas a P. peltatum (Piperaceae), uma possibilidade a ser investigada.

5.8.2 Ensaios Antimicrobianos

Como néo existe um padrdo sobre o nivel aceitavel para determinar a
eficacia de extratos utilizou-se como critério para a determinacéo da atividade
antimicrobiana a presenca de halo de inibicdo igual ou superior a 5 milimetros
(AL-HEBSHI et al., 2006; OSTROSKY et al., 2008) (Tabela 27).

Tabela 27. Critério de avaliacdo da atividade antimicrobiana, pelo método de
difusédo em agar.

Diametro (mm) Resultado
Acima 20 Boa atividade
Entre 15 a 20 mm Moderada atividade
Entre 5a 15 mm Pouca atividade

Auséncia do halo Inativo

Os resultados da atividade antibacteriana para os extratos LP50, LP164,
LP196 e fragGes BaP-11, BaP-18 e BaP-24 estdo apresentados na Tabela 26.
Observou-se que apenas as amostras LP164 e LP196 apresentaram pouca
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atividade na concentracao testada 5mg/mL no teste de difusdo em agar frente a

bactéria K. pneumoniae (Figura 66 e Tabela 28).

Tabela 28. Resultados das amostras LP50, LP164, LP196, BaP-11, BaP-18 e
BaP-24, testadas frente as bactérias Gram-negativas e Gram-positivas.

Extratos/Fragdes LPs

LP164 LP196 BaP-18 BaP-24 Controle
E. coli (Butantd) - 62,66+2,30
K. pneumoniae 10,66mm 10mm 27,66+0,57
S. marcescens - 35,33+0,57
P. putida (oralis) - 29,33+1,15
S. entérica Choleraesuis - 35,33+0,57
B. subtilis (CT) - 45,66+1,15
E. faecalis - 30,66+0,57
S. mutans - 33,66+0,57
L. monocytogenes - 47,66+1.15
S. aureus - 44,33+0,57

De acordo com os resultados obtidos, a amostra LP164 apresentou MIC de
62, 5 pg/mL frente a bactéria K. pneumoniae (Tabela 29). No entanto a amostra
LP196 ndo apresentou atividade nesse teste, demostrando uma pequena
atividade no teste de difusdo em &gar (teste anterior), porém em concentracfes
menores a amostra perde sua acao.

Estes resultados sugerem que os lipopeptideos surfactina, iturina e
fengicina, quando sozinhos séo inativos ou que a antibiose do extrato foi causada
por outras substancias que se perderam no procedimento. No caso da primeira
hipotese, teriamos que a presenca das misturas das trés familias destes
lipopeptideos na amostra do extrato LP164 favoreceu na atividade antibacteriana
contra K. pneumoniae, ocorrendo um possivel efeito sinergético entre estas
moléculas.

Este efeito também foi observado em outros trabalhos onde observaram
gue a surfactina sozinha néao inibe o crescimento de agentes fitopatogénicos,
mas possivelmente aumenta significativamente a atividade antifingica do
lipopeptideo iturina A através de uma relacdo sinergética (MAGET-DANA et al.,
1992; COUTTE et al., 2010), provavelmente devido a atividade citolitica da
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surfactina, ligada a sua potente propriedade surfactante, que enfraquece a

membrana celular e facilita o ataque da iturina A (MAGET-DANA et al., 1992).

Figura 66. Resultado do teste de difusdo em &gar para as amostras
lipopeptidicas LP50, LP164, LP196, BaP-11, BaP-18 e BaP-24.

Tabela 29. Concentragdo Minima Inibitéria (CMI) das amostras LP164 e LP196
testadas frente a K.pneumoniae, na concentragédo inicial de 1000 a 3,90 pg/mL.

Tipo Amostras K. pneumoniae
LP164 62,5 pg/mL
Extrato
LP196 0
TIENAM 7.81 pg/mL

5.8.3 Teste de atividade antiplasmaodica

Os resultados dos testes in vitro com extratos e substancias lipopeptidicas
contra Plasmodium falciparum FCR3 sao apresentados na Figura 67 e Tabela
30. A Figura 67 apresenta o grafico da curva ajustado para LP50, LP164, LP196,
Iturina A2, Surfactina A2 e Fengicina AB1. Verifica-se nas curvas de parasitemia
que a atividade antiplasmaddica foi mais relevante para a maior concentracéo
testada (50ug/mLY), e que a intensidade de fluorescéncia de Fengicina AB1 foi

inferior as demais amostras em todas as concentragdes testadas.
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Figura 67. Curvas de dose-resposta normalizadas das diferentes condicdes
testadas no ensaio de atividade antiplasmodial in vitro baseado em fluorescéncia
com uso do quinina como droga controle.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 30, o extrato LP196,
Fengicina AB1 e Iturina A2 apresentaram baixa atividade antiplasmédica quando
comparado ao controle quinina, exibindo CI50 de 58,0 ug mL%, 58,52 ug mL* e
66,83 pug mL%, respectivamente. Enquanto que LP50, LP164 e Surfactina A2 ndo
apresentaram atividade significativas com valores de CI50 >100. Esses
resultados sugerem que os lipopeptideos de fengicina e iturina bloqueiam
levemente o sitio ativo do Plasmodium a medida que se eleva a concentracao

acarretando no aumento da atividade.

Tabela 30. Atividade antiplasmédica dos extratos e substancias lipopeptidicas
de acordo com p-valor.

Extrato/Substancia Clso? ug. mL™*
LP50 >100

LP164 >100

LP196 58,52

lturina A2 66,83
Surfactina A2 >100
Fengicina AB1 58,0

Quinina® 0,529

aCl50%: Concentracgdo inibitéria 50%; PDroga controle: Quinina.
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Até o presente momento poucos estudos de lipopeptideos com atividade
antiplasmaodica tem sido relatado. Estudos realizados por Torres-Mendonza e
colaboradores (2018) apontaram que os lipopeptideos das pumilacidina A e B
isolado de Bacillus licheniformis BC98 inibiu o regulador PfSir2 do Plasmodium
falciparum, e o crescimento do mesmo por disfungcdo mitocondrial e diminui¢ao
do Ca?* citosolico. No entanto, pouco ainda se sabe da possivel acdo dos

lipopeptideos nos parasitas do Plasmodium falciparum.
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6. CONSIDERACOES FINAIS
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Neste trabalho foram identificadas 17
substéancias lipopeptidicas produzidas pela linhagem de
bactéria endofitica B. amyloliquefaciens LP164, uma variedade poucas vezes
observada de lipopeptideos produzidos por uma Unica cepa. O acerto das
condicGes de purificacdo dessas substancias foi significativo, tanto para suas

determinacdes inequivocas quanto para os ensaios bioldgicos realizados.

