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RESUMO 

PRODUÇÃO E PURIFICAÇÃO DE LIPOPEPTÍDEOS BIOATIVOS 

PRODUZIDOS POR BACTÉRIAS ENDOFÍTICAS DA REGIÃO AMAZÔNICA: O 

gênero Bacillus possui uma grande variedade de espécies produtoras de 

metabólitos secundários bioativos com grande potencial em diferentes campos, 

entre estes os lipopeptídeos, que são compostos anfifílicos com atividades 

antifúngica, antibiótica e surfactantes. No presente trabalho foram utilizadas três 

linhagens de bactérias endofíticas de plantas da Amazonia produtoras de 

lipopeptídeos, identificadas por sequenciamento de 16S rDNA como B. 

amyloliquefaciens. Os dados de espectrometria de massas dos extratos das três 

linhagens analisadas indicaram a presença dos lipopeptídeos iturina, surfactina e 

fengicina. Na avaliação do rendimento na produção de lipopeptídeos 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-1. A otimização da produção de lipopeptídeos para as linhagens de B. 

amyloliquefaciens PpC1 2.2b, GhcC1 2.1a e DgcR2 1.1b por planejamento fatorial 

fracionado 24-1 e dados obtidos da ANOVA permitiram propor um modelo eficaz 

obtendo um aumento significativo da produção de lipopeptídeos a partir de 

variações de pH, agitação e aeração. A partir das análises de LC-ESI-MS/MS e 

RMN dos isolados de PpC1 2.2b foram identificadas dezessete substâncias 

lipopeptídicas incluindo seis homólogos da iturina A, sete homólogos da surfactina 

A, dois homólogos da fengicina A e dois da fengicina B. As frações de surfactinas, 

iturinas e fengicinas apresentaram atividades anti-inflamatórias por inibição da 

produção de NO em células de macrófagos murinos J774A.1 com viabilidade 

celular acima de 100%. As amostras LP196, Fengicina AB1 e Iturina A2 

apresentaram atividade antiplasmódica contra P. falcipurum FCR3, exibindo CI50 

de, 58,52 µg mL-1, 58,0 µg.mL-1 e 66,83 µg.mL-1 e o extrato LP164 apresentou 

atividade antibacterina contra K. pneumoniae com MIC de 62,5 µg.mL-1. 

 

Palavras-Chave: Lipopeptídeos, bactérias endofíticas, espectrometria de 

massas, B. amyloliquefaciens 
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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. L-1. The optimization of lipopeptide 

production for B. amyloliquefaciens PpC1 2.2b, GhcC1 2.1a and DgcR2 1.1b lines 

by fractional factorial planning 24-1 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 µg.mL-1, 58.52 µg.mL-1 and 66.83 µg.mL-1 and the 

LP164 extract showed activity antibacterine against K. pneumoniae with MIC of 

62.5 µg.mL-1. 

 

Keywords: Lipopeptides, endophytic bacteria, mass spectrometry, B. 

amyloliquefaciens. 
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A biodiversidade amazônica representa uma importante e inestimável fonte 

biológica de novos produtos naturais com elevado potencial farmacêutico e 

biotecnológico. Em meio a esta grande diversidade biológica destacamos os 

microrganismos endofíticos, os quais estão associados aos tecidos internos das 

plantas, representados em grande parte por fungos e bactérias.  

O estudo do uso do potencial químico e biológico de microrganismos 

endofíticos é relativamente recente, porém vem despertando cada vez mais 

interesse dos pesquisadores pôr possuírem ampla diversidade genética. Esse fato 

deve-se principalmente aos aspectos vantajosos que estes microrganismos 

possuem de adaptação a condições ambientais bastante variadas, incluindo 

ambientes com variações extremas de pH e temperatura, o que lhes confere a 

capacidade de produção de diversas substâncias com grande potencial biológico.  

O gênero Bacillus possui uma variedade de espécies importantes 

industrialmente, as quais podem ocorrer como bactérias endofíticas. As espécies 

deste gênero são as maiores produtoras de lipopeptídeos bioativos com histórico 

de uso seguro tanto em alimentos quanto na indústria. Os lipopeptídeos são 

sintetizados pelas bactérias endofíticas por via não ribossomal durante processos 

de fermentação, nos quais diferentes variações destas moléculas podem ser 

obtidas, dependendo da linhagem selecionada e das condições nutricionais de 

cultivo. Porém, as principais limitações na produção de lipopeptídeos são aumento 

de rendimento e redução de custos. Melhorar os processos de produção dos 

lipopeptídeos depende de vários fatores, como a seleção de cepas produtoras e 

as técnicas apropriadas de extração, purificação e a otimização das condições do 

meio de cultivo.  

A busca por novos lipopeptídeos em grande parte depende da seleção de 

linhagens produtoras. Assim, os endófitos bacterianos de regiões geográficas 

pouco exploradas, como a região amazônica, podem ser fontes de novos 

compostos lipopeptídicos bioativos. 

Diante do exposto, o presente estudo visou contribuir para o conhecimento 

químico e biológico de espécies do gênero Bacillus obtidas como linhagens 

endofíticas de plantas da Amazônia. Foi realizado um estudo sobre a otimização 

da produção de lipopeptídeos, a investigação da natureza química e biológica de 

lipopeptídeos de uma das linhagens em busca de novos metabólitos e ensaios de 
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extratos, frações e substâncias para verificar a ocorrência de atividades anti-

inflamatórias, antimicrobianas e antiplásmodica.  
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2.1 Geral 

Investigar a natureza química e o potencial biológico de lipopeptídeos de 

linhagens selecionadas de bactérias endofíticas de plantas da Amazônia. 

 

2.2 Específicos 

 Selecionar e identificar três linhagens de bactérias endofíticas como 

produtoras de lipopeptídeos; 

 Investigar parâmetros de cultivo que melhorem a produção dos 

lipopeptídeos pelas linhagens selecionadas; 

 Purificar e identificar lipopeptídeos de pelo menos uma das linhagens 

selecionadas; 

 Avaliar os extratos, frações, e lipopeptídeos puros dessa linhagem em 

ensaios de atividade antimalárica, antibacteriana e anti-inflamatória. 
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3.1 Microrganismos Endofíticos 

Os microrganismos podem ser associados a plantas de várias formas, 

podendo estar presentes tanto externamente quanto internamente em sua planta 

hospedeira. Os epifíticos são aqueles que vivem nas superfícies foliares das 

plantas ou rizosféricas que habitam as raízes no solo (COMPANT et al., 2010). 

Por sua vez, os microrganismos que vivem e prosperam dentro da planta 

hospedeira são chamadas de endofíticos (HARDOIM et al., 2008). Os endófitos 

compreendem principalmente fungos e bactérias (PETRINI et al., 1991; SCHULZ 

& BOYLE, 2005), porém algas (PETERS, 1991), insetos (FELLER, 1995), 

micorrizas e bactérias fixadoras de nitrogênio (AZEVEDO et al., 2000) também 

podem ser inseridos neste grupo.  

Embora já tenham sido descritos no século passado, os microrganismos 

endofíticos passaram a ser melhor analisados nas últimas 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 

que, em muitos casos, podem desenvolver associações benéficas com as plantas 

através da produção de substâncias especiais (GUNATILAKA et al., 2006; 

SANTOYO et al., 2016), principalmente metabólitos secundários, protegendo 

assim seus hospedeiros contra insetos-pragas, herbívoros domésticos e 

fitopatógeno (HARDOIM et al., 2008; ALVIN et al., 2014). Os microrganismos 

endofíticos também fornecem ou ajudam as plantas na absorção de 

micronutrientes, como fósforo e nitrogênio (HARDOIM et al., 2008, JOSHEE et al., 

2007), podem conferir maior resistência a condições de estresse bióticos e 

abióticos (MILIUTE et al., 2015) e são capazes de produzir fitohormônios e outros 

compostos de interesse biotecnológico, como enzimas e drogas farmacêuticas 

(HARDOIM et al., 2015; SANTOYO et al., 2016).  

Um dos exemplos mais bem-sucedidos de produtos naturais de endófitos é 

o medicamento anticâncer taxol (paclitaxel) (Figura 1). Este composto foi 

inicialmente isolado de uma planta medicinal tradicional (Taxus brevifolia) utilizada 

pelos nativos americanos (GUNTHER, 1945). A investigação do endófito dessa 

planta revelou que o fungo Taxomyces andreanea, também foi capaz de produzir 

este complexo diterpenóide, com atividade antimitótica utilizado contra câncer de 
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ovário e de mama, bem como no tratamento de inúmeras doenças proliferativas 

de humanos (PRAKASH et al., 2016). 
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Figura 1. Taxol. 

 

Os endófitos são capazes de produzir uma ampla variedade de metabólitos 

secundários bioativos das mais variadas classes: peptídeos, alcalóides, 

flavonóides, ácidos fenólicos, quinonas, esteróides, terpenóides, entre outros 

(TAN & ZOU, 2001; YU et al., 2010, SUMI et al., 2015; WICAKSONO et al., 2018). 

Esses metabólitos bioativos encontram ampla aplicação na indústria farmacêutica, 

incluindo antimicrobianos, antivirais, anticâncer, antioxidantes, antidiabéticos, 

imunossupressores e antiparasitários, e na agricultura incluindo agroquímicos 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 endofíticas 

         A constatação de bactérias endofíticas em tecidos de plantas saudáveis tem 

sido amplamente relatada (HINTON & BACON, 1995; STURZ, et al., 2000; 

DUHAN et al., 2020). A fim de obter uma melhor compreensão dos fatores que 

determinam a colonização de bactérias endofíticas bem como a sua sustentação 

de vida dentro das plantas hospedeira, foram analisados e comparados os 

genomas de diferentes bactérias endofíticas (MITTER et al., 2013). Os resultados 

desta pesquisa mostraram que esses endófitos não só diferem no tamanho da 

sequência genômica, mas também no estilo de vida endofítico; alguns possuem 
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hospedeiros muito restritos e são encontrados exclusivamente em plantas, 

enquanto outros tem a capacidade de habitar em diferentes plantas e também são 

bons colonizadores de outros ambientes, como solo ou a rizosfera.  

De acordo com suas estratégias de vida, os endófitos bacterianos podem ser 

classificados como facultativos ou obrigatórios. As bactérias endofíticas 

facultativas podem sobreviver fora da planta hospedeira durante um período do 

seu ciclo de vida, alternando entre plantas e ambiente, sendo capazes de 

sobreviver no solo, na superfície 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 propensão a esse estilo de vida bifásico. No 

entanto, as bactérias endofíticas obrigatórias dependem da planta hospedeira 

para sua sobrevivência e atividade metabólicas podendo ser transmitidas de 

geração em geração através de sementes ou tecidos vegetais vegetativos (SU et 

al., 2010).  

Muitas espécies de bactérias endofíticas cultiváveis (tanto gram-positivas 

como gram-negativas) foram isoladas e relatadas a partir de uma grande 

variedade de plantas terrestres e aquáticas (STURZ et al., 2000; BHORE et al., 

2010; KANDEL, et al., 2017), embora em número inferior ao das bactérias 

rizosféricas (LODEWYCKX et al., 2002; KANDEL, et al., 2017). Os gêneros 

bacterianos endofíticos mais comumente isolados até 2010 foram Pseudomonas, 

Bacillus, Acinetobacter, Actinobacteria, Sphingomonas e alguns gêneros 

pertencem à família Enterobacteriacae (PIRTTILA &FRANK, 2011). 

As bactérias endofíticas são capazes de adentrar na planta através de 

feridas ou aberturas naturais e podem ser isolados dos diversos tecidos vegetais: 

tubérculos, raízes, 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 vários gêneros e espécies bacterianas endofíticas. A presença de espécies 

bacterianas endofíticas e sua densidade populacional é altamente variável, 

dependendo das espécies bacterianas, genótipos do hospedeiro e condições 

ambientais (ROSENBLUETH & MARTÍNEZ-ROMERO, 2006; CHEBOTAR et al., 

2015).  

Endófitos bacterianos interagem com plantas através da produção de fito-

hormônios, solubilização de fosfato, amônia, ácido cianídrico (COMPANT et al., 
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2005; TAGHAVI et al., 2009; RAJKUMAR et al., 2006; AFZAL et al., 2019), e 

através da produção de enzimas (NAGARAJKUMAR et al., 2004; TAGHAVI et al., 

2009). Em troca, os endófitos bacterianos podem ser beneficiados pelos vários 

metabólitos secundários produzidos pelas plantas hospedeiras além de proteção 

contra fatores bióticos e abióticos (SCHULZ & BOYLE, 2005). Eles também 

possuem um papel superior na promoção do crescimento das plantas em 

comparação às rizobactérias (RYAN et al., 2008; KUMAR et al., 2015).  

Além disso, outras diferentes classes de produtos naturais, como 

antibacterianos, antibióticos, antifúngicos, antivirais, inseticidas voláteis têm sido 

relatados como sendo produzidos por endófitos bacterianos (KHAN et al., 2008, 

KUMAR, et al., 2015, SINGH et al., 2017; NARAYANA et al., 2017). 

Recentemente, importantes antibióticos foram encontrados a partir de endófitos 

de diferentes espécies de plantas. (ELJOUNAIDI et al., 2016; PANDEY et al., 

2017; JAKUBIEC-KRZESNIAK et al., 2018; TRIPATHI et al., 2018). As cepas 

endofíticas de Bacillus, Burkholderia, Enterobacter, Pseudomonas e Serratia tem 

sido as mais eficazes na supressão do crescimento de microrganismos 

patogênicos em condições tanto in vivo quanto in vitro (MERCADO-BLANCO et 

al., 2014; ESMAEEL et al., 2016; KANDEL et al., 2017). 

 

3.2 Bactérias do Gênero Bacillus 

O gênero Bacillus compreende um grupo heterogêneo de bactérias Gram-

positivas, anaeróbias facultativas, formadoras de endósporos, e são 

caracterizados pela morfologia de bastonetes com extremidades retas ou 

arredondadas de tamanhos variáveis (0,5 x 1,2 μm até 2,5 x 10 μm). Espécies de 

Bacillus são onipresentes na natureza, tendo sido isoladas de ambientes tão 

diversos como água doce, água salgada, solo, plantas, animais, argilas, pedras, 

poeira, alimentos, ar e trato gastrointestinal de vários insetos e animais 

(PIGNATELLI et al., 2009; TEJERA-HERNÁNDEZ et al., 2011).  

Esta capacidade de sobreviver e crescer em diferentes ecossistemas é 

baseada na produção de seus endósporos robustos e na sua diversidade com 

relação a suas propriedades fisiológicas e seus requisitos para crescimento 

(SLEPECKY & HEMPHILL, 2006). As diferentes espécies de Bacillus apresentam 

propriedades fisiológicas 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, proteínas, hidrocarbonetos e também 

biocombustíveis (SLEPECKY & HEMPHILL, 2006).  

O estudo do gênero bacteriano Bacillus iniciou durante a década de 1870, 

onde Ferdinand Cohn, que trabalhava na Universidade de Breslau na Polônia, 

isolou bactérias móveis e aeróbicas, chamando de Bacillus subtilis, significando 

“haste fina”. Conh (1872), descreveu com precisão o ciclo de vida de Bacillus, 

demonstrando a formação, resistência ao calor, a germinação e crescimento de 

endósporos (CONH, 1872). Quando Robert Koch estabeleceu que um organismo 

fenotipicamente similar, o B. anthracis era o agente causador da doença antraz 

(KOCH, 1876), houve uma crescente importância científica desse novo grupo de 

microrganismos. Nos 50 anos seguintes, muitas novas bactérias formadoras de 

endósporos foram identificadas, no entanto, devido a ferramentas limitadas, a 

nomenclatura e classificação dessas espécies bacterianas foram muitas vezes 

confusas e desordenadas. O desafio de trazer ordem à taxonomia de Bacillus foi 

recebido com admirável dedicação 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 gênero Bacillus” (GORDON 

et al, 1973), onde Gordon e colaboradores forneceram descrições detalhadas de 

18 espécies de Bacillus, em conjunto com uma bateria de 33 testes morfológicos 

e fisiológicos que tornaria possível atribuir inequivocamente a maioria dos isolados 

conhecidos a uma dessas espécies. Mais recentemente, o uso da biologia 

molecular para a taxonomia do gênero Bacillus desafiou o paradigma existente de 

que o gênero era composto de um pequeno número de espécies rigorosamente 

definidas e identificáveis por certas características fenotípicas. Desde então 

estudos utilizando a análise da sequência do gene 16S rRNA confirmam os altos 

níveis de heterogeneidade filogenética do gênero 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 gênero Bacillus 

consiste de 541 espécies publicados validamente 

(http://www.bacterio.net/bacillus.html). As principais espécies industriais são B. 

subtilis, B. thuringiensis, B. amyloliquefaciens, B. pumilus, B. megaterium e B. 

licheniformis (FAN et al., 2017). 

http://www.bacterio.net/bacillus.html
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As espécies de Bacillus apresentam uma vasta gama de requisitos 

nutricionais, condições de crescimento, composições de bases do DNA e maior 

composição de aminoácidos. A maioria das espécies deste grupo são 

consideradas inofensivas para humanos e animais, e apenas algumas são 

patogênicas, tais como, B. anthracis, causador do antrax e B. cereus, causador 

de gastroenterite e outras infecções (CLAUS & BERKELEY, 1986). 

 

3.2.1 Metabólitos secundários produzidos por Bacillus 

As cepas de Bacillus são produtores importantes de metabólitos secundários 

bioativos com aplicação em diferentes setores da indústria de alimentos, 

farmacêutica e agricultura. (AYED et al., 2017).  As várias classes de subtâncias 

bioativas relatadas em espécies de Bacillus, são: lipopeptídeos, bacteriocinas, 

policetídios, alcalóides, sideróforos, isocumarinas, aminopoliol e pigmentos 

(Tabela 1). Dentre estas os policetídeos e peptídeos não ribossomais constituem 

uma das classes mais importantes com ampla atividade biológica 

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

COCHRANE & VEDERAS, 2016).  

 

Tabela 1. Alguns metabólitos isolados de Bacillus ssp. e suas atividades 
biológicas. 

Classe Metabólitos 
secundários 

Produtor Atividades 
biológicas 

Referência 

 
 

Policetídeos  
 

Bacillaena B. subtilis e B. 
amyloliquefaciens 

Antibacteriana BUTCHER et al., 2007, 
HELFRICH & PIEL (2016) 

Difficidina B. subtilis e B. 
amyloliquefaciens 

Antibacteriana CHEN et al., 2009, 
HELFRICH & PIEL, 2016 

Macrolactina B. subtilis e B. 
amyloliquefaciens 

Antibacteriana e 
antiviral 

HELFRICH & PIEL, 2016, 
SCHNEIDER et al., 2007 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Surfactina  B. coagulans, 
B.subtilis, 
B.polyfermenticus
, B. megaterium, 
B. 
amyloliquefaciens
, B. pumilus, 
B. licheniformis 

Antimicrobiana, 
antiviral e 
surfactante 

ALETI et al., 2015, 
ONGENA & JACQUES, 
2008, QI et al., 2010; 
SUMI et al., 2015; SUN et 
al., 2006; ULLRICH et al., 
1991 

Fengicina B.subtilis, B. 
amyloliquefaciens 

Antifúngica ALETI et al., 2015, 
ONGENA e JACQUES, 
2008, QI et al., 2010; 
SUMI et al., 2015; SUN et 
al., 2006 

Plipastatina B. cereus, B. 
thuringiensis 

Antifúngica ONGENA & JACQUES, 
2008, QI et al., 2010; 
SUMI et al., 2015;  
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Lipopeptídeos 
cíclicos 

 

Iturina B. 
amyloliquefaciens
, B. subtilis, B. 
megaterium 

Antimicrobiana ALETI et al., 2015, 
ONGENA & JACQUES, 
2008, QI et al., 2010; 
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 Antifúngica BECHET et al., 2012, 
HATHOUT et al., 2012 

Thumolycina B. thurigiensis Antifúngica ZHIYONG et al., 2018 
Daitocidina B. pumilus Antifúngica CHAABONI, et al., 2012, 

CARRILO et al., 2003, 
TENDULKAR et al., 2007 

Pumilacidina B. pumilus Antifúngica CHAABONI, et al., 2012, 
CARRILO et al., 2003, 
TENDULKAR et al., 2007 

Marihysin B. marinus Antifúngica LIU et al., 2010 
Bacircine B. 

amyloliquefaciens 
Antifúngica CHAABONI, et al., 2012, 

CARRILO et al., 2003, 
TENDULKAR et al., 2007 

Halobacillina B. licheniformis Antifúngica CHAABONI, et al., 2012, 
CARRILO et al., 2003, 
TENDULKAR et al., 2007 

Isohalobacillina B. licheniformis Antifúngica CHAABONI, et al., 2012, 
CARRILO et al., 2003, 
TENDULKAR et al., 2007 

Lichenisina B. licheniformis Antifúngica CHAABONI, et al., 2012, 
CARRILO et al., 2003, 
TENDULKAR et al., 2007 

Bamylocina B. 
amyloliquefaciens 

Antifúngica LEE et al., 2007 

Baciloletrina B. subtilis Antibacteriana TAREQ et al., 2017 
Bacillopeptina 
B1 

B. 
amyloliquefaciens 

Antibacteriana MA et al., 2014 

Locillomicina B. subtilis Antibacteriana LUO et al., 2015 
Gageopeptina B. subtilis Antifúngica TAREQ et al., 2015 

Lipopeptídeos 
lineares 

Gageostatina B. subtilis  Antifúngica TAREQ et al., 2014a 
Gageotetrina B. subtilis Antifúngica TAREQ et al., 2014b 
Gageopeptideo B. subtilis Antifúngica TAREQ et al., 2014c 

 
 
 
 

Outros 
peptídeos não 
ribossomais 

 

Mixirins A-C Bacillus sp. Anticâncer ZHANG et al., 2004 
Bacilisina B. 

amyloliquefaciens
, B. subtilis 

Antimicrobiana CHEN et al., 2009, 
HELFRICH &PIEL, 2016 

Tirocidina B. brevis Antibacteriana DANDERS et al., 1982; 
LOLL et al., 2014; LIOU et 
al., 2015; VAN EPPS et 
al., 2006 

Gramicidina B. brevis Antibacteriana  
Bacitracina B. subtilis, B. 

pumilus, B, 
licheniformis 

Antibacteriana AWAIS et al., 2007, 
ZAREI et al., 2012; SUMI 
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 

 
Peptídeos 
lineares 

 

Cerexin B. cereus Antibacteriana COCHRANE et al., 2015 
Tridecaptina B. circulans Antibacteriana COCHRANE et al., 2015 

COCHRANE et al., 2016 

 
 
 
 

Bacteriocinas/La
ntibioticos 

 
 
 

Subtilina ´B. subtilis Antibacteriana STEIN, 2005, SUMI et al., 
2015 

Amylolisina B. 
amyloliquefaciens 

Antimicrobiana SUMI et al., 2015; 
ARGUELLES-ARIAS et 
al., 2013 

Amylociclicina B. 
amyloliquefaciens
, 

Antimicrobiana SUMI et al., 2015; 
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 

 
Inseticidas 

 

Cry proteins B. thuringiensis Inseticida SANSINENEA et al., 2012 
Vip proteins B. thuringiensis Inseticida SANSINENEA et al., 2012 
Thuringiensina B. thuringiensis Inseticida ESPINASSE et al., 2002 

 
 

Sideróforos 
 

Bacillibactina B. cereus, B. 
subtilis 

Quelantes de 
ferro 

SEGOND et al., 2014; 
ZAWADZKA et al., 2009 

Petrobactina B. cereus, B. 
subtilis 

Quelantes de 
ferro 

ZAWADZKA et al., 2009 

3,4-ácido 
dihiroxibenzoico 
(3,4-DHB) 

B. cereus, B. 
anthracis, B. 
thuringiensis 

Quelantes de 
ferro 

ZAWADZKA et al., 2009 

 
 
 

Isocumarinas 
 

Amicoumacina 
A-C 

B. subtilis, B. 
pumilus 

Antibacteriana PINCHUK et al., 2002 

Xenocoumacina B. subtilis Antibacteriana LIU et al., 2013 
Bacilosarcinas 
A-B 

B. subtilis Antibacteriana AZUMI et al., 2008 
 

Lipoamicoumaci
nas 

B. subtilis Antibacteriana LIU et al., 2013 

Pigmentos Melanina B. thuringiensis Protetor UV SANSINENEA, et al., 
2015 

Aminopoliol Zwitermicina A B. thuringiensis, 
B. cereus 

Antibactericida KEVANY, et al., 2008; 
LUO et al., 2011 

 
 
 
Alcalóides  

3-Formilindol B. pumilus antitripassomal MARTINEZ-LUIZ et al., 
2012 

N-acetil-β-
oxotripitamina 

B. pumilus antitripassomal MARTINEZ-LUIZ et al., 
2012 

3-
Hidroxiacetilindo
li 

B. pumilus antitripassomal MARTINEZ-LUIZ et al., 
2012 
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 Figura 2. Metabólitos produzidos por espécies de Bacillus. 
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Muitas espécies de Bacillus possuem uma base genômica para a 

biossíntese de derivados de peptídeos policetídicos ou peptídeos não-

ribossômicos devido à presença de grupos de enzimas policetídicas sintetases 

(PKSs) e peptídeo não-ribossomais sintetases (NRPSs).  

As cadeias que formam a estrutura principal dos policetídeos são 

sintetizadas pelo grupo de enzimas PKSs. De forma similar os peptídeos não 

ribossomais são biossintetizados pelas NRPSs que, ao contrário dos ribossomos, 

são independentes do RNA mensageiro. Peptídeos não ribossomais possuem, 

muitas vezes, estruturas cíclicas e/ou ramificadas e lineares e podem 

conter aminoácidos não proteinogênicos (incluindo D-aminoácidos) e 

modificações estruturais como N-metilações, ou serem glicosilados, acilados, 

halogenados ou hidroxilados. A habilidade destes complexos multienzimáticos de 

incluir tais aminoácidos e incorporá-los em ambos os peptídeos cíclicos e lineares 

resulta em diversas estruturas naturais das espécies bacterianas e fúngicas. A 

complexidade estrutural dos NRPSs reflete seu largo espectro de atividades. 

Exemplificando, o conjunto multienzimático, responsável pela síntese da 

surfactina, consiste de três 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 são organizados no operon srfA. A via NRPSs envolve 

principalmente três domínios enzimáticos. O domínio de adenilação (A) seleciona 

o aminoácido cognato e o ativa como aminoacila adenilato. O aminoácido ativado 

é então transferido para uma proteína carreadora de peptidila (PCP) que o 

transfere ao domínio de condensação (C) que, finalmente, catalisa a formação da 

ligação peptídica.  
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(A) O operon srf (topo) com os três genes srfA-A, srfA-B e srfA-C que codificam para as 
subunidades da surfactina sintetase mostradas abaixo dos genes. As barras indicam as posições 
dos módulos dentro da proteína, enquanto os domínios individuais são mostrados como bolas 
coloridas: A, domínio de adenilação; PCP, domínio de proteína transportadora de peptidil; C, 
domínio de condensação; E, domínio de epimerização; TE, domínio tioesterase. O 4-
fosfopantetoinil cofatores com seus grupos tiol ativos são mostrados com os peptídeos 
correspondentes anexados em seus estados de síntese atuais. O crescimento da cadeia peptídica 
é passado da esquerda para a direita, até que o produto linear no último domínio PCP seja 
ciclizado no lipopeptídeo pelo domínio TE. (B) O imitador do peptídeo SNAC (S-N-acetil 
cisteamina) acil pode ser ciclizado pelo domínio SrfTE geneticamente excisado. Fonte: BRUNER 
et al., 2002. 
 

 Figura 3. Exemplificação da biossíntese do lipopeptídeo surfactina por NRPSs. 

 

Estes peptídeos não-ribossômicos produzidos por NRPSs representam um 

grupo de produtos naturais com grande importância farmacêutica, sintetizado não 

apenas por microrganismos do gênero Bacillus, mas por fungos filamentosos, 

bactérias Gram-positivas e em menor extensão as Gram-negativas. Entre as 

bactérias Gram-positivas, o grupo dos actinomicetos, assim como os membros do 

gênero Bacillus são 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 importância 

industrial (FUKUMOTO, 1943). Ele foi classificado no grupo “B. subtilis”, que é 



  

45 

 

heterogêneo 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 relação de DNA com B. subtilis (PRIEST et al., 

1987). Seu nicho ecológico é a rizosfera, onde coloniza as plantas, com benefício 

mútuo.  

 
Fonte: autor 

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

estruturas reprodutivas. 

 

B. amyloliquefaciens pode produzir vários metabólitos bioativos, geralmente 

antimicrobianos (Tabela 1), sendo reconhecida como um dos maiores produtores 

de lipopeptídeos surfactina, iturina e fengicina, (ONGENA & JACQUES, 2008; 

CHOWDHURY et al., 2013). Além disso, recentemente foi verificado que eles são 

também produtores de biofilmes (HUI et al., 2018), sideróforos (SABATÉ et al., 

2018), enzima nariginase (ZHU et al., 2017) e hormônios (SHAHZAD et al., 2016; 

SABATÉ et al., 2018).  

   

 
3.3 Lipopeptídeos produzidos por bactérias 

Os lipopeptídeos (LPs) constituem um grupo estruturalmente diverso de 

metabólitos secundários e estão entre as classes mais importantes de substâncias 

produzidas por bactérias endofíticas, a partir de NRPSs ou PKSs (AYED et al., 

2017).  

São moléculas anfifílicas microbianas valiosas com propriedades biológicas e 

tensoativas. Os lipopeptídeos mais estudados são os produzidos pelos gêneros 

Bacillus e Pseudomonas (ABDERRAHMANI et al., 2011; ROONGSAWANG et al., 

2011). Eles têm aplicações importantes devido à atividade antibacteriana, 
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antifúngica e antiviral. Os lipopeptídeos possuem uma diversidade estrutural com 

base em uma cadeia acil de ácidos graxos hidrofóbicos de 13 a 17 átomos de 

carbonos, ligada a um peptídeo hidrofílico de 7 a 25 aminoácidos. A maioria destes 

possuem estrutura cíclica devido à ligação do resíduo peptídico C-terminal ao 

ácido graxo β-hidroxi através do grupo hidroxil do resíduo peptídico ou 

diretamente a um β-aminoácido (ROONGSAWANG et al., 2011). Uma única 

linhagem bacteriana pode sintetizar várias isoformas polipeptídicas. 

As propriedades bioativas dos LPs podem levar a aplicações em diversas 

áreas da indústria. Na indústria farmacêutica e na agricultura, por exemplo, os 

lipopeptídeos têm recebido grande atenção por suas atividades antimicrobianas. 

(ONGENA & JACQUES, 2008; FIRA et al., 2018). Várias espécies de Bacillus, 

especialmente B. subtilis, B. amyloliquefaciens e B. pumilus produzem 

substâncias antimicrobianas sendo os lipopeptídeos os principais responsáveis 

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 ecológicas e estimula o uso de cepas produtoras no 

controle biológico de fitopatógenos (FALARDEAU et al., 2013; LIU et al., 2014; 

NIKOLIC et al., 2018; SABIR et al., 2017; WICAK-SONO et al., 2018).  

 Os LPs também são úteis em aplicações ambientais como a remediação 

biológica de hidrocarbonetos de petróleo (MULLIGAN et al., 2005), na produção 

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 lipopeptídeo compreendendo 

uma cadeia lipídica decanoil ligada a um peptídeo de 13 aminoácidos 

parcialmente ciclizado com propriedades antimicrobianas potentes (Figura 5). Ela 

incorpora dois aminoácidos não-proteinogênico: L-quinurenina (Kyn), exclusivo da 

daptomicina e ácido L-3-metilglutâmico (MeGlu). 

 A daptomicina é clinicamente aprovada para uso como antibiótico para 

infecções graves causadas por bactérias Gram-positivas, como MRSA 

(Staphylococcus aureus resistente à meticilina) e enterococos resistentes à 

vancomicina (MIAO et al., 2005; NGUYEN et al., 2006; SADER et al., 2011).   
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 Figura 5. Lipopeptídeo Daptomicina produzido por Streptomyces roseoporous. 

 

Os lipopeptídeos de Pseudomonas exibem uma variedade de propriedades 

antagônicas, como atividade antifúngica (NIELSEN et al., 1999), antibiótica 

(SINNAEVE et al., 2009), inseticida (RAAIJMAKERS et al., 2010) e antimicrobiano 

contra Mycobacterium tuberculosis causador da tuberculose (GROUPÉ et al., 

1951). Viscosina, siryngomicina (Figura 6) e anfisina são os principais grupos de 

substâncias lipopeptídicas cíclicas produzidas por espécies de Pseudomonas 

(RAAIJMAKERS et al., 2006; GEUDENS et al., 2017). 
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Figura 6. Principais lipopeptídeos produzidos por espécies de Pseudomonas. 

 

Entre os lipopeptídeos sintetizados por NRPSs os mais estudados são os 

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 são famílias de 

lipopeptídeos 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 várias pumilacidinas apresentam 

atividade anti-úlcera, antimicrobiana e antiviral contra o vírus 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 malária in vitro. (TORRES-MENDONZA, et al., 2018). A polimixina 

B e a polimixina E (colistina) são antibióticos utilizados contra uma grande 

variedade de bactérias Gram-negativas (LANDMAN et al., 2008; TRIMBLE et al., 

2016). Estes dois lipopetídeos são diferenciados pela substituição de uma D-

leucina na colistina por uma D-fenilalanina na polimixina B (KWA et al., 2007). 