A otimizacao da producao dos lipopeptideos das
linhagens endofiticas valoriza ainda mais a variedade dessas substancias, pois
Ihes permite obter em quantidades mais significativas, a partir de YM, um meio
relativamente barato. O pH, agitacao e aeracao foram revelados como os fatores
mais determinantes um rendimento do extrato de lipopeptideos até 13 vezes

maior que os descritos na literatura para B. amyloliquefaciens.

Estudos sistematicos sobre a economia da producéo de lipopeptideos sdo
escassos na literatura, porém os resultados obtidos neste trabalho indicam ser
esta uma abordagem relevante para uma maior producédo de lipopeptideos com
menor custo, principalmente se considerarmos as inumeras aplicacfes

atribuidas a eles.

Entre as atividades biolégicas observadas neste trabalho, destacamos o
extrato da linhagem B. amyloliquefaciens LP164 com MIC de 62,5 pg/mL contra

a bactéria K. pneumoniae, um alvo de evidéncia importante para a saude publica.

Destacamos também as amostras de iturina e fengicina que apresentaram
atividade antimalarica inédita, ainda que fraca, contra P. falcipurum porém
significativas e também inéditas atividades anti-inflamatorias, no ensaio de

inibicdo da producdo de NO em células de macréfagos murinos J774A.1.
A combinagédo dos resultados de purificagdo e otimizacdo da producao

possibilitardo estudos futuros de aplicacao

dos lipopeptideos de B. amyloliquefaciens.
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Figura 68. Espectros de ESI-MS no modo positivo do fracionamento do extrato
LP164 por SPE em escala analitica.
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Figura 69. Espectros de APCI-MS no modo positivo das fracdes do extrato
LP164 por SPE em escala ampliada com MeOH/H20 50% (E1).
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Figura 70. Espectros de APCI-MS no modo positivo das fracdes do extrato
LP164 por SPE em escala ampliada com MeOH/Hz20 7:3 (E2).
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Figura 71. Espectros de APCI-MS no modo positivo das fragcdes do extrato
LP164 por SPE em escala ampliada com MeOH/H20 75:25 (E3).
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Figura 72. Espectros de APCI-MS no modo positivo das fragcdes do extrato
LP164 por SPE em escala ampliada com MeOH/H20 8:2 (E4).
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Figura 73. Espectros de APCI-MS no modo positivo das fracdes do extrato
LP164 por SPE em escala ampliada com MeOH/H20 85:15 (E5).
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Figura 74. Espectros de APCI-MS no modo positivo das fragcbes do extrato

LP164 por SPE em escala ampliada com MeOH/H20 9:1 (E6).
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Figura 75. Espectros de APCI-MS no modo positivo das fracdes do extrato

LP164 por SPE em escala ampliada com MeOH/H20 95:05 (E7).
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Figura 76. Espectros de APCI-MS no modo positivo das fragcbes do extrato
LP164 por SPE em escala ampliada com MeOH 100% (EB8).
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Figura 77. Espectro de fragmentacao do ion ([M+H]*) em m/z 1008,6654, obtido
por LC-ESI-MS/MS da amostra Surfactina Al de B. amyloliquefaciens, e
repectiva proposta de fragmentacao para a isoforma Surfactina A (Cui3).
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Figura 78. Espectro de fragmentacao do ion ([M+H]*) em m/z 1022,6748, obtido
por LC-ESI-MS/MS da amostra Surfactina A3 de B. amyloliquefaciens, e
repectiva proposta de fragmentacao para a isoforma Surfactina A (Cu4).
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Figura 79. Espectro de fragmentacao do ion ([M+H]*) em m/z 1036,6967, obtido
por LC-ESI-MS/MS da amostra Surfactina A4 de B. amyloliquefaciens, e
repectiva proposta de fragmentacao para a isoforma Surfactina A (Cais).

236



Intens. - +MS2(1050.7049), 70.0eV, 3.1min #187
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Figura 80. Espectro de fragmentacéo do ion ([M+H]*) em m/z 1050,7049, obtido
por LC-ESI-MS/MS da amostra Surfactina A5 de B. amyloliquefaciens, e
repectiva proposta de fragmentacao para a isoforma Surfactina A (Cais).
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Figura 81. Ampliacdes do espectro de RMNde H da amostra Surfactina A1 em
DMSO-d6 (500 MHz): a) regido dos hidrogénios ligados a N; b) hidrogénios a-
metinicos e B-metilénicos; c) hidrogénios metilénicos e metilicos; d) regido dos
hidrogénios alifaticos (CH ou CHz, B e ).

27 2.6 25

Tabela 31. Dados de RMN de 'H e HMBC, da amostra Surfactina A1-Surfactina
A (iso-C13 e anteiso-C).

Aminoacido  Posi¢do 'H & (mult.,,Jem  H& (mult., J HMBC?
Hz)?2 em Hz)°
Glu-1 a 4,166 (m, 1H) 4,21 (m) 27,7, 30,1;170,8; 171,6
B 1,79 (m, 1H)/ 1,81 (m)/ 30,1; 53,1; 171,6; 174,4
1,92 (m, 1H) 1,94 (m) 30,1; 53,1; 171,6; 174,4
y 2,23 (m) 2,31 (m) 27.7,53.1;174.4
5 - - -
NH 7,81 (s, 1H) 7,81 (d, 6,6) -
co - - -
Leu-2 a 4,15 (m, 1H) 4,19 (m) 24,7;39,4; 173,1
B 1,48 (m) 1,49 (m) 24,7: 39,4
y 1,50 (m) 1,49 (m) 24,7: 39,4
5 0,84 (m) 0,85 (m) 39,4
5 0,84 (m) 0,85 (m) 39,4
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Leu-3

Val-4

Asp-5

Leu-6

Leu-7

NH
CO

o1
02
NH
CO

71
Y2
NH
CcO

NH
CO

o1
02
NH
CcO

8,00 (s, 1H)
4,17 (m,1H)
1,53 (m)
1,59 (m)
0,85 (m)
0,85 (m)
8,12 (d, 6,45, 1H)
4,03 (t, 7,5)
2,01 (m)
0,78 (m)
0,85 (m)
8,03 (s, 1H)
4,53 (m, 1H)
2,71 (m)/

2,59 (m)

8,13 (d, 6,45)
4,34 (m)

1,49 (m)
1,40 (m)
1,55 (m)

0,82 (m)
0,83 (m)
7,60 (s, 1H)
4,08 (m)
1,65 (m)

7,99 (d, 5,7)
4,19 (m)
1,54 (m)
1,54 (m)
0,80 (M)
0,87 (m)

8,29 (d, 7,1)

4,09 (t, 8,3)
1,96 (m)
0,75 (m)
0,85 (m)

7,74 (d, 8,3)
4,54 (m)

2,71 (dd, 5,1,
16,6)/

2,60 (dd,
8,8,16,6)

8,15 (d, 7.4)
4,51 (m)
1,44 (m)

1,44 (m)
0,84 (m)
0,84 (m)
7,62 (d, 8,5)
4,30 (m)
1,53 (m)

39,8;173,2

24,7,52,3
39,8
247
2477

18,6; 19,1; 30,5; 171,5
19,1; 59,0
59,0
18,6; 30,5; 59,0

36,1;170,3; 172,3
50,1;172,3

50,1

23,3
24,0
42,0

24,7, 42,0
42,0

39,5, 1721
24,5; 51,2
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y 1,54 (m) 1,37 (m) 39,5

o1 0,85 (m) 0,81 (m) 24,5
02 0,85 (m) 0,81 (m) 24,5
NH 8,41 (d, 7,28) 8,59 (d, 6.6) 172,1
co - - -
Acido graxo 1 - - -
2 2,35 (m)/ 2,50 (m)/ 34,0; 170,8/
2,46 (m) 2,34(m) 71,9: 170,8
3 5,05 (m) 5,07 (m) 24.7: 34,0; 41,7; 170,8;
172,1
4 1,53 (m) 1,54 (m) 24,7: 29,0
5 1,22 (s) 1,22 (m) 29,1; 34,0
6-9¢ 1,22 (s) 1,21 (m) 29,2- 29,3
10°¢ 1,18 (m) 1,21 (m) 29,3
11¢ 1,10 (m) 1,21 (m) 22,9
12¢ 0,84 (m) 0,83 (m) 22,9: 27,6
13¢ 0,84 (m) 0,83 (m) 22,9: 27,6
6-8¢ 1,22 (s) 1,21 (m) 29,0
9d 1,22 (1H, m) 1,21 (m) 29,1
10¢ 1,10 (m) 1,13 (m) 29,3
11¢ 1,09 (m) 1,11 (m) 11,6; 19,5; 34,3; 36,5
124 0,81 (m) 0,84 (m) 29,3
13¢ 0,82 (m) 0,85(m) 34,3; 36,5

a0 experimento foi realizado a 500 MHz para 'H e 125 MHz 13C com DMSO-d6, utilizando o TMS
como padréo interno. "Dados da surfactina A (iso e anteiso C13) (TANG et al. 2007; *H; 400 MHz,
13C 100 MHz, DMSO-d6). °Dados da surfactina A (iso -Cai3). 9Dados da surfactina A (anteiso -C1a)
(8) Deslocamento quimico em ppm. (-) ndo identificado.
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Figura 82. Ampliacdes do espectro de RMN de *H da amostra Surfactina A3 em
DMSO-d6 (500 MHz): a) regido dos hidrogénios ligados a N; b) hidrogénios a-
metinicos e B-metilénicos; c) hidrogénios metilénicos e metilicos; d) regido dos
hidrogénios alifaticos (CH ou CHz, B e ).

Tabela 32. Dados de RMN de 'H e HMBC, da amostra Surfactina A3-Surfactina
A (is0-Ca1a).

Aminod Posicdo 'Hé (mult.,Jem  H§ (mult.,Jem HMBC?
cido Hz)? Hz)P
Glu-1 a 4,16 (m, 1H) 4,21 (m) 27,7;30,1; 171,7
B 1,80 (m, 1H)/ 1,81 (m)/ 30,1; 53,0; 171,7; 174,4
1,92 (m, 1H) 1,94 (m) 30,1; 53,0; 171,7; 174 ,4
y 2,24 (m) 2,31 (m) 27.7;53.0; 174.4
B - - -
NH 7,81 (s, 1H) 7,81 (d, 6,6) -
(6{0) - - -
Leu-2 a 4,15 (m, 1H) 4,19 (m) 39,3;171,7
B 1,48 (m) 1,49 (m) 24,7, 39,3
y 1,50 (m) 1,49 (m) 24,7; 39,3
51 0,84 (M) 0,85 (m) 39,3
52 0,84 (M) 0,85 (m) 39,3
NH 7,96 (s, 1H) 7,99 (d, 5,7) -
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Leu-3

Val-4

Asp-5

Leu-6

Leu-7

CoO

o1
02
NH
CoO

71
V2
NH
CO

NH
CO

01
02

NH
CO

o1
02

4,17 (m,1H)
1,53 (m)
1,59 (m)
0,85 (m)
0,85 (m)

8,11 (m, 1H)

4,01 (t, 7,5)
2,01 (m)
0,79 (m)
0,85 (m)

8,04 (s, 1H)

4,53 (m, 1H)
2,73 (m)/

2,59 (m)

8,12 (d, 6,45)
4,35 (m)

1,49 (m)
1,40 (m)
1,55 (m)

0,80 (m)
0,83 (m)
7,58 (s, 1H)

4,04 (m)
1,65 (m)
1,54 (m)
0,85 (m)
0,85 (m)

4,19 (m)
1,54 (m)
1,54 (m)
0,80 (m)
0,87 (m)
8,29 (d, 7,1)
4,09 (t, 8,3)
1,96 (m)
0,75 (m)
0,85 (m)
7,74 (d, 8,3)
4,54 (m)
2,71 (dd, 5,1, 16,6)/

2,60 (dd, 8,8,16,6)

8,15 (d, 7.4)
4,51 (m)
1,44 (m)

1,44 (m)
0,84 (m)
0,84 (m)

7,62 (d, 8,5)

4,30 (m)
1,53 (m)
1,37 (m)
0,81 (m)
0,81 (m)

24,7, 39,8;173,3
24,7,52,3
39,8
247
247

18,4; 19,4; 30,6; 171,5
18,4; 19,4; 59,0
19,5; 30,6; 59,0
18,4, 30,6; 59,0

36,1; 170,5; 172,3
50,1;172,3

50,1

172,1

23,0; 38,5
23,3
42,0

24,7, 42,0
42,0

39,5;171,2

24.3; 51,2
39,5
243
243
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NH 8,42 (d, 7,3) 8,59 (d, 6.6) 51,2; 172,2