Dentre estas substâncias lipopeptídica bioativas, as mais estudadas são as 

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

Syringomicina 
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DHOUHA, 2015; ROONGSAWANG et al., 2011). Esta capacidade das espécies 

de Bacillus de produzirem muitos lipopeptídeos com atividades biológicas, as 

tornam promissoras para aplicações biotecnológicas (COCHRANE & VEDERAS, 

2016).  
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Figura 7. Lipopeptídeos produzidos por espécies de Bacillus. 

 

3.3.1 Família da Surfactina 

A história da surfactina inicia-se a partir do ano de 1968, quando Arima e 

colaboradores identificaram a presença 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 

lipopeptídeo macrolídeo cíclico em que um ácido graxo β-hidroxilado está ligado 

a uma sequência de sete amino ácidos por um grupo amida e uma ligação lactona 

(PEYPOUX, 1999).  

A família da surfactina é constituída de uma mistura de isoformas, cuja 

diferenciação ocorre devido a substituição nos resíduos de aminoácido na cadeia 

peptídica ou pelo comprimento e ramificação do ácido 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 (Leu7 – surfactina), que constitui esta estrutura é formado 

por um resíduo L-leucina com C-terminal do aminoácido ligado através de uma 

ligação éster ao ácido graxo β-hidroxi denominado ácido 3-hidróxi-13-metil-

tetradecanóico (Figura 8) (VATER et al., 2002; LIU et al., 2008). Os isômeros 

diferem-se através do número de carbono na cadeia lipídica, 12 a 16, dos tipos de 

cadeia: n, iso e anteiso, ou da composição da parte peptídica (LIU et al., 2008; 

ZHANG et al., 2013). As isoformas da surfactina A, B e C variam na posição do 

sétimo aminoácido, entre Leu (surfactina A), Val (surfactina B) e Ile (surfactina C) 

e a proporção da produção destas irá depender da linhagem utilizada e das 

condições de cultivos (LIU et al., 2012). A porção peptídica da surfactina inclui 

dois resíduos ácidos (asparagina e glutamina) e cinco resíduos hidrofóbicos 

(quatro leucinas e uma valina) com sequência 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 tensão superficial da água de 72 para 27,9 mN m-1 (ARIMA et al., 1968).  

Surfactinas também apresentam grande estabilidade em variações de pH, 

temperatura, força iônica (DESAI & BANAT, 1997; KRACHT et al., 1999) e 

menores valores de concentração micelar crítica (CMC) quando comparadas a 

outros biossurfactantes e alguns surfactantes sintéticos (COOPER et al., 1981; 

KIM et al, 1997). A surfactina possui ainda diversas funções biológicas incluindo 

atividade antibacteriana e antifúngica (VATER, 1986), anti-inflamatória (KIM et al., 

1998), atividade hemolítica (DESAI & BANAT, 1997), hipocolesterolêmica e 

antitumoral (WICAKSONO, et al., 2018) atividade antiviral (VOLLENBROICH et 

al., 1997), antimicoplasma (MADAN et al., 2001), inibidora da formação de 

coágulos de fibrina (KIKUCHI & HASUMI, 2002), efeitos imunomodulatórios 
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(PARK & KIM, 2009) e veículo para administração de drogas via pulmonar 

(HUSSAIN et al., 2004).  

 A crescente descoberta de propriedades interessantes com aplicações nas 

áreas da medicina e biotecnologia promoveu o interesse em pesquisa pela 

surfactina e como resultado, uma grande variedade de isoformas e homólogos 

deste lipopeptídeo já foram encontrados. Essas funções caracterizam a surfactina 

como molécula biologicamente ativa. Embora outros lipopeptídeos tenham 

surgido, a surfactina continua a ser o principal representante e mais conhecido 

membro desta família (PEYPOUX, 1999). 

Esta substância mostrou também atividade antitumoral contra células com 

carcinoma de Ehrlich, atividade antiproliferativa em experimentos com células dos 

cânceres de ovário, renal, de próstata, de cólon, de pulmão, de mama e melanoma 

bem como atividade citostática e citotóxica a todos os carcinomas investigados, 

estudos propõem que a ação anticarcinogênica da surfactina deve-se a ruptura 

da membrana plasmática ao atingir o interior da célula (COSTA, 2005; 

SIVAPATHASEKARAN et al., 2010; MOREJON, et al., 2017;  ABDELLI, et al., 

2019; RAMALINGAN, et al., 2019). 
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 Figura 8. Lipopeptídeos da família da surfactina. 

 

Os mecanismos de ação dos lipopeptídeos têm mostrado que estes formam 

poros na membrana lipídica, especificamente de fungos e bactérias, ocasionando 

o influxo de íons transmembrana incluindo Na+
 e K+

, causando a destruição da 

membrana e consequentemente a morte celular (SCOTT et al., 2007). No caso da 

surfactina, apesar dos mecanismos de ação não estarem plenamente elucidados, 

presume-se que ocorra uma interação direta da surfactina com os fosfolipídeos da 

membrana celular com a consequente alteração das propriedades da estabilidade 

da bicamada lipídica (CARRILLO et al., 2003; HUSSAIN et al., 2004). Estudos 
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sobre os mecanismos moleculares de permeabilização de membrana através da 

incorporação da surfactina demonstraram haver perda do conteúdo vesicular 

através da desestabilização lipídica ou formação de poros intra-membranais 

(SHEPPARD et al., 1991). A surfactina forma clusters com os fosfolipídeos, 

estabelecendo domínios de surfactina dentro da bicamada (GRAU et al., 1999). 

Esta molécula pode ainda formar, nas bicamadas, agregados micelares com 

organização lamelar ou pequenas vesículas fechadas, que solubilizam a 

membrana biológica, atuando como um detergente nesta estrutura (GRAU et al., 

1999; CARRILLO et al., 2003).  
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Tabela 2. Família da Surfactina. 

FAMÍLIA DA 
SURFACTINA 

SEQUÊNCIA PEPTÍDICA 

CADEIAS DE ÁCIDOS GRAXOS REFERÊNCIAS 
Heptapeptídeos cíclico com um anel de lactona com o 
grupo β-OH ligado a cadeia de ácido graxo 

Surfactina A L-Glu1-L-Leu2-D-Leu3-L-Val4-L-Asp5-D-Leu6-L-Leu7 C12, i-C13, *i-C14, *n-C14, i-C15, *a-C15, 
C16 
i-C14, n-C14, i-C15, a-C15, i-C14, n-C14, i-
C15, a-C15 

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

Surfactina B L-Glu1-L-Leu2-D-Leu3-L-Val4-L-Asp5-D-Leu6-L-Val7 PEYPOUX et al., 1999 

Surfactina C L-Glu1-L-Leu2-D-Leu3-L-Val4-L-Asp5-D-Leu6-L-Ile7 PEYPOUX et al., 1999 

[Ala4] surfactina L-Glu1-L-Leu2-D-Leu3-L-Ala4-L-Asp5-D-Leu6-L-Leu7 i-C14, n-C14, i-C15, a-C15 BONMATIN et al., 2003 

[Leu4] surfactina L-Glu1-L-Leu2-D-Leu3-L-Leu4-L-Asp5-D-Leu6-L-Leu7 i-C15 BONMATIN et al., 2003 

   [Ile4] surfactina L-Glu1-L-Leu2-D-Leu3-L-Ile4-L-Asp5-D-Leu6-L-Ile7 a-C15 BONMATIN et al., 2003 

Esperinab 
L-Glu1-L-Leu2-D-Leu3-L-Val4-L-Asp5-D-Leu6-L-Leu/Val7-COOH C13, C14, n-C15 THOMAS & ITO, 1969 

[Val7] Lichenisina L-Gln1-L-Leu/Ile2-D-Leu3-L-Val4-L-Asp5-D-Leu6-L-Val7 i-C13, a-C13, n-C14, i-C15, a-C15 BONMATIN et al., 2003; 
LIN et al., 1994 

[Ile4]  Lichenisina L-Gln1-L-Leu2-D-Leu3-L-Ile4-L-Asp5-D-Leu6-L-Ile7
 a-C15 BONMATIN et al., 2003; 

LIN et al., 1994 

[Ile2,4]  Lichenisina L-Gln1-L- Ile2-D-Leu3-L-Ile4-L-Asp5-D-Leu6-L-Ile7
 a-C15 BONMATIN et al., 2003; 

LIN et al., 1994 
Pumilacidina A L-Glu1-L-Leu2-D-Leu3-L-Leu4-L-Asp5-D-Leu6-L-Val7 a-C15, i-C15, n-C16, i-C16,   a-C17, i-C17 NARUSE et al., 1990; 

OLIVEIRA et al., 2020 
Pumilacidina B L-Glu1-L-Leu2-D-Leu3-L-Leu4-L-Asp5-D-Leu6-L-Ile7

 i-C13, a-C14 OLIVEIRA et al., 2020 
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3.3.2 Família da Iturina 

A iturina é um heptapeptídeo ligado a um acido graxo cujo comprimento 

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

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

partir de uma amostra de solo, na região de Ituri (Zaire) durante o ano de 1957. 

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

identificação de outros lipopeptídeos. Além da iturina A, a literatura tem reportado 

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

resíduos de aminoácido na cadeia peptídica ou pelo comprimento e ramificação 

da cadeia carbônica (BONMATIN, 2003; NORIYASU et al., 2009).  

 

Tabela 3. Família da Iturina. 

FAMÍLIA DAS 
ITUINAS 

SEQUÊNCIA PEPTÍDICA CADEIA DE ÁCIDO 
GRAXO  L D D L L D L 

Iturina A Asn1 Tyr2 Asn3 Gln4 Pro5 Asn6 Ser7 n-C14, i-C15, a-C15,  n-C16, 
i-C16 

Iturina C Asp1 Tyr2 Asn3 Gln4 Pro5 Asn6 Ser7 n-C14, i-C15, a-C15 

Mycosubtilina Asn1 Tyr2 Asn3 Gln4 Pro5 Ser6 Asn7 i-C16, a-C17 

Bacillomicina D Asn1 Tyr2 Asn3 Pro4 Glu5 Ser6 Thr7 n-C14, i-C15, a-C15 

Bacillomicina F Asn1 Tyr2 Asn3 Gln4 Pro5 Asn6 Thr7 i-C16, a-C17, i-C17 

Bacillomicina L Asp1 Tyr2 Asn3 Ser4 Gln5 Ser6 Thr7 n-C14, i-C15, a-C15 

Bacillopeptina  Asn1 Tyr2 Asn3 Gln4 Gln5 Ser6 Thr7 n-C14, i-C15 

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

 

Iturina A é um lipopeptídeo cíclico contendo sete resíduos de α-

aminoácidos e um resíduo de um β-aminoácido como cadeia lateral, sintetizado 

Micosubtilina D 

Bacilomicina D 
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de forma não ribossômica e com massa molecular nominal de 1042 Da (MAGET-

DANA & PEYPOUX, 1994).  

Iturina A demonstra uma atividade antifúngica com um espectro amplo de 

ação, o que a torna um agente de controle biológico potencialmente ideal com o 

objetivo de reduzir o uso de antifúngicos químicos na agricultura (MAGETDANA 

& PEYPOUX, 1994; YU et al., 2002; STEIN, 2005; ARREBOLA et al., 2010). De 

fato, a atividade antifúngica de B. subtilis pode ser atribuída, em grande parte, a 

produção de iturina A (ARREBOLA et al., 2010). Além disso, triagens clínicas em 

seres humanos e animais igualmente mostraram iturina A sendo uma droga 

valiosa devida seu amplo espectro antifúngico, baixa toxicidade, e baixo efeito 

alérgico (MAGETDANA & PEYPOUX, 1994; YAO et al., 2003; KIM et al., 2010). 

Estudos sobre seu mecanismo de ação mostram que a mesma se comporta 

como uma molécula anfifílica não iônica que tem como sítio alvo estruturas 

fosfolipídicas e esteróis. Desta forma, induz a abertura de canais iônicos nas 

membranas de células de fungos e leveduras, aumentando a permeabilidade e 

condutância a íons, o que causa um desequilíbrio eletroquímico 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 químicos, a iturina A tem tido poucas 

aplicações, principalmente por causa da baixa produtividade e dos custos de 

produção relativamente elevados (SZCZECH & SHODA, 2006; YU et al., 2002). 

A produção 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 há relatos de atividade inibitória 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 Família da Fengicina 

Essa família de lipopeptídeos 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 substituição do resíduo de aminoácido D-Ala por D-Val, 

respectivamente, na posição 6 (Tabela 4). Em ambas as isoformas, há uma 

ligação lactona conectando Tyr3 a Ile10, cuja estrutura é composta por um ácido 
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graxo β-hidróxi ligado a uma porção peptídica de 10 aminoácidos, sendo 8 em 

ciclo (Figura 10). Esse ácido graxo pode variar de 14 a 18 átomos de carbono, 

distribuídos 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 presença de 

aminoácidos incomuns, tais como ornitina e alo-treonina. Fengicina inclui três 

resíduos de aminoácidos que podem ser protonados ou desprotonado de acordo 

com o pH. Em pH neutro, ela exibe duas cargas negativas (resíduos de ácido 

glutâmico) e uma carga positiva (resíduo ornitina), que deverão afetar sua 

conformação e desempenhar um papel importante nas suas interações 

intermoleculares (EEMAN et al., 2009). 

Tabela 4. Família da Fengicina. 

FAMILIA DA 
FENGICINA 

SEQUÊNCIA PEPTÍDICA 

CADEIA DE 
ÁCIDO GRAXO 

REFERÊNCIAS 
Decapeptídio com um anel de lactona 
entre o grupo carboxi-terminal de Ile10

 

e grupo OH de Tyr3
. 

Fengicina A 
L-Glu1-D-Orn2-D-Tyr3-D-Thr4 -L-Glu5-D-Ala6-

L-Prol7-LGln8-L-Tyr9-L-Ile10 a-C15, i-C16, n-C16 JACQUES, 2011 

Fengicina B 
 

L-Glu1-D-Orn2-D-Tyr3-D-Thr4 -L-Glu5-D-Val6-

L-Prol7-LGln8-L-Tyr9-L-Ile10 

a-C15, i-C16, n-
C16, C17 

JACQUES, 2011  

Plipastatina A 
L-Glu1-D-Orn2-L-Tyr3-D-Thr4 -L-Glu5-D-Ala6-

L-Prol7-LGln8-D-Tyr9-L-Ile10 n-C16, a-C17 
NISHIKIORI et al., 
1986; JACQUES, 
2011 

Plipastatina B 
 

L-Glu1-D-Orn2-L-Tyr3-D-Thr4 -L-Glu5-D-Val6-

L-Prol7-LGln8-D-Tyr9-L-Ile10
 

 n-C16, a-C17 
NISHIKIORI et al., 
1986; JACQUES, 
2011 

a-anteiso; i-iso; n-normal 
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Figura 10. Lipopeptídeos da família da fengicina. 
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Alguns trabalhos revelam que as fengicinas são menos hemolíticas que 

iturinas e surfactinas, as quais mantêm uma forte atividade antifúngica, 

especificamente contra fungos filamentosos (VANITTANAKOM et al., 1986; 

KOUMOUTSI et al., 2004), mas é ineficaz frente a bactérias e leveduras 

(ROMERO 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 patógenos Gram-

positivos (FARZAND, et al., 2019) e a plipastatina (fengicina) foi identificada 

como a principal molécula de B. subtilis responsável pela inibição de S. aureus 

na pele (GONZALEZ, et al., 2011). O mecanismo de ação das fengicinas é 

menos conhecido em comparação com outros lipopeptídeos, mas elas também 

interagem facilmente com as camadas de lipídios e, em certa medida, retêm o 

potencial para alterar a estrutura da membrana celular e da permeabilidade de 

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

  

3.3.5 Otimização da produção de lipopeptídeos 

Os parâmetros nutricionais podem influenciar a natureza dos lipopeptídeos 

produzidos (LI, et al., 2008). No entanto, as principais limitações em sua 

produção são os custos de produção e os rendimentos. Vários estudos têm sido 

realizados e diferentes parâmetros operacionais de cultivo, como pH, 

temperatura, tempo de fermentação e aeração (ABDEL-MAWGOUD, et al., 

2008; JHA, et al., 2016; MEENA et al., 2018), concentrações de Mn2+ e Fe2+ (AL-

AJLANI, et al., 2007) fontes de carbono (LIU, et al., 2012; SINGH, et al., 2014) 

fontes de nitrogênio (LIU, et al., 2012; ZHAO, et al., 2015) e a escolha da 

linhagem, influenciam no aumento da produção de iturinas, surfactinas e 

fengicinas.  