Co - - -
Acido 1 - - -
graxo
2 2,33 (m)/ 2,50 (m)/ 2,34(m) 34,0; 170,4/
2,47 (M) 71,9; 170,4
3 5,05 (m) 5,07 (m) 24.7: 34,0; 41,7: 170,4;
172,2
4 1,53 (m) 1,54 (m) 24.7:29,0; 41,7
5 1,21 (s) 1,22 (m) 29,1: 34,0
6-9 1,21 (s) 1,21 (m) 29,2- 29,6
10 1,22 (s) 1,21 (m) 38,8
11 1,23 (s) 1,28 (m) 22,9: 29,3
12 1,13 (m) 1,21 (m) 22,9
13e 14 0,84 (m) 0,83 (m) 22,9: 27,8; 38,9

a0 experimento foi realizado a 500 MHz para 'H e 125 MHz 3C com DMSO-d6, utilizando o TMS
como padréo interno. PDados da surfactina A (iso-Ci4). (TANG et al. 2007; 1H; 400 MHz, 13C 100
MHz, DMSO-d6). (8) Deslocamento quimico em ppm. (-) ndo identificado.
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Figura 83. Ampliagdes do espectro de RMN de *H da amostra Surfactina A4 em
DMSO-d6 (500 MHz): a) regido dos hidrogénios ligados a N; b) hidrogénios a-
metinicos e B-metilénicos; c) hidrogénios metilénicos e metilicos; d) regido dos
hidrogénios alifaticos (CH ou CHz, B e ).

Tabela 33. Dados de RMN de 'H e HMBC, da amostra Surfactina A4-Surfactina
A (iso-C15 e anteiso-Cis).

Aminoacido  Posicdo 'H & (mult.,Jem  'H& (mult.,J HMBC*?
Hz)2 em Hz)®
Glu-1 a 4,166 (m, 1H) 4,21 (m) 27,7;30,1; 171,5
i 1,78 (m, 1H)/ 1,81 (m)/ 30,1; 53,0; 171,5; 174,4
1,90 (m, 1H) 1,94 (m) 30,1; 53,0; 171,5; 174,4
y 2,24 (m) 2,31 (m) 27.7;53.0; 174.4
5 -
NH 7,86 (s, 1H) 7,81 (d, 6,6) 170,4
Cco -
Leu-2 a 4,15 (m, 1H) 4,19 (m) 24,7,171,6
g 1,48 (m) 1,49 (m) 23,0; 24,7, 39,4
y 1,50 (m) 1,49 (m) 22,6; 39,4
61 0,85 (m) 0,85 (m) 39,4
52 0,85 (m) 0,85 (m) 39,4
NH 8,00 (s, 1H) 7,99 (d, 5,7) 171,5
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Leu-3

Val-4

Asp-5

Leu-6

Leu-7

CO

o1
02
NH
CO

71
V2
NH
CO

NH
CO

o1
02
NH
(6{0)

4,17 (m,1H)
1,53 (m)
1,59 (m)
0,87 (m)
0,88 (m)

8,12 (d, 6,45, 1H)

4,03 (t, 7,5)
2,01 (m)
0,78 (m)
0,85 (m)

8,03 (s, 1H)

4,53 (m, 1H)

2,73 (dd, 4,6
12,5)/

2,59 (dd, 9,0;
16,9)

8,13 (d, 6,45)
4,34 (m)

1,49 (m)
1,40 (m)
1,54 (m)

0,82 (m)
0,83 (m)
7,60 (s, 1H)
4,05 (m)
1,65 (m)
1,54 (m)

4,19 (m)
1,54 (m)
1,54 (m)
0,80 (m)
0,87 (m)
8,29 (d, 7,1)
4,09 (t, 8,3)
1,96 (m)
0,75 (m)
0,85 (m)
7,74 (d, 8,3)
4,54 (m)

2,71 (dd, 5,1,
16,6)/

2,60 (dd,
8,8,16,6)

8,15 (d, 7.4)
4,51 (m)
1,44 (m)

1,44 (m)
0,84 (m)
0,84 (m)
7,62 (d, 8,5)
4,30 (m)
1,53 (m)
1,37 (m)

39,8;173,2

24,7,52,3
39,8
2477
247
173,2

18,4; 19,4, 30,5; 171,3
19,4; 59,0; 171,3
19,4, 30,6; 59,0
18,4, 30,6; 59,0

36,1;170,4, 172,0
50,1; 170,44, 172,0

50,1; 170,4; 172,0

42.0;172,1

23,0; 24,7
23,8
42.0

24,7, 42,0
42,0
170,3
172,2

24,5; 51,2
24,5
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o1 0,85 (m) 0,81 (m) 24,5

& 0,85 (m) 0,81 (m) 24,5
NH 8,43 (d, 7,28) 8,58 (d, 6.3) 51,2; 172,2
CcO - - -
Acido graxo 1 - - -
2 2,34 (m)/ 2,50 (m)/ 34,0; 71,9;170,4/
2,45 (m) 2,34(m) 34.0; 71,9; 170,4
3 5,05 (m) 5,07 (m) 24.7: 34,0; 41,7: 170,4;
172,2
4 1,53 (m) 1,54 (m) 24,7: 29,0
5 1,28 (s) 1,22 (m) 29,1; 34,0
6-8¢ 1,22 (s) 1,21 (m) 29,0- 29,2
gc 1,22 (m) 1,21 (m) 29,0- 29,2
10¢ 1,22 (m) 1,21 (m) 29,0- 29,2
11¢ 1,23 (m) 1,27 (m) 29,2
12¢ 1,10 (m) 1,13 (m) 19,5; 36.0
13¢ 1,09 (m) 1,11 (m) 11,5; 19,5; 34,4
14¢ 0,83 (m) 0,83 (m) 27.8
15¢ 0,84 (m) 0,83 (m) 34,4
6-10¢ 1,21 (s) 1,21 (m) 29,2- 29,6
11¢ 1,22 (s) 1,21 (m) 29,6
124 1,23 (s) 1,28 (m) 38,9
13¢ 1,13 (m) 1,21 (m) 22,9
149 ¢ 15¢ 0,84 (m) 0,84 (m) 22,9; 27,8; 38,9