Neste contexto, ferramentas estatísticas tem sido empregada para otimizar 

as fermentações líquidas afim de reduzir o custo e o tempo envolvido na 

produção de lipopeptídeos (REIS et al., 2013; RAMKRISHNA, 2010). Por 

exemplo, um procedimento Plackett-Burman foi aplicado para descobrir que as 

concentrações de glicose, K2HPO4 e uréia tiveram maior influência na produção 

de lipopeptídeos por B. subtilis de 11 variáveis testadas. Posteriormente, foi 

realizado um Planejamento Composto Central para otimizar três fatores 

selecionados, encontrando uma concentração máxima de biossurfactante de 3,1 
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g L-1 quando utilizado 15 g L-1 de glicose, 6 g L-1 de ureia e 1 g L-1 de K2HPO4, 

mantendo os outros parâmetros (MNIF, et al., 2012). Estudos realizados por 

Zhao e colaboradores (2012, 2015), utilizando B. amyloliquefacies para a 

produção de lipopeptídeos e variando a faixa de pH do meio, mostraram que o 

maior rendimento na produção dos lipopeptídeos foi ativamente estável sob 

condições neutras e alcalinas, enquanto que, sob condições ácidas houve uma 

redução significativa, não havendo produção de lipopeptídeos abaixo de pH 5,0. 

Ohno e colaboradores (1995) verificaram a dependência da temperatura para a 

produção de iturina A e surfactina por B. subtilis RB14, a partir de fermentação 

em estado sólido. A temperatura ótima 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 homólogos de iturina A, havendo um 

aumento na proporção do homólogo com maior cadeia lateral (C16) com o 

aumento da temperatura. Yeh e colaboradores (2005) observaram que a 

velocidade de agitação afetou a produção de surfactina, sendo obtidos melhores 

rendimentos com velocidades de agitação de 200 rpm e 250 rpm. No entanto, a 

uma velocidade superior a 350 rpm a produção se surfactina foi reduzida. A 

metodologia da superfície de resposta também tem sido utilizada para 

determinar a produção máxima de lipopeptídeos (FAHIM et al., 2012, 2013). 

 Tendo em vista essas informações, se torna evidente que em processos 

fermentativos a seleção e otimização de parâmetros são aspectos chaves para 

a produção da biomolécula de interesse.  
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4.1 Seleção das linhagens de bactérias endofíticas produtoras de 

lipopeptídeos 

As linhagens bacterianas endofíticas utilizadas neste trabalho foram 

isoladas de plantas medicinais da Amazônia (Tabela 5) e pertencem à coleção 

de trabalho do Laboratório de Bioensaios e Microrganismos da Amazônia 

(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 produção de lipopeptídeos. 

Tanto o trabalho anterior quanto o presente foram cadastrados no Sistema 

Nacional de Gestão do Patrimônio Genético e do Conhecimento Tradicional 

Associado (SisGen) sob número AAB7B74.   

Tabela 5. Bactérias endofíticas de plantas medicinais da Amazônia. 

N° Código de Identificação 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 Caracterização morfológica e análise por biologia molecular das 

linhagens bacterianas 

Para se ter conhecimento das características morfológicas das linhagens 

estudadas foi aplicada a coloração de Gram (HARLEY, 2005) e para 

identificação taxonômica foi realizado o método de amplificação e 

sequenciamento do 16S rDNA (SANGER et al., 1975).  

 

4.2.1 Coloração de Gram 

Nesta análise, preparou-se o esfregaço em uma lâmina de vidro limpa com 

uma gota de água onde emulsionou-se o microrganismo retirado do cultivo em 

meio semi-sólido espalhando-se até formar uma película fina a ser fixada 

rapidamente pelo calor. A técnica de coloração foi realizada cobrindo-se o 

esfregaço fixado com corante cristal violeta e solução aquosa de iodeto de 

potássio (Lugol) por um minuto respectivamente e retirando-se o excesso 

lavando com água corrente. Descoloriu-se a lâmina com etanol 95% por 30 seg. 
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e retirou-se com água corrente. Por último, cobriu-se o esfregaço com solução 

de fucsina por 30 seg., e removeu-se o excesso do corante lavando-se a lâmina 

com água corrente. Após as etapas de coloração retirou-se o excesso de água 

da lâmina deixando-a secar a temperatura ambiente para posterior observação 

em microscópio óptico, utilizando-se objetiva de maior aumento (100 x) e 

oculares de 10x utilizando-se óleo de imersão. Observou-se se as bactérias 

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

 

4.2.2 Classificação por biologia molecular 

a) Extração de DNA cromossômico 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 líquido 

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 água destilada). 

Após a reativação, 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 µL de tampão GET (Tris-HCL 

100 mM pH 7.5, 50 mM EDTA, dextrose 0,3 mM). Em seguida acrescentou-se 

30 µL 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 potássio 5 M, deixando-se no 

gelo por 15 min. Depois desse período 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 álcool isopropílico, 

seguindo-se a incubação por 30 minutos. Em seguida foi realizada a 

centrifugação a 12.000 rpm, e logo após descartou-se o sobrenadante e 

adicionou-se 500 µL de etanol 70%. Centrifugou-se novamente por 10 minutos 

a 12000 rpm, sendo descartado o sobrenadante e o precipitado obtido (DNA) foi 

seco à temperatura ambiente, durante 30 minutos. Após a secagem, foram 

adicionados aos tubos 300 µL de TE (Tris-HCl 10 mM, pH 7,4 e EDTA 1 mM). 

Para verificar a extração e estimar a concentração de DNA, foram colocados 5 

µL do DNA genômico de cada amostra e 5µL de tampão TBE (Tris-Borato-EDTA) 

em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de etídeo 1 µg.mL-1. Foi realizada 
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a foto documentação das imagens com auxílio de transluminador com luz 

ultravioleta.  

 

b) Amplificação do DNA pela reação de PCR 

Para a amplificação da região 16S do rDNA, sequências 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 reação em cadeia da polimerase (PCR) foi 

realizada utilizando aproximadamente 50 ng de DNA, 2,5 mM de MgCl2, 2,5 mL 

de tampão (1 x), 2,5 mM de dNTPs, 5,0 pmol.uL-1 de Primer F, 5,0 pmol.uL-1 de 

Primer R e 1,5 u.uL-1 de TAQ DNA polimerase (Fermentas Life Science) para um 

volume final de 25 mL. Foi utilizado o termociclador BIO RAD (modelo T100TM 

Thermal Cycler) programado para: desnaturação inicial de 3 min. a 95 ºC;            

35 ciclos de: desnaturação a 95 ºC por 15 seg., anelamento a 59 ºC por 15 seg. 

e extensão a 72 ºC por 45 seg.; e extensão final a 72 ºC por 7 min. Os produtos 

das amplificações foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 1,0% 

preparado com tampão TEB 1X e corado com brometo de etídio a 10 µg.mL-1. 

 

c) Purificação e sequenciamento dos produtos de PCR  

Os produtos amplificados foram purificados com o kit comercial 

IlustraGFXTM (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 sequências 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 Seleção do meio de cultivo para a produção dos lipopeptídeos    

Inicialmente as investigações da produção de lipopeptídeos foi realizada 

com as linhagens GhCC1 2.1a, PpC1 2.2b e DgcR2 1.1b em 4 meios de 

cultivos, a fim de selecionar o mais apropriado para um maior rendimento dos 

extratos lipopeptídicos: ISP2 (International Streptomyces Project 2), YM (Yeast-

Malt), Landy e NB (Nutrient Broth), os três últimos selecionados da literatura 

(MESQUITA, 2015; YASEEN et al., 2017) e ISP2 por ser o meio de 

preservação, a fim de selecionar as melhores condições nutricionais para o 
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maior rendimento dos extratos lipopeptídicos. Neste processo, as condições de 

pH (6,5), agitação (120 rpm) e temperatura (26 ºC) foram constantes para todos 

os meios analisados com base na literatura (DHANARAJAN et al., 2014; MNIF 

& GRHIBI, 2015) e ensaios prévios. 

 

Os meios de cultivo contêm as seguintes composições em g.L-1: 

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  NaCl 6 
MgSO4 0,5  Extrato de levedura 3 
KCl 0,5  Peptona 15 
KH2PO4 1    
FeSO4 .7H2O 0,5    
MnSO4 0,005    
Extrato de levedura 0,1%    
CuSO4.5H2O 0,016    

 

4.4 Cultivo e extração dos lipopeptídeos em escala analítica  

Para o pré-inóculo, alíquotas de 5 mL do meio YM foram distribuídas em 5 

tubos de ensaio que foram lacrados com tampões de algodão e gaze e 

autoclavados a 121 °C e 1 ATM  por 15 min. Após o resfriamento à temperatura 

ambiente, foram inoculados nos tubos, em cabine de segurança biológica,  20 

µL de células oriundas da linhagem bacteriana preservada e  os frascos foram 

incubados em incubadora shaker (SOLAB Modelo 222/250) a 26 ºC, sob 

agitação de 120 rpm, por aproximadamente 24 h ou até obter uma turvação 

correspondente a 2 da escala do padrão McFarland, correspondendo a 6 x108 

cel/mL. Este padrão consiste da mistura de 9,95 mL de uma solução de H2SO4 

a 1% e 0,05 mL de uma solução de BaCl2 1% (DEMEDEIROS, 2010). 

Após cada pré-inóculo alcançar a turbidez desejada, com auxílio de uma 

micropipeta, alíquotas de 300 µL foram adicionadas em Erlenmeyers de 250 mL 

contendo 100 mL de cada meio líquido esterilizados: YM, ISP2, LANDY e NB. 

Os Erlenmeyers foram incubados sob agitação de 120 rpm, a 26 °C por 72 h, 

quando atingia a turvação 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 três linhagens selecionadas.  

Após a obtenção, os metabólitos produzidos pelas bactérias endofíticas 

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 líquidos cultivados da massa celular e 

transferido-os para novos tubos falcon. Os líquidos cultivados foram filtrados em 

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

 

4.4.1 Obtenção dos extratos lipopeptídicos  

 As extrações dos lipopeptídeos presentes nos sobrenadantes dos cultivos 

em escala analítica das linhagens GhCC1 2.1a (LP50), PpC1 2.2b (LP164) e 

DgcR21.1b (LP196) foram realizadas por acidificação do sobrenadante com HCl 

6 M a pH 2 (LIU et al., 2012, PEYPOUX et al., 1994, RZAFINDRALAMBO et al., 

1993).  Após, as amostras ficaram por 10 horas a 4 ºC para completar a 

precipitação. Em seguida, foram centrifugadas a 4.000 rpm por 20 minutos e o 

meio líquido fermentado ácido foi separado do precipitado. O precipitado de cada 

amostra foi transferido para frascos previamente pesados e secos em 

dessecador, gerando os extratos lipopeptídicos – LP50, LP164 e LP196, 

respectivamente.   

 

4.5 Avaliação da produção de lipopeptídeos por Planejamento fatorial  

Após a seleção do meio de cultivo, avaliou-se a influência das condições 

de cultivo (variáveis de processo) na produção de lipopeptídeos das linhagens 

GhCC1 2.1a, PpC1 2.2b e DgcR2 1.1b utilizando um planejamento fatorial 

fracionado 24-1, com repetição no ponto central (BARROS NETO et al., 2002), 

onde as fermentações foram conduzidas em frascos Erlenmeyer de 250 mL, nas 

quais as variáveis analisadas foram: velocidade de agitação (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/Vf  de 0,36, 0,60 e 0,72, respectivamente). A razão de 

aeração (Vm/Vf) é definida como a razão entre o volume de meio de cultivo e o 

volume do frasco (BEZERRA et al., 2012). A Tabela 6 apresenta os fatores com 

os níveis 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. Variáveis e níveis para o planejamento fatorial 24-1 com triplicata no 
ponto central. 

VARIÁVEIS 
NÍVEIS 

(-1) 0 (+1) 

Agitação (rpm) 120 150 180 

Temperatura (°C) 26 30 34 

pH 5  6 8 

Razão de aeração (RA)  0,36 0,60 0,72 

 

O planejamento fracionário 24-1 foi construído a partir do planejamento 

fatorial completo 23 para as variáveis 1, 2 e 3. Para a a variável 4 foi atribuído o 

produto dos sinais obtidos pela interação das colunas 1, 2 e 3. A Tabela 7 

apresenta a matriz do planejamento fatorial 24-1 com triplicata no ponto central. 

Os ensaios foram realizados obedecendo a aleatoriedade (BARROS NETO et 

al., 2002). Selecionadas as variáveis, realizou-se então um planejamento fatorial 

composto central 22 com duplicata no ponto central, o qual permite o estudo de 

um número maior de níveis, viabilizando a obtenção de um modelo empírico e a 

geração de uma superfície de resposta, permitindo estabelecer as melhores 

condições experimentais (VICENTINI et al., 2011). Os novos valores para 

análise, de agitação, pH e aeração foram selecionados a partir de ensaios 

prévios. A agitação variou de 108 a 192 rpm, o pH entre 4,3 – 8,3 e aeração de 

0,31 a 0,88. A partir dos novos dados do planejamento foi construída a Tabela 

ANOVA (Analysis of Variance) e, em seguida, a superfície de resposta e o gráfico 

de contorno. 

Tabela 7. Matriz do planejamento fatorial 24-1 com triplicata no ponto central. 

Ensaios 
                                             

Fatores 
v1 v2 v3 v4 

Agitação 
(RPM) 
(v1) 

Temperatura 
(°C) 
(v2) 

pH 
 

(v3) 

RA 
 

(v4) 
Ordem de 
execução 

1 - - - - 120 26 5 0,36 1° 

2 - - + + 120 26 8 0,72 5° 

3 - + - + 120 34 5 0,72 3° 

4 - + + - 120 34 8 0,36 7º 

5 + - - + 180 26 5 0,72 2° 

6 + - + - 180 26 8 0,36 6° 

7 + + - - 180 34 5 0,36 4° 

8 + + + + 180 34 8 0,72 8° 

9* 0 0 0 0 150 30 6,5 0,60 9° 

10* 0 0 0 0 150 30 6,5 0,60 10° 

11* 0 0 0 0 150 30 6,5 0,60 11° 

9*,10* e 11* - Pontos central 
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A análise do planejamento foi efetuada com o auxílio 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 analítica a 

linhagem PpC1 2.2b foi selecionada para o cultivo em escala ampliada em meio 

de cultivo YM. A reativação, pré-inóculo e condições 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.  

Após a obtenção dos meios metabólitos de cada etapa (25 erlenmeyers = 

2,5 L), produzido pela bactéria PpC1 2.2b, foram transferidos para frasco de vidro 

esterilizados de 1 L, seguidos da centrifugação (HITACH, Modelo CR 21G) a 

10.000 rpm a 4 °C por 20 minutos para retirada da massa celular. Logo, os meios 

líquidos fermentados foram separados do meio celular e transferidos para novos 

frascos de vidros estéreis, e filtrado em membrana (0,22 µm) (sobrenadante) e 

armazenado para a posterior extração dos lipopeptídeos.    

A extração dos lipopeptídeos presentes no sobrenadante da linhagem 

PpC1 2.2b foi realizado como descrito no item 4.4.1. Após a obtenção do 

precipitado, este foi extraído com MeOH grau HPLC por 3 x. A fase orgânica foi 

concentrada em rota evaporador e transferida para o dessecador para total 

evaporação do solvente em frasco previamente pesado, obtendo assim o extrato 

semi-purificado LP164 (6,2 g).  

 

4.7 Estudo cromatográfico para purificação dos lipopeptídeos 

   A fim de purificar os lipopeptídeos e separar os grupos de íons com 

tempos de retenção próximos iniciamos um estudo exploratório a partir do 

fracionamento em escala analítica do extrato LP164 utilizando cromatografia em 

cartucho de SPE (Solid Phase Extration).   

                                   

4.7.1 Cromatografia em cartucho de SPE- escala analítica 

As frações lipopeptídicas em escala analítica foram obtidas usando um 

cartucho SPE contendo sílica C18-E (55 µm, 70 Å), 20 g /60 mL, Strata® 

Phenomenex. Inicialmente ativou-se a sílica com MeOH 100% e em seguida o 
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condicionamento foi realizado com 150 mL de MeOH/H2O 1:1 sob sistema de 

vácuo utilizando um sistema de extração Manifold-SPE com 12 posições, Agilent 

Technologies. Após o condicionamento foi adicionado a amostra do extrato 

LP164, previamente preparada pela dissolução de 300 mg da amostra em 2 mL 

de MeOH. A eluição foi realizada nas proporções de MeOH/H2O 1:1 (150 mL), 

MeOH/H2O 7:3 (100 mL), MeOH/H2O 85:15 (100 mL) e MeOH 100% (200 mL). 

(Figura 11 e Figura 12). As frações foram concentradas, identificadas e 

armazenadas em dessecador até a secagem.  

 

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

 

 

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

analítica. 