a0 experimento foi realizado a 500 MHz para 'H e 125 MHz 3C com DMSO-d6, utilizando o TMS
como padréo interno. "Dados da surfactina A (iso e anteiso Cis) (TANG et al. 2007; *H; 400 MHz,
13C 100 MHz, DMSO-d6). °Dados da surfactina A (anteiso -Cis). 9Dados da surfactina A (iso -Cis)
(8) Deslocamento quimico em ppm. (-) ndo identificado.
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Figura 84. Espectro de fragmentacao do ion ([M+H]*) em m/z 1057,5661, obtido
por LC-ESI-MS/MS da amostra Iturina A2 de B. amyloliquefaciens, e repectiva
proposta de fragmentacao para a isoforma iturina A (Cais).
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Figura 85. Espectro de fragmentacao do ion ([M+H]*) em m/z 1071,5808, obtido
por LC-ESI-MS/MS da amostra Iturina A3 de B. amyloliquefaciens, e repectiva
proposta de fragmentacao para a isoforma iturina A (Cais).
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Figura 86. Espectro de fragmentacdo do ion([M+H]*) em m/z 1071,5859, obtido
por LC-ESI-MS/MS da amostra Iturina A4 de B. amyloliquefaciens, e repectiva
proposta de fragmentacao para a isoforma iturina A (Cis).
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Figura 87. Espectro de fragmentacao do ion ([M+H]*) em m/z 1085,5997, obtido
por LC-ESI-MS/MS da amostra Iturina A5 de B. amyloliquefaciens, e repectiva
proposta de fragmentacao para a isoforma iturina A (C17).
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Figura 88. AmpliacGes do espectro de RMN de 'H da amostra lturina A2 em
DMSO-d6 (500 MHz): a) regido dos hidrogénios ligados a N e aromaticos; b)
hidrogénios a-metinicos e B-metilénicos; c) hidrogénios metilénicos e metilicos;
d) regido dos hidrogénios alifaticos (CH ou CHz, B e ).

Tabela 34. Dados de RMNN de!H e HMBC, da amostra Iturina A2.

Amino Posicéo 'H & (mult., J em Hz)? H & (mult., J em HMBC (*H-13C)?2
acido Hz)P
Asn!  H-a 4,43 (2H, m) 4,42 (2H, m) 173,8
H-p 2,29 (1H, dd, 15,8 e 8,4)/ 2,29 (1H, dd, 15,8, 51,2;171,2
8,4)/
2,17 (1H, m) 2,16 (1H, dd) 51,2; 171,2
co - - -
co - - -
NH 7,71 (1H, s) 7,70 (1H, d) 36,7; 51,2;
171,6
NH: 7,32 (1H, s)/ 7,31 (1H, s) 61,8; 171,2
6,91 (L H, s) 6,89 (1H, s) 36,7;171,2
Tyr? H-a 4,03 (1H, m) 4,02 (1H,m) 35,4; 42,2;61,2;

128,5; 171,7
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Asn?

Gln*

Prol®

H-p

C-y
H-6 e H-0

H-e e H- 5

CO
NH

OH-¢
H-o
H-p

CO
CoO
NH

NH2

H-a

H-y

CcoO

CO
NH

NH2

H-o

H-p

2,96 (1H, dd, 14,4 e 3,9)/

2,73 (1H, m)

7,02 (2H, d, 8,4)
6,66 (2H, d, 8,4)

8,71 (2H, 1)

9,17 (1H, s)

4,44 (1H, m)

2,59 (1H, dd, 15,4 e 9,4)/

2,50 (1H, m)

8,05 (1H, d, 7,6)

7,20 (1H, s)
6,87 (1H, s)
4,51 (1H, m)
2,02 (1H, m)
1,74 (1H, m)
2,09 (2H, m)

6,97 (1H, d, 7,8)

7,12 (1H, s)
6,85 (2H, s)
4,17 (2H, m)

2,13 (1H,m)/

2,96 (1H, dd, 14,3 e
3,7)/
2,73 (1H, m)

7,01 (2H, d, 8,4)
6,65 (2H, d, 8,4)

8,68 (2H, d)

4,43 (1H, m)

2,58 (1 H, dd, 15,4 e
9,5)/
2,47 (1H, dd)

8,04 (1H, d, 7,2)

7,19 (1H, s)
6,85 (1H, s)
4,51 (1H, m)
2,03 (1H, m)
1,75 (1H, m)
2,09 (2H, m)

6,91 (1H, d)

7,10 (1H, s)
6,82 (2H, s)
4,16 (2H, m)

2,12 (1H, m)

56,8; 128,4;
130,2; 171,7
56,8; 130,2;
128,4;172,2

174,5

128,4; 115,5;
156,1

35,4; 56,8,
173,8

36,5;171,5
1715

50,16; 171,5

36,5; 51,16;
171,7
171,5

1715
27,0

50,1
1,74, 4,51, 6,97

27,0; 50,1,
171,4
174,5

31,0;174,5

25,0; 29,2; 47,6;
173,2
61,2
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Asn®

Ser’

Acido

graxo

H-6
CcoO
H-a

CoO
CO
NH

NH2

H-a
H-p
CO
NH
OH-p

1-CO

a b~ W N

6-10¢
11¢
12¢

13¢

14
15¢
6-10¢

1,76 (1H, m)
1,98 (1H,m)/
1,88 (1H, m)
3,76 (2H, m)

4,43 (2H, m)
2,71 (1H, m)/
2,45 (1H, m)

8,70 (2H.1)

7,36 (1H, s)/
6,85 (2H,s)
4,17 (2H, m)
3,66 (2H, t)

7,32 (2H, m)
4,86 (1H, s)

2,34 (2H, m)
3,99 (1H,m)
1,41 (2H, m)
1,25 (1H, m)/
1,13 (1H, m)
1,23 (br, s)
1,28 (1H, m)
1,29 (1H, m)
1,09 (1H, m)

0,81 (3H,7,21)

0,82 (3H, d, 6,8)

1,23 (s)

1,74 (1H, m)
1,98 (1H, m)
1,88 (1H, m)
3,75 (2H, m)

4,42 (2H, m)
2,71 (1H, dd)
2,45 (1H, dd)

8,68 (2H,d)
7,35 (1H,s)
6,82 (2H,s)
4,16 (2H, m)
3,66 (2H,d)

7,32 (1H, d)
4,83 (1H, br)

2,33 (2H, m)
3,97 (1H, m)
1,40 (2H, m)
1,28 (1H, m)
1,16 (1H, m)
1,32-1,02
1,29 (1H, m)
1,29 (1H, m)

0,82 (3H, t, 7,3)
0,81 (3H, d, 7,3)

1,25-1,10

61,2;173,2
47,6; 61,2
47,6; 61,2
25,0; 29,5

172,3
51,2;172,3

35,6; 51,2;
173,2
172,3

35,6;172,3

61,8; 170,7

56,6; 170,7

56,6; 171,7
56,6; 61,8

171,6

29,0

29,0

29,0
29,2-29,6
29,6; 34,2
11,6; 19,5

11,6; 19,5; 34,2;

36,4
34,2; 36,5

29,3
29,2-29,6
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119 1,24 (s) 1,25 38,9

12¢ 1,14 (m) 1,10 22,9; 27,8
134 1,49 (1H, m) 1,49 (1H, m) 22,9; 38,9
14, 159 0,84 (6H, d, 6,5) 0,83 (6H, d, 6,6) 22,9, 27,8
3-NH 7,14 (1H, d, 8,4) 7,12 (1H, d) 170,7

a0 experimento foi realizado a 500 MHz para 'H e 125 MHz 13C com DMSO-d6, utilizando o TMS
como padréo interno. PDados da literatura de acordo com HIRADATE et al., 2002 (H; 600 MHz,
DMSO0-d6). cDados para isoforma anteiso-C15. ¢Dados para isoforma iso-C15. (8) Deslocamento
quimico em ppm, (-) ndo identificado.

=m0 w o o o W W ™o NN O W o o
oo Y o o ~-™ — = N T N r~
a)h:\c- oo ~ I~ o I A oo ® ™Moo o 0
o 0w o0 M~ r~ ~ -~ -~ ~ -~ ~M~ W W WYY fte}

‘ A ’N |
‘_’,,'l‘m-\\__A_4__E_Jk_'_fwl_\ JM\ | _/.f |J I‘L /,-"IU"' '-.\_‘_;'“ .‘;:")‘\,'”J{j l'\,xl_ _j L'\\_

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T |
87 86 85 84 83 82 81 80 79 78 77 76 75 74 73 72 71 70 69 68 ppm

jmr o j.. Mm N H sl |2 ijr o
3 2 5 =2 sl 8 |38 8|3 a
- o =1 | |ei - | ol o] |=| |o -
< = Smw T - <= mme . mm
\/ ANV VY Vo AAVARY.
I |
1 |
f"‘ \ ]I\v i
i I A
| A L M, [
A - Ji ‘-Lf‘ -\_\7__4‘7___‘75_/;"“ ‘.\L_/"n N TN N
[ T T T T T T T T T T T T T
4.8 4.7 4.6 45 4.4 a3 42 4.1 4.0 3.9 3.8 3.7 3.6 ppm
= o oW W
- - Il o o - -
™ — E w W
© el 2z
L ||
A i
/ \\\\ \. ‘l‘|‘
> T~ — /tl (WA
T T T T T T
115 1.05 1.00 0.95 0.90 085  ppm



Ly n—=Ho o
) —H o w o
o o nwm s =
f'] -f\IJ ’_.' 2 ’_.' v_.
[ il A ﬂ
, - ! . |
\ A b \ ’ 1 YT [ R YT , fin
AN _‘-“-\,-P"""‘AI“"-_ ,1d-"‘{“.,-"‘.\ 1 tt ‘J"-., 7_,,"“ VW v iy M IJ\V.’LJ W, ".:Jw_:ul\ W .
T T T T T T T T T T T T T T T T
3.0 2.9 2.8 2.7 2.6 25 2.4 2.3 2.2 21 2.0 1.9 1.8 1.7 1.6 1.5 1.4 ppm
L J L. J Joe_ S S J L L S
] © (=] o™ o e L] @ '] o [
« @ < ™~ e ™~ < < o <
E - - N

Figura 89. Ampliagcdes do espectro de RMNde 'H da amostra lturina A3 em
DMSO-d6 (500 MHz): a) regido dos hidrogénios ligados a N e aromaticos; b)
hidrogénios a-metinicos e B-metilénicos; c) hidrogénios metilénicos e metilicos;
d) regido dos hidrogénios alifaticos (CH ou CHz, B e ).

Tabela 35. Dados de RMNN de H e HMBC, da amostra Iturina A3.

Amino Posicéo IH & (mult., J em Hz)? IH & (mult., J em HMBC (*H-3C)?
acido Hz)b
Asn? H-a 4,43 (2H, m) 4,42 (2H, m) 173,8
H-p 2,29 (1H, dd, 15,6 e 8,2/ 2,29 (1H, dd, 15,8, 51,2;171,2
8,4)
2,17 (1H, m) 2,16 (1H, dd) 51,2; 171,2
Co - - -
co - - -
NH 7,71 (1H, s) 7,70 (1H, d) 36,7; 51,2;
171,6
NH: 7,32 (1H, s)/ 7,31 (1H, s)/ 61,8; 171,2
6,92 (1 H, s) 6,89 (1H, s) 36,7: 171,2
Tyr2  H-a 4,03 (1H, m) 4,02 (1H,m) 35,4; 42,2; 61,2;
128,5; 171,7
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Asn?

GIn*

C-y
H-d e H-

H-¢ e H-

CO
NH

OH-¢
H-o
H-p

CoO
CO
NH

NH2

H-a

H-p

CO
Co
NH

NH:2

2,96 (1H, dd, 14,4 e 3,8)

2,73 (1H, m)

7,02 (2H, d, 8,4)

6,66 (2H, d, 8,4)

8,71 (2H, 1)

9,17 (1H, s)
4,44 (1H, m)

2,59 (1H, dd, 15,4 e 9,5)

2,48 (1H, m)

8,05 (1H, d, 7,6)

7,21 (1H, s)/
6,87 (1H, s)
4,52 (1H, m)
2,04 (1H, m)/
1,74 (1H, m)
2,09 (2H, m)

6,97 (1H, d, 7,8)

7,12 (1H, s)
6,85 (2H, s)

2,96 (1H, dd, 14,3 e
3,7)

2,73 (1H, m)

7,01 (2H, d, 8,4)

6,65 (2H, d, 8,4)

8,68 (2H, d)

4,43 (1H, m)

2,58 (1 H,dd, 15,4 e
9,5)
2,47 (1H, dd)

8,04 (1H, d, 7,2)

7,19 (1H, s)/
6,85 (1H, s)
4,51 (1H, m)
2,03 (1H, m)/
1,75 (1H, m)
2,09 (2H, m)

6,91 (1H, d)

7,10 (1H, s)
6,82 (2H, s)

56,8; 128,4,
130,2; 171,7

56,8; 130,2;
128,4,172,2

35,4; 115,5;

130,2; 156,2

128,4; 115,5;
156,2

35,5; 56,8;
173,8

36,4;171,6
51,2; 1715

36,4, 1715

36,4, 51,16;
1717
171,5

1715
27,0
31,8; 174,5;
50,1

27,0; 50,1,
174,5

27,0; 50,1,
171,4

174,5
31,0; 1745
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Prol®

Asn®

Ser’

Acido

graxo

H-y

H-6
CoO

H-a

Co
CO
NH

NH:2

H-a
H-p
CO
NH
OH-p

1-CO

a b~ W DN

6-10°¢
11¢
12¢
13¢

14

4,17 (2H, m)

2,14 (1H,m)/
1,78 (1H, m)
1,98 (1H,m)/
1,88 (1H, m)
3,76 (2H, m)
4,43 (2H, m)
2,70 (1H, m)/
2,45 (1H, m)

8,71 (2H.1)
7,36 (1H, s)/
6,85 (2H,5s)
4,17 (2H, m)
3,66 (2H, t)
7,32 (2H, m)
4,86 (1H, s)