 

A partir das análises por inserção direta das frações obtidas verificou-se 

que o gradiente de eluição (MeOH/H2O, 70:30, 85:15 e 100%) utilizado não foi 

suficiente para separar os grupos dos lipopeptídeos, iturina, surfactina e 

EXTRATO LP164 
300 mg 

F1E1 
21,6 mg 

F2E2 
7,7 mg 

F4E3 
29,4 mg 

F5E3 
22,5 mg 

Cromatografia em sílica C18-E 

MeOH/H2O 1:1 
V = 150 mL 

MeOH/H2O 85:15 
V = 100 mL 

Impureza Imp +It 
It + fg 

ESIMS ESIMS 
ESIMS 

F3E2 
12,7 mg 

MeOH/H2O 7:3 
V = 100 mL 

ESIMS 

It + fg 

50 mL 50 mL 50 mL 50 mL 

F6E4 
93,7 mg 

Surf + Fg 

ESIMS 

F7E4 
13,2 mg 

MeOH 100% 
V = 150 mL 

ESIMS 

Fengicina 

50 mL 100 mL 
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fengicina. Com isso, na escala preparativa (item 4.7.2) foi realizado o 

fracionamento com gradientes de eluição variando apenas 5%, a partir do 

segundo sistema de MeOH/H2O 70:30. 

 

4.7.2 Cromatografia em cartucho de SPE- escala preparativa 

As frações lipopeptídicas em escala preparativa também foram obtidas utilizando 

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

partir de 4 g do mesmo extrato semi-purificado LP164. A coluna foi eluída com: 

MeOH/H2O 1:1 (300 mL), MeOH/H2O 70:30 (200 mL), MeOH/H2O 75:25 (200 

mL), MeOH/H2O 80:20 (200 mL), MeOH/H2O 85:15 (2 00mL), MeOH/H2O 90:10 

(200 mL), MeOH/H2O 95:05 (200 mL), e MeOH 100% (300 mL) (Tabela 8). As 

frações foram concentradas, identificadas e armazenadas em dessecador até a 

secagem.  

Tabela 8. Frações da escala preparativa. 

Amostra Sistema de Eluição Frações (Rendimento - mg) 

EXTRATO LP164 
(4 g) 

MeOH/H2O 1:1 
(E1)  

(V = 300 mL) 

BaP-1 (603,02) 
BaP-2 (156,6) 
BaP-3 (15,5) 
BaP-4 (8,4) 

MeOH/H2O 7:3 
(E2) 

(V = 200 mL) 

BaP-5 (107,2) 
BaP-6 (210,4) 
BaP-7 (218,0) 
BaP-8 (59,2) 

MeOH/H2O 75:25 
(E3) 

(V = 200 mL) 

BaP-9 (119) 
BaP-10 (103,6) 
BaP-11 (107,4) 
BaP-12 (57,1) 

MeOH/H2O 8:2 
(E4) 

(V = 200 mL) 

BaP-13 (72,3) 
BaP-14 (83,0) 
BaP-15 (102,9) 
BaP-16 (98,2) 

MeOH/H2O 85:15 
(E5) 

(V = 200 mL) 

BaP-17 (144,6) 
BaP-18 (129,4) 
BaP-19 (104,1) 
BaP-20 (59,9) 

MeOH/H2O 9:1 
(E6) 

(V = 200 mL) 

BaP-21 (166,0) 
BaP-22 (143,0) 
BaP-23 (150,2) 
BaP-24 (127,1) 

MeOH/H2O 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) 



  

78 

 

          

4.7.3 Cromatografia líquida de alta eficiência analítica (HPLC)  

As análises em HPLC analítico foram realizadas em um cromatógrafo 

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 cromatógrafo 

modelo UFLC® (Shimadzu), equipado com duas bombas LC-6AD, 

degaseificador DGU-20A5, detector de ultravioleta (UV) SPD-20AV, modulo de 

comunicação CBM 20A e válvula de injeção Rheodyne (200 μL).  

 

4.7.4 Métodos espectrométricos e espectroscópicos 

Os espectros de massas foram registrados em espectrômetro do tipo triplo-

quadrupolo, modelo TSQ Quantum Access, operando com fonte de ionização 

química à pressão atmosférica (APCI) ou ionização por electrospray (ESI) nos 

modos positivo e negativo. As análises de EM foram realizadas no Laboratório 

de Cromatografia e Espectrometria de Massas (Central Analítica) da 

Universidade Federal do Amazonas - UFAM. 

Os espectros de MS2 foram registrados em espectrômetro do tipo 

micrOTOF Q-II com analisador “Time-of-Flight” de alta resolução da marca 

Bruker Daltonics, modelo Amazon Speed com fonte de ionização ESI, no modo 

positivo.  

Os espectros de RMN em uma e duas dimensões (1D e 2D) foram 

adquiridos em equipamentos Bruker, modelo AVANCE II HD, operando a 11,75 

Tesla (T), observando 1H 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 direção Z. As amostras foram solubilizadas em dimetilsulfóxido 

deuterado (DMSO-D6) (Cambridge Isotope). 

Todos os deslocamentos químicos (δ) 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 químico dos extratos e frações lipopeptídicas por 

ESI-MS ou APCI-MS  

Foram utilizados os extratos obtidos (LP50, LP164, LP196) durante o 

cultivo em escala analítica. Estes extratos foram preparados em metanol na 

concentração de 1 mg.mL-1 (solução estoque). Alíquotas (10 µL) das soluções 

estoque foram posteriormente diluídas a 10 µg.mL-1, sendo as soluções 

resultantes analisadas por inserção direta no espectrômetro 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 aquisição para as análises de ESI-

MS ou APCI-MS. As condições analíticas da análise 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 ºC; 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 ºC; capillary 

temp, 253 ºC; capillary voltage, 35 V; tube lens, 175 V; mass range, m/z 200 a 

2000. 

Os espectros de MS2 foram obtidos utilizando um equipamento micrOTOF 

Q-II, com fonte ESI, em modo positivo. A energia de colisão aplicada foi de 50-

60 eV. 

 

4.7.6 Análises das frações lipopeptídicas de PpC1 2.2b por HPLC 

A partir da separação das famílias da iturina, surfactina e fengicina por 

cromatografia em sílica C18-E em escala ampliada (item 4.7.2), foi realizado o 

estudo cromatográfico por HPLC-MS, utilizando nas análises diferentes colunas 

e condições cromatográficas em busca do método para o isolamento das 

substâncias de cada grupo lipopeptídico.  Foram injetados 10 μL de cada solução 

estoque (1 mg mL-1) das frações lipopeptídicas. 

 

4.7.7 Estudo cromatográfico e isolamento dos lipopeptídeos da família da 

iturina  

Para o estudo cromatográfico e isolamento dos lipopeptídeos foram 

utilizadas as frações obtidas do fracionamento cromatogáfico com sílica C18-E 

em escala ampliada (item 4.7.2). 
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Inicialmente foi realizado um estudo cromatográfico utilizando a fração 

BaP-11 (item 4.7.2), com diferentes colunas analíticas [amino (NH2)] de 150 x 

4,6 mm (100 Å, 5 µm) – Phenomenex; Luna® PFP (Pentafluorofenil Propilo) de 

150 x 4,6 mm (100 Å, 5 µm) Phenomenex; Luna® Phenyl-Hexyl de 150 x 4,6 mm 

(5 µm) Phenomenex e Luna®  C-18 de 150 x 4,6 mm (100 Å, 5 µm) Phenomenex) 

e condições de eluíção utilizando MeOH (B) e água (A) como fase móvel. Após 

várias tentativas, o método de separação foi otimizado a partir dos seguintes 

parâmetros de análises: modo de eluíção isocrático, utilizando como fases 

móveis água (A) e metanol (B), com 70% de B em 20 minutos, fluxo de 0,635 

mL/min, volume de injeção 10 µL e detector de DAD monitorando na faixa de 

200-400 nm. As condições da fonte APCI foram: spray voltage, 4,5 kV; sheath 

gas, 35 arb; auxiliary gas, 3 arb; vaporizer temp, 500 ºC; capillary temp, 300 ºC; 

capillary voltage, 35 V; tube lens, 175 V; mass range, m/z 200 a 2000.  

A partir do método cromatográfico desenvolvido o isolamento das frações 

BaP-7 (210 mg), BaP-9 (90 mg), BaP-11 (100 mg) e BaP-12 (90 mg) foi realizado 

em cromatógrafo semi-preparativo (item 4.7.3) usando o seguinte 

escalonamento: concentração da amostra, 300 mg.mL-1 preparadas em 

metanol/DMSO (1:1), volume de injeção, 100 µL, fluxo, 5 mL/min e os picos de 

interesse foram coletados no comprimento de onda de 243 e 283 nm. As análises 

foram realizadas utilizando coluna fenil-hexil (Luna) de 250 x 10,0 mm (5 µm) da 

Phenomenex, com fase móvel composta por água (A) e metanol (B), com eluição 

isocrática de 70% de B em 25 minutos. O fracionamento das frações BaP-7, BaP-

9, BaP-11 e BaP-12 resultaram em 4, 8, 3 e 4 subfrações, respectivamente. Após 

análises por MS e LC-MS em equipamento TSQ Quantum Access, cinco destas 

subfrações (Iturina A1- A5) (Tabela 9) foram encaminhadas para análises de 

RMN 1D e 2D e MS2. 

Tabela 9. Amostras de iturinas submetidas à análise de RMN 1D e 2D e MS2. 

Código Massa obtida (mg) 

Iturina A1 46,8 

Iturina A2 70,2 

Iturina A3 18 

Iturina A4 15 

Iturina A5 5 
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4.7.8 Estudo cromatográfico e isolamento dos lipopeptídeos da família da 

surfactina  

A partir dos resultados obtidos pelas análises cromatográficas das iturinas 

as frações contendo surfactinas também foram analisadas utilizando a coluna 

Phenyl-Hexyl de 150 x 4,6 mm (5 µm) Phenomenex, como descrito no item 4.7.7, 

utilizando como fase móvel água (A) e metanol (B), em modo isocrático 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 cromatógrafo semi-preparativo como descrito 

no item 4.7.7. As fases móveis utilizadas foram compostas por água (A) e 

metanol (B), com eluíção isocrática de 85% de B por 30 minutos em coluna fenil-

hexil (Luna) de 250 x 10,0 mm (5 µm) da Phenomenex. O fracionamento de BaP-

21 resultou em 10, BaP-22 em 6 e BaP-24 em 5 subfrações. Após análises por 

MS e LC-MS em equipamento TSQ Quantum Access, cinco subfrações 

(Surfactina A1 – A5) (Tabela 10) foram encaminhadas para análises de RMN 1D 

e 2D e MS2.  

Tabela 10. Amostras de surfactinas submetidas à análise de RMN 1D e 2D e 

MS2.  

Código Massa obtida (mg) 

Surfactina A1 8 

Surfactina A2 20 

Surfactina A3 12 

Surfactina A4 15 

Surfactina A5 2 

 

4.7.9 Estudo cromatográfico e isolamento dos lipopeptídeos da família da 

fengicina  

O estudo cromatográfico dos lipopeptídeos da fengicina também foi 

realizado utilizando as colunas como descrito no item 4.7.7. Após várias análises 

da fração BaP-18, as melhores condições de separação dos lipopeptídeos das 

fengicinas foram as seguintes: coluna C-18 de 150 x 4,6 mm (100 Å, 5 µm) 

Phenomenex), fases móveis de solução aquosa ácida (ácido fórmico 0,2%) (A) 

e metanol (B), isocrática com 75% de B em 25 minutos, fluxo de 0,635 mL/min, 
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volume de injeção 10 µL e detector de DAD monitorando na faixa de 200-400 

nm. As condições 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 ºC; 

capillary voltage, 35 V; tube lens, 175 V; mass range, m/z 200 a 2000; colision 

gas, He.  

Após a determinação do método cromatográfico, 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 

cromatógrafo semi-preparativo como descrito no item 4.7.7. As fases móveis 

utilizadas foram compostas por solução aquosa acidificada (ácido fórmico 0,2%) 

(A) e metanol (B), com eluição isocrática de 75% de (B) por 40 minutos em coluna 

C18 (Luna) (5 µm, 250 x 10,00 mm) da Phenomenex. O fracionamento de BaP-

18 resultou em 5, e BaP-19 em 6 subfrações. Após análises por MS e LC-MS 

em equipamento TSQ Quantum Acess, duas subfrações (Fengicina AB1 e AB2) 

(Tabela 11) foram encaminhadas para análises de RMN 1D e 2D e MS2. 

  

Tabela 11. Amostras de fengicina submetidas à análise de RMN 1D e 2D e MS2.  

Código Massa obtida (mg) 

Fengicina AB1 18 

Fengicina AB2 15 

 

4.8 Ensaios Biológicos 

Os extratos, frações e isolados lipopeptídicos, foram submetidos a 

ensaios para detecção de atividade anti-inflamatória, antimálarica e 

antibacteriana. 

Os ensaios anti-inflamatório foram realizados no Laboratório de 

Atividades Biológicas (BIOPHAR) da Universidade Federal do Amazonas, sob a 

responsabilidade do Prof. Dr. Emerson Lima. Os testes antimalárica e 

antibacteriana foram realizados na Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), 

Manaus-AM, Brasil, pela técnica Ivanildes dos Santos, sob a responsabilidade 

da Dra. Patrícia 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 tetrazólio (MTT) (Sigma-Aldrich, Brasil Ltda) de 

acordo com Mosmann (1983), baseado na redução enzimática do MTT para 

formação de cristais de formazan pela mitocôndria e enzimas desidrogenases 

celulares. As células de macrófagos murino J774A.1 foram plaqueadas na 

concentração de 1x106 células/poços em placas de 96 poços e deixadas em 

incubadora de CO2 em atmosfera de 37 °C por 24 h, após esse período as 

células foram expostas a concentrações de 1, 5, 10 e 20 μg/mL das amostras 

lipopeptídicas (LP50, LP164, LP196, BaP-11, BaP-18 e BaP-24) por 24 h. 

Após o tempo de incubação a 37 ºC o meio de cultura foi removido e as 

células foram lavadas com 100 μL de tampão PBS 0,1 M, pH 7,4; adicionaram-

se 100 μL de MTT (1:1 mg/mL) diluído em meio de cultura RPMI 1640 e incubou-

se por 3 h a 37 ºC. Decorrido esse tempo as células foram ressuspenso com 

DMSO: isopropanol (1:1) em cada poço e finalmente as placas foram agitadas 

delicadamente em um agitador orbital por 15 min a temperatura ambiente para 

solubilização dos cristais de formazan originados a partir da reação do MTT com 

enzimas mitocondriais em células viáveis. 

Na última etapa a densidade óptica dos poços foi medida em leitor de 

microplaca (DTX 800, Beckman Colter) em 570 nm e os valores de absorbância 

das células tratadas com o NPA foram comparados com os valores de 

absorbância obtidos a partir das células controle sem tratamento.  

 

4.8.2 Determinação de nitrito (NO
.
)  

A produção de NO• foi medida pela dosagem de seus produtos de 

degradação, nitrito, mais estáveis, utilizando o reagente de Griess. Foi 

quantificado por espectrofotômetro a 550 nm (GREEN et al., 1982). Para a 

determinação da produção de NO•, 100 µL do sobrenadante celular foram 

submetidos à reação com igual volume (100 µL) do reagente de Griess. Após o 

período de incubação de 10 min as amostras foram lidas em leitor de microplacas 

(DTX 800, Beckman) a 560 nm. O cálculo das concentrações de nitrito foi 

realizado com base em curva padrão utilizando diferentes concentrações de 

NaNO3 (15 μM até 1000 μM).  
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4.8.3 Atividade antibacteriana  

As amostras LP50, LP164, LP196, Iturina A2, Surfactina A2, e Fengicina 

AB1 foram solubilizadas em dimetilsulfóxido (DMSO) 10% e concentração inicial 

da amostra de 5 mg/mL no poço.  

As linhagens bacterianas utilizadas (Tabela 12) pertencem à 

bacterioteca da Plataforma de Bioensaios Biotecnológicos (RPT11H), do 

Instituto Leônidas e Maria Deane (ILMD) – Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), 

Manaus-AM, Brasil. Estas espécies foram indicadas numa reunião da 

Organização das Nações Unidas (ONU) como patógenos de interesse mundial, 

que a partir de 2020 poderiam se tornar epidemias mundiais, caso não exista um 

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

 

Tabela 12. Linhagens bacterianas utilizadas no ensaio de atividade 
antibacteriana 
 

     Bactéria       Código 

Escherichia coli  Butantã:  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, então, diluídas em 

meio de cultura conforme a escala de 0,5 de McFarland (1,5 × 10⁸ UFC mL). 

Todos os ensaios foram realizados em triplicata. 

A determinação da atividade antibacteriana foi inicialmente realizada pelo 

método de difusão em ágar, pela técnica do poço, segundo Grove e Randall 

(1955), com modificações. As amostras testadas foram solubilizadas em DMSO 
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10%. Utilizou-se o meio de cultura Ágar Müeller Hinton (AMH) (HIMEDIA) para a 

realização dos testes. Como controle positivo foram utilizadas as drogas TIENAM 

(imipenem + cilastatina sódica) na concentração de 500 µg/mL. As placas foram 

incubadas a 37 °C por 24 h, e então foi adicionado às placas uma solução 

corante de cloreto de trifenil tetrazólio (CTT) a 0,01% acrescido de 0,1% de ágar 

bacteriológico, ocorrendo uma reincubação por 30 minutos. Após a conversão 

de coloração na sobrecamada foi feita a medição dos halos de inibição. 