2,34 (2H, m)
3,99 (1H,m)
1,41 (2H, m)
1,25 (1H, m)/
1,11 (1H, m)

1,13 (1H, m)/1,24 (s)

1,24 (s)
1,24 (s)
1,24 (s)
1,14 (m)

4,16 (2H, m)

2,12 (1H, m)
1,74 (1H, m)
1,98 (1H, m)
1,88 (1H, m)
3,75 (2H, m)
4,42 (2H, m)
2,71 (1H, dd)
2,45 (1H, dd)

8,68 (2H,d)
7,35 (1H,s)
6,82 (2H,s)
4,16 (2H, m)
3,66 (2H,d)
7,32 (1H, d)
4,83 (1H, br)

2,33 (2H, m)
3,97 (1H, m)
1,40 (2H, m)
1,28 (1H, m)
1,16 (1H, m)
1,24 (s)
1,25-1,10
1,25-1,10
1,25
1,10

25,0; 29,2; 47,6;
173,2
61,2

61,2;173,2
47,6; 61,2
47,6; 61,2

25,0; 29,2

172,1
50,2;172,1

35,5; 51,2;
173,2
172,3

35,6;172,3

61,8;170,7

56,6; 170,7

56,8; 171,2
56,6; 61,8

171,6
25,7
27,3; 29,0
27,3
25,8; 29,0
29,2-29,6
29,2-29,6
38,9
22,9; 27,8
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15¢ 1,49 (1H, m) 1,49 (1H, m) 22,9: 38,9
16¢ 0,84 (6H, d, 6,5) 0,83 (6H, d, 6,6) 27,8
3-NH 7,14 (1H, d, 8,4) 7,12 (1H, d) 170,7

a0 experimento foi realizado a 500 MHz para *H e 125 MHz 3C com DMSO-d6, utilizando o TMS
como padrédo interno. PDados da literatura de acordo com HIRADATE et al., 2002 (H; 600 MHz,
DMSO-d6). (6) Deslocamento quimico em ppm, (-) ndo identificado.
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Figura 90. AmpliagSes do espectro de RMNde 'H da amostra lturina A4 em
DMSO-d6 (500 MHz): a) regido dos hidrogénios ligados a N e aromaticos; b)
hidrogénios a-metinicos e B-metilénicos; c) hidrogénios metilénicos e metilicos;
d) regido dos hidrogénios alifaticos (CH ou CHz, B e ).

2.00
AN

1.92

1.42

Tabela 36. Dados de RMNN de 'H e HMBC, da amostra Iturina 4.

Amino Posicéo 1H & (mult., J em Hz)2 1H & (mult., J em HMBC (*H-13C)2
acido Hz)P
Asn®  H-a 4,43 (2H, m) 4,42 (2H, m) 173,8
H-p 2,28 (1H, dd, 15,6 e 8,2/ 2,29 (1H, dd, 15,8, 51,2;171,2
8,4)
2,16 (1H, m) 2,16 (1H, dd) 51,2;171,2
(6{0)
Cco
NH 7,71 (1H, s) 7,70 (1H, d) 36,7; 51,2;
171,6
NH: 7,33 (1H, s)/ 7,31 (1H, s) 61,8; 171,2
6,91 (LH, s) 6,89 (1H, s) 36,7; 171,2
Tyr? H-a 4,03 (1H, m) 4,02 (1H,m) 35,4;42,2; 61,2,
128,5; 171,7
H-B 2,95 (1H, dd, 14,4 e 3,8)/ 2,96 (1H, dd, 14,3 e 56,8; 128,4;
3,7)/ 130,2; 171,7
2,72 (1H, m) 2,73 (1H, m) 56,8; 130,2;
128,4; 172,2
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Asn?

Gln*

Prol®

C-y
H-J e H-0

H-e e H- 5

CoO
NH

OH-{
H-o
H-p

CO
Co
NH

NH:2

H-a

H-y

Cco
CO
NH

NH2

H-a

H-p

7,02 (2H, d, 8,4)

6,66 (2H, d, 8,4)

8,71 (2H, 1)

9,17 (1H, s)
4,44 (1H, m)

2,59 (1H, dd, 15,4 e 9,5)

2,47 (1H, m)

8,05 (1H, d, 7,6)

7,21 (1H, s)
6,87 (1H, s)
4,52 (1H, m)
2,01 (1H, m)
1,75 (1H, m)
2,09 (2H, m)

6,96 (1H, d, 7,8)

7,12 (1H, s)
6,85 (2H, s)
4,17 (2H, m)

2,14 (1H,m)/
1,78 (1H, m)
1,98 (1H,m)/

7,01 (2H, d, 8,4)

6,65 (2H, d, 8,4)

8,68 (2H, d)

4,43 (1H, m)

2,58 (1 H, dd, 15,4 e
9,5)
2,47 (1H, dd)

8,04 (1H, d, 7,2)

7,19 (1H, s)
6,85 (1H, s)
4,51 (1H, m)
2,03 (1H, m)
1,75 (1H, m)
2,09 (2H, m)

6,91 (1H, d)

7,10 (1H, s)
6,82 (2H, s)
4,16 (2H, m)

2,13 (1H, m)
1,74 (1H, m)
1,98 (1H, m)

35,4; 115,5;

130,2; 156,2

128,4; 115,5;
156,2

35,5; 56,8;
173,8

36,4;171,6

51,2; 1715

36,4; 1715

36,4, 51,16;
171,7
171,5

171,5
27,0
31,8; 174,5;
50,1

27,0; 50,1,
174.,5

27,0; 50,1,
171,4
174,5

31,0; 174,5

25,0; 29,2; 47,6;
173,2
61,2

61,2; 173,2
47,6; 61,2
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Asn®

Ser’

Acido

graxo

H-6
CcoO
H-a

H-p

CoO
CO
NH

NH2

H-a

co
NH
OH-

1-CO

a A W N

6
7-11¢
12¢

13¢

14¢

15¢, 16¢
7-13¢
14¢

15¢

16¢

1,88 (1H, m)
3,76 (2H, m)
4,43 (2H, m)
2,70 (1H, m)/
2,46 (1H, m)

8,71 (2H.1)
7,37 (1H, s)/
6,85 (2H,s)
4,17 (2H, m)
3,67 (2H, 1)
7,32 (2H, m)
4,86 (1H, s)

2,34 (2H, m)
3,99 (1H,m)
1,41 (2H, m)
1,25 (1H, m)/
1,12 (1H, m)

1,13 (1H, m)/1,24 (s)

1,24 (s)
1,24 (s)
1,13 (m)
1,49 (1H, m)
0,84 (6H, d, 6,5)
1,24 (s)
1,24 (m)
1,26 (m)
0,85 (3H, 1)

1,88 (1H, m)
3,75 (2H, m)
4,42 (2H, m)
2,71 (1H, dd)
2,45 (1H, dd)

8,68 (2H,d)
7,35 (1H,s)
6,82 (2H,s)
4,16 (2H, m)
3,66 (2H,d)
7,32 (1H, d)
4,83 (1H, br)

2,33 (2H, m)
3,97 (1H, m)
1,40 (2H, m)
1,28 (1H, m)
1,16 (1H, m)
1,24 (s)
1,25-1,10
1,25
1,10
1,49 (1H, m)
0,83 (6H, d, 6,6)
1,25-1,10
1,25
1,25
0,84 (3H, t)

47,6; 61,2
25,0; 29,2

172,1
50,2;172,1

35,5; 51,2;
173,2
172,3

35,6;172,3

61,8; 170,7

56,6; 170,7

56,8; 171,2
56,6; 61,8

171,6
25,7
27,3, 29,0
27,3
25,8; 29,0
29,2-29,6
27,8
22,9
22,9
27,8; 38,8
29,2-29,6
22,5
14,2; 31,6
22,5; 31,6
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3-NH 7,14 (1H, d, 8,4) 7,12 (1H, d) 170,7

a0 experimento foi realizado a 500 MHz para 'H e 125 MHz 13C com DMSO-d6, utilizando o TMS
como padréo interno. PDados da literatura de acordo com HIRADATE et al., 2002 (H; 600 MHz,
DMSO0-d6). °Dados para isoforma iso-C16. 9Dados para isoforma normal-C16 (3) Deslocamento
quimico em ppm, (-) ndo identificado.
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Figura 91. AmpliagSes do espectro de RMNde 'H da amostra lturina A5 em
DMSO-d6 (500 MHz): a) regido dos hidrogénios ligados a N e aromaticos; b)
hidrogénios a-metinicos e B-metilénicos; c) hidrogénios metilénicos e metilicos;
d) regido dos hidrogénios alifaticos (CH ou CHz, B e ).

Tabela 37. Dados de RMN delH e HMBC, da amostra Iturina A5.

Amino  Posicgéo IH & (mult., J em Hz)? IH & (mult., J em HMBC (*H-13C)2

acido Hz)®

Asn? H-a 4,43 (2H, m) 4,42 (2H, m) -

H-p 2,29 (1H, dd, 15,6 e 8,2/ 2,29 (1H, dd, 15,8, -
8,4)

2,17 (1H, m) 2,16 (1H, dd) -

Cco -

(6{0) -

NH 7,71 (1H, s) 7,70 (1H, d) -

NH: 7,33 (1H, s)/ 7,31 (1H, s) -

6,91 (1 H,s) 6,89 (1H, s) -

Tyr2  H-a 4,02 (1H, m) 4,02 (1H,m) -
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Asn?

Gln*

Prol®

H-p

C-y

H-6 e H-0
H-ce H-7n
Co

NH

OH-¢

H-a

H-A

CoO
CO
NH

NH:2

H-a

H-y
co
co
NH

NH2

H-a

H-p

H-6
Cco

2,96 (1H, dd, 14,4 e 3,8)

2,73 (1H, m)

7,02 (2H, d, 8,4)
6,65 (2H, d, 8,4)
8,71 (2H, 1)

9,17 (1H, s)

4,44 (1H, m)

2,59 (1H, dd, 15,4 e 9,5)

2,47 (1H, m)

8,05 (1H, d, 7,6)
7,21 (1H, s)
6,87 (1H, s)
4,53 (1H, m)
2,02 (1H, m)
1,77 (1H, m)
2,10 (2H, m)

6,96 (1H, d, 7,8)
7,12 (1H, s)
6,85 (2H, s)
4,17 (2H, m)
2,14 (1H,m)/
1,78 (1H, m)
1,98 (1H,m)/
1,88 (1H, m)
3,75 (2H, m)

2,96 (1H, dd, 14,3 e

3,7)
2,73 (1H, m)

7,01 (2H, d, 8,4)
6,65 (2H, d, 8,4)

8,68 (2H, d)

4,43 (1H, m)

258 (1H,dd, 154 e

9,5)
2,47 (1H, dd)

8,04 (1H, d, 7,2)

7,19 (1H, s)
6,85 (1H, s)
4,51 (1H, m)
2,03 (1H, m)
1,75 (1H, m)
2,09 (2H, m)

6,91 (1H, d)
7,10 (1H, s)
6,82 (2H, s)
4,16 (2H, m)
2,13 (1H, m)
1,74 (1H, m)
1,98 (1H, m)
1,88 (1H, m)
3,75 (2H, m)

156,2
128,4
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Asn® H-a
Hop

CO
CoO
NH

NH:2

Ser’ H-a
H-p
CO
NH

OH- 8

Acido 1-CO

graxo

a A W N

7-11
12
13
14
15
16
17

3-NH

4,43 (2H, m)
2,70 (1H, m)/
2,47 (1H, m)
8,71 (2H,1)
7,37 (1H, s)/
6,85 (2H,s)
4,17 (2H, m)
3,67 (2H, 1)

7,33 (2H, m)
4,86 (1H, s)

2,36 (2H, m)
4,00 (1H,m)
1,42 (2H, m)
1,25 (1H, m)/
1,09 (1H, m)

1,10 (1H, m)/1,23 (s)

1,24 (s)
1,24 (s)
1,24 (s)
1,09 (s)
1,08 (m)
0,80 (m)

0,82 (6H, d, 6,5)
7,12 (1H, d, 8,4)

4,42 (2H, m)
2,71 (1H, dd)
2,45 (1H, dd)

8,68 (2H,d)
7,35 (1H,s)
6,82 (2H,s)
4,16 (2H, m)
3,66 (2H,d)

7,32 (1H, d)
4,83 (1H, br)

2,33 (2H, m)
3,97 (1H, m)
1,40 (2H, m)
1,28 (1H, m)
1,16 (1H, m)
1,24 (s)
1,25-1,10

1,25-1,10

1,10
1,49 (1H, m)

0,83 (6H, d, 6,6)

7,12 (1H, d)

40,1

29,2-29,5

27,8

29,6

19,5

19,5; 36,5

34,2; 36,5

29,6

170,7

a0 experimento foi realizado a 500 MHz para *H e 125 MHz *3C com DMSO-d6, utilizando o TMS
como padréo interno, PDados da literatura de acordo com HIRADATE et al., 2002 (H; 600 MHz,
DMSO-d6), () Deslocamento quimico em ppm, (-) ndo identificado.
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