 

4.8.3.1 Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) por 

microdiluição em caldo  

Os valores de CIM das amostras ativas no teste de difusão em ágar foram 

determinados utilizando o método de microdiluição em placa de 96 poço, de 

acordo com CLSI (2012), com modificações. Cada orifício recebeu o inóculo 

bacteriano padronizado, as amostras foram solubilizadas em DMSO 10 %, as 

quais foram avaliadas em concentrações que variaram de 1000 a 7,81 μg/mL, e 

20 μL de resazurina a 0,01%, totalizando um volume de 100 μL/poço. Como 

controle negativo foi utilizado o DMSO 10% e o inóculo bacteriano, como controle 

positivo. A droga controle imipenem + cilastatina sódica (TIENAM) foi testada 

nas mesmas concentrações das amostras teste. Em seguida as placas foram 

incubadas a 37 ºC por 24 h. A CIM foi definida como a menor concentração das 

amostras capaz de inibir o crescimento bacteriano, indicado pela permanência 

da coloração azul da resazurina.  

 

4.8.3.2 Análise Estatística 

          Os resultados foram expressos como média ± D.P.M. (Desvio Padrão da 

Média). Os ensaios foram analisados por ANOVA (análise da variância) seguido 

por teste de comparação múltiplas de Tukey. O valor de p<0.05 foi considerado 

estatisticamente significativo. Os dados paramétricos e não–paramétricos foram 

calculados através do programa de estatística GraphPad Prisma (versão 6.0). 
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4.8.4 Atividade Antiplasmódica 

 

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 eritrócitos humanos normais em atmosfera baixa 

de oxigênio. Esta suspensão de eritrócitos infectados foi incubada a 37°C em 

candle jar. 

4.8.4.2 Avaliação da atividade antiplasmódica por Citometria de Fluxo 

Os testes para o estudo da atividade antimalárica foram realizados em 

placas de 96 poços de fundo chato e a leitura foi realizada por meio da 

subunidade (RPT08J- Citometria de fluxo-AM). Para a avaliação da atividade 

antiplasmódica, o cultivo de P. falciparum foi realizado de acordo com Trager & 

Jenson (1976), com parasitemia final a 1% e hematócrito a 2%. As amostras 

LP50, LP164, LP196, Iturina A2, Surfactina A2 e Fengicina AB1 foram 

solubilizadas em DMSO (concentração final de 0,5% no poço), nas 

concentrações que variam de 50 a 0,39 μg/mL. Após 72 horas de incubação, as 

amostras foram lavadas com o tampão PBS 1X e brometo de etílico. Ao final, as 

amostras foram ressuspenso em 200 μl de PBS 1X para a análise no citômetro 

de fluxo BD FACSCanto II (BD Biosciences, San Jose, USA), no canal FL-1 com 

software Getting Started with BD FACSDiva™ e FlowJo™ versão 10. O 

crescimento parasitário em DMSO 0,5% foi utilizado como controle positivo, e 

eritrócitos não parasitados como controle negativo. O quinino foi a droga de 

referência testada nas mesmas concentrações das amostras dos lipopeptídeos.   

          Os resultados obtidos foram comparados de acordo com a classificação 

adotada por Bagavan e colaboradores (2011) para atividade antiplasmódica 

apresentadas na Tabela 13. 

 

Tabela 13. Classificação adotada para a atividade antiplasmódica 

Classificação Concentração inibitória (Cl50) 

Alta atividade <1µg/mL-1 

Boa atividade 1 a <10 µg/mL-1 

Atividade moderada 10 a < 25 µg/mL-1 

Baixa atividade  25 µg/mL-1< 100 µg/mL-1 

                            Fonte: Bagavan et al. (2011) 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
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5.1 Identificação por biologia molecular e morfológica das linhagens 

bacteriana 

 

5.1.1   Identificação morfológica 

Os isolados GhCc12.1a, Ppc12.2b e DgCr21.1b apresentaram 

características morfológicas irregulares e opacas no meio ISP2. Na análise 

microscópica após a coloração de Gram todos os isolados foram revelados como 

bacilos corados em azul (Figura 13), sendo assim classificados como bactérias 

gram-positivas.  

 
 

Figura 13. Visualização macro e micro-morfológica das colônias de bactérias 
endofíticas (a) GhcC1 2.1a, (b) PpC1 2.2b e (c) DgcR2 1.1b. 
 

 

5.1.2 Identificação molecular  

O DNA genômico de cada linhagem de bactéria endofítica foi obtido de 

forma íntegra e levemente contaminado com RNA (Figura 14). Nas condições 

experimentais (item 4.2.2b) a amplificação da região do gene 16S rDNA a partir 

do DNA extraído 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 genômico. A seta 
azul indica moléculas de RNA degradadas coextraídas durante o procedimento. 

Figura 14. Visualização do padrão eletroforético da extração do DNA genômico 
das bactérias endofíticas 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. Visualização do padrão eletroforético da amplificação da região do 
gene 16S rDNA das bactérias endofíticas GhcC1 2.1a, PpC1 2.2b e DgcR2 1.1b. 
 

As sequências de nucleotídeos do gene 16S rDNA dos três isolados 

apresentaram grande similaridade com grupos depositados no GenBanK, como 

pode ser observado na Tabela 14. Os resultados permitiram identificar o gênero 

bacteriano – Bacillus e a espécie B. amyloliquefaciens para as três linhagens 

endofíticas.  
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Tabela 14. Comparação molecular dos isolados GhcC1 2.1a, PpC1 2.2b e 
DgcR2 1.1b com bactérias depositadas no GenBank. 
 

Isolado 
Total 
score  

Query 
cover  

Erro  Identidade Espécie Acesso 

GhcC1 
2.1a (B50) 841 78% 0.0 99% 

Bacillus 
amyloliquefaciens 

strain NBRC 15535 
NR_112685.1  

PpC1 2.2b 
(B164) 

 
949 100% 0.0 99% 

Bacillus 
amyloliquefaciens 

strain K6 
GU591157.1  

DgcR2 1.1b 
(B196) 846 84% 0.0 99% 

Bacillus 
amyloliquefaciens 
strain MPA 1034 

NR_117946.1 

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

 

 

5.2 Otimização da produção dos lipopeptídeos   

A otimização da produção de lipopeptídeos requer uma abordagem 

holística que geralmente se inicia pela seleção da linhagem produtora seguida 

pela busca dos melhores parâmetros de bioprocessos (como meio de cultivo, 

temperatura, agitação, oxigenação e modo de fermentação, etc). Na busca para 

uma maximização da produção de lipopeptídeos pelas linhagens B. 

amyloliquefaciens GhcC1 2.1a, B. amyloliquefaciens PpC1 2.2b e B. 

amyloliquefaciens DgcR2 1.1b focamos na otimização dos parâmetros de cultivo. 

Numa primeira etapa, avaliamos 4 diferentes meios de cultivo padrão para 

selecionar o mais promissor. Depois realizamos a otimização das condições de 

cultivo através de planejamento fatorial fracionário. 

      A figura 16 mostra as variações no rendimento dos extratos 

lipopeptídicos nos 4 diferentes meios de cultivo padrão para as três linhagens de 

B. amyloliquefaciens GhcC1 2.1a, B. amyloliquefaciens PpC1 2.2b e B. 

amyloliquefaciens DgcR2 1.1b. O melhor entre os meios de cultivo analisados 

(YM, ISP2, LANDY e NB) foi o YM, único com sacarose como fonte de carbono 

e com três fontes de nitrogênio: peptona, extrato de levedura e extrato de malte. 

Nas condições experimentais (item 4.3) B. amyloliquefaciens PpC1 2.2b 

apresentou o maior rendimento em todos os meios, com o máximo de 633,1 

mg.L-1 de YM, um aumento significativo na produção de lipopeptídeos em 

relação aos demais meios de cultivo (517,5 mg.L-1 no meio ISP2, 457,7 mg.L-1 

no meio LANDY e 364,4 mg.L-1 no meio NB) (Figura 16). B. amyloliquefaciens 

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
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DgcR2 1.1b apresentou o segundo maior rendimento em YM, com 583,3 mg.L-1, 

e ainda apresentou o maior aumento, acima de 50%, na produção de 

lipopeptídeos em relação aos demais meios. B. amyloliquefaciens GhcC1 2.1a 

com 352,8 mg.L-1 apresentou o menor rendimento entre as linhagens analisadas 

em todos os meios utilizados.  

 

 

Meios de Cultivo 

Figura 16. Produção de lipopeptídeos nos diferentes meios de cultivo (YM, ISP2, 
LANDY e NB) das linhagens de B. amyloliquefaciens GhcC1 2.1a, B. 
amyloliquefaciens PpC1 2.2b e B. amyloliquefaciens DgcR2 1.1b. 
 

Os maiores rendimentos observados no meio YM para as três linhagens 

são coerentes com o relato de vários pesquisadores ao utilizarem mais de um 

tipo de fonte de nitrogênio, obtendo maiores concentrações de biossurfactante 

(KIM et al., 2006; JING et al., 2006; RANGARAJAN & CLARKE, 2016; 

ADAMCZAK & BEDNARSKI, 2000; MATA-SANDOVAL et al., 2001). Também 

está coerente com outros estudos (MEDEOT et al., 2017; BARTAL et al., 2018) 

que apontam o uso de glicose e principalmente da sacarose como fontes de 

carbono que favorecem a produção de lipopeptídeos. Em um desses estudos 

Bartal e colaboradores (2018) avaliaram os parâmetros 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 produção de uma nova surfactina quando 
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utilizado a sacarose como fonte de carbono. É um dado em coerência com 

nossos resultados (Figura 16) pois a sacarose está presente apenas no meio 

YM. 

 

5.3 Otimização das condições de cultivo por planejamento fatorial 

Após a seleção do meio YM, realizamos a otimização das condições de 

cultivo para as linhagens de B. amyloliquefaciens PpC1 2.2b (LP164), B. 

amyloliquefaciens GhcC1 2.1a (LP50) e B. amyloliquefaciens DgcR2 1.1b 

(LP196) através do planejamento fatorial fracionado do tipo 24-1 (item 4.5). Em 

um planejamento fatorial, as variáveis são estudadas em apenas dois níveis. Por 

nível pode-se ter, por exemplo, duas concentrações distintas, dois valores de pH 

ou a ausência ou presença de uma condição. Em um planejamento fatorial o 

número de experimentos é resultante da combinação de todos as condições 

experimentais possíveis. Essas combinações serão resultado da expressão 2k, 

onde a base com valor 2 é referente aos dois níveis de uma variável e o expoente 

k é referente ao número de variáveis que se deseja testar no experimento. As 

combinações das variáveis são fundamentais para a compreensão do resultado, 

uma vez que a interação entre duas ou mais variáveis pode ocorrer de maneira 

sinérgica (causando um aumento no resultado esperado, sendo que esse 

aumento é maior do que a contribuição isolada de uma variável) ou antagônica. 

Quando as variáveis a serem testadas são muitas o número de experimentos 

aumenta exponencialmente, tornando impossível a aquisição de todas as 

informações sobre a interação das variáveis. Para lidar com esse problema criou-

se o planejamento fatorial fracionado, onde no caso deste trabalho, os 

experimentos realizados referentes a variável v4, foram gerados a partir da 

combinação das outras variáveis existentes (v1 x v2 x v3), possibilitando dessa 

forma reduzir pela metade o número de experimentos realizados, sendo essa 

abordagem largamente utilizada. 

 

5.3.1 Otimização para a linhagem B. amyloliquefaciens PpC1 2.2b (LP164). 

Na Tabela 15 são mostrados os experimentos efetuados e a resposta para 

o rendimento dos extratos lipopeptídicos a partir de cada condição de cultivo 

realizada (variáveis do processo) para a linhagem B. amyloliquefaciens PpC1 

2.2b (LP164). Neste experimento foram utilizadas 3 réplicas no ponto central 
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(variáveis codificadas em 0, experimentos de 9-11 na Tabela 15) e a quarta 

variável foi obtida pela multiplicação das colunas das variáveis 1, 2 e 3, sendo a 

geratriz igual a 1234. Com a configuração desse planejamento fatorial 

fracionário, os efeitos de primeira ordem (1, 2 3, e 4) estão confundidos com os 

de terceira ordem (234, 134, 124, e 123, respectivamente) e os de segunda 

ordem (12, 13, e 14) estão confundidos entre si. (PEREIRA FILHO, 2018; 

BARROS NETO et al., 2010). Com os 11 experimentos executados foi possível 

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 fracionário 24-1 para verificar a influência de 4 
variáveis (v1 a v4) no rendimento da produção de lipopeptídeos de B. 
amyloliquefaciens PpC1 2.2b (LP164). 
 

 

Experimentos 

Agitação (v1) Temperatura (v2) pH (v3) Aeração (v4) Rendimento do 

extrato LP164 

(mg) 

Codificado Real (rpm) Codificado Real (ºC) Codificado Real  Codificado Real  

1 -1 120 -1 26 -1 5 -1 0,36 33,2 

2 -1 120 -1 26 1 8 1 0,72 51,5 

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 gráfico de porcentagem 

(Figura 17a) que mostra a porcentagem que cada efeito exerce sobre o total dos 

efeitos e o gráfico de probabilidade (Figura 17b) que permite confirmar quais 

variáveis (nesse caso contrastes, que é a interação entre as variáveis do 

experimento) apresentam valores estatísticos que contribuem de maneira mais 

ou menos significativa. Alguns contrastes se encontram próximos a origem do 

gráfico, indicando que a contribuição para a resposta medida (efeito) é muito 

próximo de zero, ao passo que as variáveis que se encontram mais distantes da 

origem são realmente relevantes para a resposta medida, pois acumulam uma 
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variância maior. A linha azul vertical mostra a posição do zero no eixo x e as 

duas linhas verticais vermelhas indicam o intervalo de confiança dos efeitos 

calculados (PEREIRA FILHO, 2018; BARROS NETO et al., 2010). 

 

 

 

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

No gráfico de probabilidade é notato que os efeitos 3 (relativo à variável 3) 

e 1 (relativo à variável 1) estão distantes do intervalo de confiança dos efeitos, 

delimitados pelas duas linhas verticais vermelhas. Além disso, notou-se também 

que o efeito da variável 2 (identificado com o número 2) não foi tão importante, 

a) 

b) 
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estando localizada próxima ao zero no eixo x. Se observarmos no gráfico 

verificamos também que o efeito 4 (relativo a variável 4) não aparece no gráfico, 

indicando ter um efeito zero, ou seja, a mesma não exerceu efeito na resposta 

para a produção dos lipopeptídeos.   Assim, as variáveis 2 e 4 foram removidas 

do planejamento fatorial, resultando então em novas réplicas e permitindo 

calcular um novo valor para o erro de um efeito. 

Como conclusão para B. amyloliquefaciens PpC1 2.2b (LP164), foi possível 

notar que para o aumento da produção de lipopeptídeos foi necessário, 

idealmente, aumentar as condições experimentais das variáveis 1 e 3. As 

variáveis 2 e 4 foram inócuas para a faixa testada de 26 a 34 ºC e de 90 a 180 

mL (0,36 a 0,72) respectivamente, podendo ser fixadas em qualquer condição 

dentro destes intervalos.  

Visto que os resultados apontaram as variáveis de agitação e pH como sendo 

as mais importantes, passamos para o refinamento do modelo onde realizamos 

um novo planejamento fatorial do tipo planejamento composto central (São os 

conhecidos experimentos no ponto central (nível zero)) (PEREIRA FILHO 2018; 

BARROS NETO et al., 1996) no sentido de obter uma condição ótima de 

trabalho. O planejamento fatorial completo é importante nesta etapa, pois ele 

permite avaliar a significância dos efeitos e obter uma boa estimativa dos erros.  

 Nesta etapa foi necessário testar as variáveis em mais níveis, sendo 

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

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

monitorados para as variáveis em questão e as respostas obtidas. 

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

 

Experimentos 

Agitação pH Rendimento do 

extrato LP164 

(mg) 

Codificado Real (rpm) Codificado Real  

1 -1 120 -1 5 33,2 

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 8 104,1 
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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 47,5 

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 variáveis normalizadas entre -1 e 

1. Os experimentos de 9 a 11 mostram 3 réplicas no ponto central (variáveis 

normalizadas em 0). Já os experimentos de 12 a 19 representam os pontos 

axiais, normalizados entre -1,41 e 1,41. 

Com os experimentos da Tabela 16, foi possível calcular um modelo com 

6 coeficientes: b0 (constante), b1, b2 (lineares), b11, b22 (quadráticos) e b12 

(interação). Para efetuar os cálculos dos coeficientes de regressão e da Tabela 

Anova (Analysis of Variance), foi utilizada a função “regression2” (PEREIRA et 

al., 2018). Na Figura 18 são mostrados 4 gráficos que foram gerados a partir da 

rotina “regression2”. O primeiro gráfico mostrou (Figura 18a) as médias 

quadráticas da regressão (MSReg, coluna verde), resíduo (MSres, coluna 

amarela), erro puro (MSPE, coluna vermelha) e falta de ajuste (MSLoF), coluna 

rosa). Os números inseridos nas colunas da Figura 18a mostram os valores das 

médias quadráticas. No caso específico da MSres e MSLoF são também 

mostrados os valores de t tabelado com 95% de confiança. Os resultados 

desejáveis é que MSReg seja superior que a MSres, onde a razão ideal entre 

estas duas médias quadráticas (MSReg/MSres) devem ser altos para afirmar 

que o modelo possui uma adequada condição estatítisca, permitindo a sua 

utilização para realizar previsões (BARROS NETO et al., 2010). O cálculo desta 

razão representa a variância do modelo, em que os valores de Fcalculado e Ftabelado 

são comparados. O segundo gráfico 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 confiança. A 

terceira coluna azul mostrou a razão entre os valores de Fcalculado/Ftabelado de 

aproximadamente 10, estando próximo ao valor ideal de 10.  

 

 

 

 

a) 

b) 
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Figura 18. Gráficos dos valores de médias quadráticas (a) teste F para MSReg 
e MSres (b), teste F para MSLoF e MSPE (c) e variação explicada (R2) e (d) 
explicável (R2max) para B. amyloliquefaciens PpC1 2.2b (LP164). 
 

Entretanto, para verificar se o mesmo apresentou ou não falta de ajuste, 

dividimos a MSLoF pela MSPE e foi obtido um valor de Fcalculado da ordem de 

0,5, observado no gráfico com colunas vermelhas da Figura 18c, no qual também 

mostrou o valor do Ftabelado (na ordem de 3) e a razão entre ambos. Foi 

possível notar que o valor calculado foi inferior ao tabelado com 95% de 

confiança. Esse gráfico mostrou também que o modelo calculado não 

apresentou falta de ajuste, pois os valores de MSLoF e MSPE se confundem 

estatisticamente (Fcalculado < Ftabelado). A terceira coluna vermelha mostrou a razão 

c) 

d) 
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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 gráfico da Figura 18 mostrou os valores de variação 

explicada (R2) e a máxima variação explicável (R2max) (PEREIRA FILHO, 2018) 

(Figura 18d). O ideal é que ambos sejam o mais próximo de 1, o que de fato 

ocorreu, visto que ambas as colunas estão próximas às linhas vermelhas 

horizontais que indicam o valor 1.  

Como o modelo calculado não apresentou evidência de falta de ajuste, 

foi possível utilizar a MSres como variância para os 6 coeficientes calculados. E 

como resultado três gráficos foram gerados, que são apresentados na Figura 19. 

 

 

 

a) 
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Figura 19. Gráfico dos valores experimental versus previsto (a), previsto versus 
resíduo e histograma dos resíduos (b) e coeficiente de regressão (c) para B. 
amyloliquefaciens PpC1 2.2b (LP164). 
 

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

previsto. Neste caso são calculados os valores quando os coeficientes são 

b) 

c) 
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somados (+ azul) e subtraídos (+ vermelho) com os intervalo de confiança, 

respectivamente. 

 No segundo gráfico (Figura 19b) mostra os valores previstos versus o 

resíduo e o histograma dos resíduos. Os valores dos resíduos são apresentados 

como positivos e negativos, separados por uma linha horizontal no zero. O ideal 

é que os resíduos estejam distribuídos de forma aleatória ou seja, 

homocedásticos e próximos de zero (PEREIRA et al., 2018), sendo, portanto, o 

observado neste experimento, onde não é observado anormalidades na 

distribuição dos resíduos. 

E por fim, o último gráfico da Figura 19 mostrou os coeficientes de 

regressão (Figura 19c) calculados (triângulos invertidos) e o intervalo de 

confiança (sinais de + nas cores azul e vermelho). Obsevou-se que o intervalo 

de confiança para o quarto e sexto coeficientes (b11 e b12, respectivamente), 

compreenderam o valor zero, sendo considerados não significativos ao nível de 

confiança de 95%. Logo, foi necessário recalcular o modelo (LEONARDI, et al, 

2008) utilizando apenas os coeficientes válidos. A partir dos dados recalculados 

(Figura 20) observou-se que nenhum coeficiente foi insignificante e que o modelo 

obtido é eficaz para fazer previsões. 

  

 

Figura 20. Gráfico dos coeficientes de regressão recalculados para B. 
amyloliquefaciens PpC1 2.2b (LP164). 
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Com o modelo proposto, pôde-se visualizar na superfície de resposta 

gerada (Figura 21), (obtida no arquivo “template_superfície” do Excel), uma 

região de trabalho que permite obter maiores rendimentos na produção de 

lipopeptídeos por B. amyloliquefaciens PpC1 2.2b (LP164). Nos gráficos da 

Figura 21 observou-se que a região máxima de resposta para a variável de pH, 

foi de 7,6 e para a variável de agitação, o máximo foi de 190 rpm.  
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Figura 21. Superfície de resposta (a) e gráfico de cortorno (b) para o modelo 
gerado para B. amyloliquefaciens PpC1 2.2b (LP164). 
 

 

5.3.2 Otimização para a linhagem B. amyloliquefaciens GhcC1 2.1a (LP50). 

 A Tabela 17 mostra os experimentos efetuados e a resposta para o 

rendimento dos extratos lipopeptídicos para a linhagem B. amyloliquefaciens 

GhcC1 2.1a (LP50). Novamente com os 11 experimentos executados foi 

possível 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 fracionário 24-1 para verificar a influência de 4 
variáveis (v1 a v4) no rendimento da produção de lipopeptídeos de B. 
amyloliquefaciens GhcC1 2.1a (LP50). 
 

 

Experimentos 

Agitação (v1) Temperatura (v2) pH (v3) Aeração (v4) Rendimento do 

extrato LP50 (mg) Codificado Real (rpm) Codificado Real (ºC) Codificado Real  Codificado Real  

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 31,1 

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 gráfico de probabilidade (Figura 22b) é notato que os efeitos 3 (relativo 

à variável 3) e 4 (relativo à variável 4) estão distantes do intervalo de confiança 

dos efeitos, delimitados pelas duas linhas verticais vermelhas. Além disso, 

notou-se também que o efeito da variável 2 (identificado com o número 2 na 

Figura 22) e sua interação 12 (número 5) não é tão importante, estando 

localizada próxima ao zero no eixo x. Se observarmos no gráfico verificamos 

também que o efeito 1 (relativo a variável 1) e as interações 13 (número 6) e 14 

(número 7) também se localizam próximo ao zero, sendo insignificantes para o 

modelo. Assim, as variáveis 1 e 2 foram removidas do planejamento fatorial, 

resultando então 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 gráfico de 
probabilidade (b) para B. amyloliquefaciens GhcC1 2.1a (LP50). 
 

Como conclusão para B. amyloliquefaciens GhcC1 2.1a (LP50), foi possível 

notar que para o aumento da produção de lipopeptídeos foi necessário, avaliar 

as condições experimentais das variáveis 3 e 4. Já as variáveis 1 e 2 foram 

inócuas para a faixa testada de 120 a 180 rpm e 26 a 34 ºC respectivamente, 

podendo ser fixadas em qualquer condição dentro destes intervalos.  

a) 

b) 



  

106 

 

Visto que os resultados apontaram as variáveis de pH e aeração como 

sendo as mais importantes para B. amyloliquefaciens GhcC1 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 condição ótima de trabalho para esta linhagem.  

A Tabela 18 mostra os experimentos efetuados, bem como os sinais 

monitorados para as variáveis em questão e as respostas obtidas. 

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

 

Experimentos 

pH Aeração Rendimento do 

extrato LP50 

 (mg) 

Codificado Real  Codificado Real  

1 -1 5 -1 0,36 10,8 

2 -1 5 -1 0,36 21,1 

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 37,3 

8 1 8 -1 0,36 45,8 

9 0 6 0 0,60 55,5 

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 4,3 0 0,60 49,8 

14 0 6,5 -1,41 0,30 31,1 

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 71,6 

19 0 6,5 1,41 0,88 68,4 

 

Na Figura 23 são mostrados os 4 gráficos que foram gerados a partir do 

cálculo da Anova para os dados experimentais (Tabela 18) de B. 

amyloliquefaciens GhcC1 2.1a (LP50). Os números inseridos nas colunas da 

Figura 23a mostram os valores das médias quadráticas (MSReg, MSres, MSPE, 

MSLoF) e no caso específico da MQr e MQFaj são também mostrados os valores 

de t tabelado com 95% de confiança.  
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a) 

b) 



  

108 

 

 

 

 

Figura 23. Gráficos dos valores de médias quadráticas (a) teste F para MSReg 
e MSres (b), teste F para MSLoF e MSPE (c) e variação explicada (R2) e 
explicável (R2max) (d) para B. amyloliquefaciens GhcC1 2.1a (LP50). 

 

A Figura 23b mostrou os cálculos da razão entre as médias quadráticas 

(MSReg/MSres), em que os valores de Fcalculado e Ftabelado são comparados para 

a linhagem B. amyloliquefaciens GhcC1 2.1a (LP50). O valor de Fcalculado foi da 

ordem de 6,2 e o valor de Ftabelado com 5 (MSReg) e 5 (MSres) graus de liberdade 

foi 3 com 95% de confiança. A terceira coluna azul mostrou a razão entre os 

valores de Fcalculado/Ftabelado de 2,05, apresentando um valor inferior ao desejável, 

uma vez que o ideal seria que esta razão fosse superior a 10. Foi verificado 

também se o modelo apresentou ou não falta de ajuste. Assim, ao dividir a 

c) 

d) 
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MSLoF pela MSPE foi obtido um valor de Fcalculado da ordem de 13, observado 

no gráfico com colunas vermelhas da Figura 23c, no qual também se observa o 

valor do Ftabelado (na ordem de 3,6) e a razão entre ambos. Foi possível notar que 

o valor do Fcalculado foi superior ao tabelado com 95% de confiança. Por esse 

gráfico, o modelo calculado apresentou uma pequena falta de ajuste, pois os 

valores de MSLoF e MSPE não se confundiram estatisticamente (Fcalculado > 

Ftabelado), com a razão entre os valores de F (Fcalculado/Ftabelado=13/3,6) superior a 

1. 

Por fim, os valores de variação explicada (R2) e a máxima variação 

explicável (R2max) (Figura 23d), mostram-se próximos às linhas vermelhas 

horizontais que indicam o valor ideal de 1.  

 

 

 

a) 
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Figura 24. Gráfico dos valores experimental versus previsto (a), previsto versus 
resíduo e histograma dos resíduos (b) e coeficiente de regressão (c) para B. 
amyloliquefaciens GhcC1 2.1a (LP50). 
 

Embora o modelo tenha apresentado uma pequena evidência de falta de 

ajuste, foi possível utilizar a MSres como variância para os 6 coeficientes 

calculados. E como resultado três gráficos foram gerados, que são apresentados 

na Figura 24. 

b) 

c) 
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O primeiro e o segundo gráfico (Figura 24a e Figura 24b) mostrou que os 

valores dos resíduos se encontram distribuídos de forma aleatória, e próximos 

de zero favorecendo o modelo (PEREIRA et al., 2018). Enquanto que, no gráfico 

da Figura 24c obsevou-se que o intervalo de confiança para o quarto, quinto e 

sexto coeficientes (b11, b22 e b12, respectivamente), compreenderam o valor 

zero, sendo considerados não significativos ao nível de confiança de 95%. Logo, 

foi necessário recalcular o modelo (LEONARDI et al., 2008) utilizando apenas os 

coeficientes válidos. A partir dos dados recalculados (Figura 25) observou-se 

que nenhum coeficiente foi insignificante e que o modelo obtido é eficaz para 

fazer previsões.  

 

 

Figura 25. Gráfico dos coeficientes de regressão recalculados para B. 
amyloliquefaciens GhcC1 2.1a (LP50). 
 

Com o modelo proposto, pôde-se visualizar na superfície de resposta 

gerada (Figura 26) (obtida no arquivo “template_superfície” do Excel), uma 

região de trabalho que permite obter maiores rendimentos na produção de 

lipopeptídeos por B. amyloliquefaciens GhcC1 2.1a (LP50).  Nos gráficos da 

Figura 26 observou-se que a região máxima de resposta para a variável de pH, 

foi de 8,5 e para a variável de aeração, o máximo foi de 0,86. 
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Figura 26. Superfície de resposta (a) e gráfico de cortorno (b) para o modelo 
gerado para B. amyloliquefaciens GhcC1 2.1a (LP50). 
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5.3.2 Otimização para a linhagem B. amyloliquefaciens DgcR2 1.1b (LP196). 

A Tabela 19 mostra os experimentos efetuados e a resposta para o 

rendimento dos extratos lipopeptídicos para B. amyloliquefaciens DgcR2 1.1b 

(LP196). Com os 11 experimentos executados foi possível 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 fracionário 24-1 para verificar a influência de 4 
variáveis (v1 a v4) no rendimento da produção de lipopeptídeos de B. 
amyloliquefaciens DgcR2 1.1b (LP196). 
 

 

Experimentos 

Agitação (v1) Temperatura (v2) pH (v3) Aeração (v4) Rendimento do 

extrato LP196 

(mg) 

Codificado Real (rpm) Codificado Real (ºC) Codificado Real  Codificado Real   

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 gráfico de porcentagem 

(Figura 27a) e o gráfico de probabilidade (Figura 27b).  

Os gráficos da Figura 27 mostraram que os contrastes mais importantes 

foram os efeitos 3 (relativo à variável 3), 1 (relativo à variável 1) e 6 (relativo a 

interação 13). Além disso, notou-se também que o efeito da variável 2 

(identificado com o número 2 na Figura 27) e 4 (número 4) e suas interações 12 

(número 5) e 14 (número 7) respectivamente, não são tão importantes, estando 

localizados próximos ao zero no eixo x.   Assim, as variáveis 2 e 4 foram 

removidas do planejamento fatorial, resultando então 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 gráfico de 
probabilidade (b) para B. amyloliquefaciens DgcR2 1.1b (LP196). 
 

Como conclusão para B. amyloliquefaciens DgcR2 1.1b (LP196), foi 

possível notar que para o aumento da produção de lipopeptídeos foi necessário, 

avaliar as condições experimentais das variáveis 1 e 3. Já as variáveis 2 e 4 

foram inócuas para a faixa testada de 26 a 34 ºC e 0,36 a 0,72 (90 a 180 mL) 

a) 

b) 
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respectivamente, podendo ser fixadas em qualquer condição dentro destes 

intervalos.  

Visto que os resultados apontaram as variáveis de agitação 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 condição ótima de trabalho para esta linhagem.  

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

monitorados para as variáveis em questão e as respostas obtidas. 

 

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

 

Experimentos 

Agitação pH Rendimento do 

extrato LP196 

(mg) 

Codificado Real (rpm) Codificado Real  

1 -1 120 -1 5 25,2 

2 -1 120 -1 5 26,1 

3 1 180 -1 5 52,4 

4 1 180 -1 5 44,5 

5 -1 120 1 8 70,0 

6 -1 120 1 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 61,1 

12 -1,41 108 0 6,5 28,4 

13 -1,41 108 0 6,5 31,2 

14 0 150 -1,41 4,3 62,9 

15 0 150 -1,41 4,3 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 são mostrados os 4 gráficos que foram gerados a partir do 

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

amyloliquefaciens DgcR2 1.1b (LP196). Os números inseridos nas colunas da 

Figura 28a mostram os valores das médias quadráticas (MSReg, MSres, MSPE, 
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MSLoF) e no caso específico da MSRege MSLoFsão também mostrados os 

valores de t tabelado com 95% de confiança.  

 

 

 

 

 

 

  

a) 

b) 
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Figura 28. Gráficos dos valores de médias quadráticas (a) teste F para MSReg 
e MSres (b), teste F para MSLoF e MSPE (c) e variação explicada (R2) e 
explicável (R2max) (d) para B. amyloliquefaciens DgcR2 1.1b (LP196). 
 

A Figura 28b mostra os cálculos da razão entre as médias quadráticas 

(MSReg/MSres), em que os valores de Fcalculado e Ftabelado são 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 confiança. A terceira coluna azul 

mostrou a razão entre os valores de Fcalculado/Ftabelado de aproximadamente 

c) 

d) 
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10, estando próximo ao desejável. Em seguida o gráfico 28c, mostrou se o 

mesmo apresentou ou não falta de ajuste. Assim, ao dividir a MSLoF pela MSPE 

foi obtido um valor de Fcalculado da ordem de 3,4 observado no gráfico com 

colunas vermelhas (Figura 28c), no qual também mostrou o valor do Ftabelado 

(na ordem de 3,8) e a razão entre ambos. Foi possível notar que o valor calculado 

foi inferior ao tabelado com 95% de confiança. Esse gráfico mostrou também que 

o modelo calculado não apresentou falta de ajuste, pois os valores de MQFaJ e 

MSPEse confundiram estatisticamente (Fcalculado < Ftabelado). A razão entre os 

valores de F (Fcalculado/Ftabelado=3,4/3,8), foi inferior a 1, semelhante ao valor ideal. 

Por fim, os valores de variação explicada (R2) e a máxima variação 

explicável (R2max) (PEREIRA FILHO, 2018) (Figura 28d), foram próximos às 

linhas vermelhas horizontais que indicaram o valor ideal de 1.  

 

 

a) 
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Figura 29. Gráfico dos valores experimental versus previsto (a), previsto versus 
resíduo e histograma dos resíduos (b) e coeficiente de regressão (c) para B. 
amyloliquefaciens DgcR2 1.1b (LP196). 
 

Como o modelo calculado não apresentou evidência de falta de ajuste, foi 

possível utilizar a MSres como variância para os 6 coeficientes calculados. E 

como resultado três gráficos foram gerados, que são apresentados na Figura 29. 

 

 

b) 

c) 
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O primeiro e o segundo gráfico (Figura 29a e Figura 29b) mostrou que os 

valores dos resíduos se encontram distribuídos de forma aleatória, e próximos 

de zero favorecendo o modelo (PEREIRA et al., 2018). Enquanto que, no gráfico 

da Figura 29d o intervalo de confiança para o segundo e quinto coeficientes (b1 

e b22, respectivamente), compreenderam o valor zero sendo considerados não 

significativos ao nível de confiança de 95%. Logo, foi necessário recalcular o 

modelo (LEONARDI et al., 2008) utilizando apenas os coeficientes válidos. A 

partir dos dados recalculados (Figura 30) observou-se que nenhum coeficiente 

foi insignificante e que o modelo obtido é eficaz para fazer previsões. 

 

 

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

Com o modelo proposto, pôde-se visualizar na superfície de resposta 

gerada (Figura 31), obtida no arquivo “template_superfície” do Excel, uma região 

de trabalho que permite obter maiores rendimentos na produção de 

lipopeptídeos por B. amyloliquefaciens DgcR2 1.1b (LP196). 

 Nos gráficos da Figura 31 observou-se que a região máxima de resposta 

para a variável de agitação foi de 145 rpm e para a variável de pH o máximo foi 

de 8,5. 
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Figura 31. Superfície de resposta (a) e gráfico 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. amyloliquefaciens PpC1 

2.2b (LP164), B. amyloliquefaciens 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. Produção de lipopeptídeos 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 Agitação 

(rpm) 

Temperatura 

(ºC) 

pH Aeração Rendimento 

(mg.L-1) 

B. amyloliquefaciens       

GhcC1 2.1a (LP50) 

145 30 8,5 0,86 475,1 

B. amyloliquefaciens         

PpC1 2.2b (LP164) 

190 30 7,6 0,36 1466,3 

B. amyloliquefaciens      

DgcR2 1.1b (LP196) 

145 30 8,5 0,36 915,7 

 

Os resultados padronizados pela Anova comparados com os dados 

experimentais sem a padronização (item 5.2), revelaram um aumento 

significativo no rendimento dos extratos lipopeptídicos para as linhagens de B. 

amyloliquefaciens PpC1 2.2b (de 633,1 mg.L-1 para 1466,3 mg.L-1) e B. 

amyloliquefaciens DgcR2 1.1b (de 583,3 mg.L-1 para 915,7 mg.L-1). Este 

comportamento também é observado, porém em menor escala, para B. 

amyloliquefaciens GhcC1 2.1a (de 352,8 mg.L-1 para 475,1 mg.L-1). Além disso, 

observou-se que a linhagem PpC1 2.2b apresentou o maior rendimento na 

produção de lipopeptídeos seguido das linhagens PpC1 2.2b e GhcC1 2.1a. 

Estes dados revelaram que as variações nas condições de cultivo das linhagens 

endofíticas utilizadas, interferiram na produção de lipopeptídeos. Onde os 

valores ótimos das variáveis de pH (7,6 e 8,6) e agitação (190 e 145 rpm) 

influenciaram na produção de lipopeptídeos das linhagens PpC1 2.2b e PpC1 

2.2b, respectivamente e as variáveis pH (8,5) e aeração (0,86) contribuíram para 

o melhor rendimento de GhcC1 2.1a (Tabela 21).  

 Os resultados acima são coerentes com os relatos de vários estudos 

anteriores de que a escolha da linhagem e diferentes parâmetros operacionais 

de cultivo, como pH, condições nutricionais, temperatura, tempo de fermentação 
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e aeração influenciam no aumento da produção de lipopeptídeos (ABDEL-

MAWGOUD, et al., 2008; JHA, et al., 2016; MEENA et al., 2018).  São também 

coerentes com estudos realizados por Zhao e colaboradores (2012, 2015) 

utilizando B. amyloliquefacies para a produção de lipopeptídeos com variação da 

faixa de pH do meio, em que encontraram o maior rendimento na produção dos 

lipopeptídeos sob condições neutras e alcalina. Em condições ácidas relatam 

uma redução significativa, não havendo produção de lipopeptídeos abaixo de pH 

5,0, o que de fato também ocorreu nas linhagens de B. amyloliquefacies 

avaliadas neste trabalho. Em outro trabalho, em procedimento estatístico 

semelhante ao aqui adotado, foi avaliado o efeito da sacarose, nitrato de amônio, 

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 início da fase de experimentação) na produção de lipopeptídeos. 

Os valores ótimos das variáveis testadas foram 21,17 g.L-1 de sacarose, 2,50 

g.L-1 de nitrato de amônio e 11,56 g.L-1 de NaH2PO4, com produção de 134,2 

mg.L-1 de lipopeptídeos (LIU et al., 2012). Como vimos, nas linhagens endofiticas 

utilizadas neste trabalho de B. amyloliquefaciens, cujo meio de cultura continha 

20 g.L-1 de sacarose, 9 g.L-1 e peptona, 2,7 g.L-1 de extrato de levedura e igual 

concentração de malte, obtivemos resultados bem mais animadores nas 

condições padronizadas por planejamento fatorial: 1466,3 mg.L-1 para B. 

amyloliquefaciens PpC1 2.2b, 475,1 mg.L-1 para B. amyloliquefaciens GhcC1 

2.1a e 915,7 mg.L-1 para B. amyloliquefaciens DgcR2 1.1b. Diante disto, 

verificamos que o uso da ferramenta estatística do planejamento fatorial neste 

trabalho foi determinante para otimizar parâmetros operacionais de cultivo a fim 

de reduzir custos na produção dos lipopeptídeos.  

 

5.4. Análises do perfil químico dos extratos lipopeptídicos 

As análises de inserção 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 presença de 

substâncias com íons de massa molecular na faixa de m/z 994-1085 e m/z 1435- 

1515 (Figura 32), característicos de lipopeptídeos das famílias de iturinas/ 

surfactinas e fengicinas, respectivamente (BINIARZ & LUKASZEWIEZ, 2017; 
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YANG et al., 2015; RAAIJMAKERS et al., 2010). As diferenças de 14 ou/e 28 Da 

entre as espécies de íons moleculares observadas, revelaram três conjuntos de 

moléculas homólogas. O primeiro conjunto formado por sinais em m/z 994, 1008, 

1022 e 1036 ([M+H]+) e sinais correspondentes às moléculas sodiatadas 

([M+Na]+) em m/z 1016, 1030, 1044 e 1058, respectivamente, é típico para os 

lipopeptídeos homólogos da surfactina (YANG et al., 2015). O segundo conjunto, 

com quatro sinais principais em m/z 1043, 1057, 1071 e 1085 ([M+H]+), 

corresponde às moléculas protonadas dos lipopeptídeos 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 às moléculas protonadas 

dos lipopeptídeos homólogos da fengicina (BINIARZ & LUKASZEWIEZ, 2017). 

 

5.5 Análises por espectrometria de massas das frações de PpC1 2.2b 

(LP164)  

A análise por inserção direta das frações lipopeptídicas do extrato do 

sobrenadante livre de células de B. amyloliquefaciens PpC1 2.2b (LP164), 

obtidas por SPE (item 4.7.2), indicou que a metodologia empregada foi eficaz na 

separação dos lipopeptídeos (Figuras 69A-A76A, no Apêndice) sugeridos como 

representantes das famílias das surfactina, iturina e fengicina (MALFANOVA et 

al., 2012; MORAN et al., 2010; PEYPOUX et al., 1994). Os sinais característicos 

da família da iturina foram observados em: m/z 1043 e 1057, nas frações obtidas 

com MeOH/H2O 70% (E2), e em m/z 1071 e 1085 ([M+H]+), nas eluídas com 

MeOH/H2O 75% (E3) e 80% (E4). Os íons em m/z 1449, 1463, 1477, 1491 e 

1505 ([M+H]+), característicos das fengicinas, foram observados nos espectros 

das frações obtidas com MeOH/H2O 85% (E5) e os sinais em m/z 994, 1008, 

1022, 1036, 1050, 1064 e 1078 ([M+H]+), típicos das surfactinas, nos espectros 

das frações obtidas com MeOH/H2O 90% (E6) e 95% (E7). Nas frações eluídas 

com MeOH/H2O 50% (E1) e 100% (E8) não foram observados sinais de m/z para 

lipopeptídeos. 
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S=surfactina; I=Iturina; F=Fengicina 

Figura 32.  Espectro de íons totais dos extratos lipopeptídicos das bactérias 
endofíticas: (a) B. amyloliquefaciens GhcC1 2.1a (LP50), (b) B. 
amyloliquefaciens PpC1 2.2b (LP164) e (c) B. amyloliquefaciens DgcR2 1.1b 
(LP196). 
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5.6 Análises por LC-MS das frações de PpC1 2.2b (LP164) 

A análise por LC-MS das frações obtidas por SPE do extrato do 

sobrenadante livre de células de B. amyloliquefaciens PpC1 2.2b (LP164) (Item 

4.7.2) confirmou a presença de compostos com íons de massa molecular na 

faixa de m/z 1043-1085, m/z 994-1050 e m/z 1435-1505, característicos para 

iturinas, surfactinas e fengicinas, respectivamente (BINIARZ & LUKASZEWIEZ, 

2017; YANG et al., 2015; RAAIJMAKERS et al., 2010). O cromatograma LC-

APCI-MS para a fração BaP-11 mostrou 5 picos principais (Figura 33a), a (tR) 

5,13, 6,25, 8,41, 9,09 e 11,18 min, que exibiu íons cujo as massas 

monoisotópicas foram de m/z 1043, 1057, 1071, 1071 e 1085 ([M+H]+) (Figura 

34a). Estes íons são característicos de homólogos com diferença de 14 Da (-

CH2-) sendo similares aos valores de m/z para os lipopeptídeos 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 íons 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 íons ([M+H]+) de m/z 1463, 1491 e 1477, 

respectivamente (Figura 34c). Os grupos de íons detectados nas frações BaP-

24 e BaP-18 com m/z entre 990-1100 e m/z entre 1400-1550, são similares a 

duas famílias de lipopeptídeos, surfactina e fengicina, respectivamente (BINIARZ 

& LUKASZEWIEZ, 2017; YANG et al., 2015; JACQUES, 2011).  

 

 

 

Esquema 1: Fluxograma da identificação por LC-MS dos lipopeptídeos, iturina 

surfactina, e fengicina. 
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(a) Condição isocrática de eluição 70% de B em 25 minutos (0,635 mL/min). Fases móveis: 
água (A) e metanol (B). Coluna: Fenil-hexil (5 μm, 150 x 4,60 mm). (b) Condição isocrática de 
eluição: 85% de B em 40 minutos (0,635 mL/min). Fases móveis: água (A) e metanol (B). Coluna: 
Fenil-hexil (5 μm, 150 x 4,60 mm). (c) Condição isocrática de eluição: 75% de B em 25 minutos 
(0,635 mL/min). Fases móveis:  solução ácida aquosa (0,2% ácido fórmico) (A) e metanol (B). 
Coluna: C18 (5 μm, 150 x 4,60 mm). 

 

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

Além dos íons homólogos sugeridos para iturinas e fengicinas com 

diferenças de 14 Da, outros íons com a mesma massa molecular entre m/z, 

1020-1072 (Figura 34) foram detectados a partir das análises por LC-APCI-MS, 

porém com tempos de retenção diferentes, sendo: m/z 1022 (tR 17,21) e m/z 

1022 (tR 18,43), para a fração BaP-24 (Figura 33b) e 1071 (tR 8,41) e 1071 (tR 

9,09) para BaP-11 (Figura 33a). É comum entre este grupo de subtâncias a 
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presença de moléculas isóbaras, ocorrendo por modificações na ramificação 

terminal da cadeia lipídica, classificados como normal, iso e anteiso, (GOND et 

al., 2015; JACQUES, 2011; RAAIJMAKERS et al., 2010), porém não são 

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

5.7 Determinação estrutural dos lipopeptídeos isolados de B. 

amyloliquefaciens PpC1 2.2b (LP164)     

A caracterização das estruturas dos lipopeptídeos homólogos sugeridos 

como membros das famílias da surfactina, iturina e fengicina foram elucidadas 

por análises de fragmentação por MS2 em conjunto com as análises de RMN 1D 

e 2D, afim de obter informações mais precisas sobre sua estrutura química, uma 

vez que a espectrometria de massas não é suficiente para distinguir os seus 

isômeros e a heterogeneidade da cadeia lipídica, isto é, normal, iso e anteiso, o 

que é possível por análises de RMN.  

A espectrometria de massa em tandem dos peptídeos cíclicos resulta na 

clivagem da ligação peptídica ou da ligação éster no esqueleto peptídico após a 

protonação (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 íons fragmentos.  

A análise da sequência de aminoácidos por MS2, foi realizada por meio do 

processo de dissociação induzida por colisão (collision induced dissociation – 

CID). Neste processo, os lipopeptídeos foram ionizados por electrospray e 

fragmentados na câmara de colisão, ao serem acelerados e colidirem com 

moléculas do gás inerte. Como resultados, a energia translacional transferida em 

cada colisão foi convertida em energia interna, culminando na desestabilização 

das ligações do esqueleto polipeptídico e, por consequência, induzindo a 

formação dos íon-fragmentos (MANN et al., 1989). Estes íons podem ocorrer por 
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retenção da carga residual no lado N-terminal (gerando fragmentos a, b, e c, 

dependendo da ligação que é fragmentada) ou no C-terminal (gerando os 

fragmentos x, y e z, dependendo da ligação que é fragmentada) (Esquema 1), 

segundo a nomenclatura proposta por Roepstorff–Fohlmann–Biemann (1984). 

Como pode ser observado nesse esquema, os pares de íons a/x, b/y e c/z serão 

sempre íons fragmentos opostos e complementares entre si, isto é, a quantidade 

total de aminoácidos da molécula é igual a soma dos de cada par. Considerando-

se que as ligações peptídicas são aquelas menos energéticas, espera-se que a 

formação do par de fragmentos b/y seja mais frequente que os demais pares de 

fragmentos, facilitando a interpretação dos espectros (CANTÚ et al., 2008). 

 

NH
NH

R1

O R2

O
x(n-m)

y(n-m)

z(n-m)

am

bm

cm

 

Esquema 2. Representação esquemática da estrutura química geral de um 
peptídeo apresentando a nomenclatura proposta por Roepstorff-Fohlmann-
Biemann dos fragmentos formados. 

 

 A fragmentação de peptídeos cíclicos como os lipopeptídeos, não ocorrem 

de forma usual, ou seja, de forma sequencial como ocorre nos peptídeos com 

cadeia linear. Nos compostos cíclicos da família da surfactina, por exemplo, 

existe uma ligação de lactona  do aminoácido C-terminal com o ácido graxo β-

hidróxi (βOH FA). A ligação éster dessa lactona é mais fraca do que a de uma 

amida, o suficiente para que a abertura do anel ocorra nela, iniciando as duas 

séries de íons, C-terminal e N-terminal.  

 

 

 

n= número total de resíduos no 

peptídeo 

m= número de resíduos 

correspondentes aos íons a, b ou 

c. 

R1= Rm 

R2= Rm + 1 
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  5.7.1 Determinação 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 pó branco amorfo, correspondente 

a uma substância pura de massa molecular 1021,67531 e fórmula molecular 

C52H92N7O13, de acordo com as análises por LC-ESI-MS/MS de alta resolução, 

em que apresentou o íon em m/z 1022,6755 ([M+H]+). No espectro de 

fragmentação deste íon percursor foram observadas duas séries de íons, b e y, 

formados através da clivagem da ligação éster protonada seguida pela 

sequência de clivagens das ligações peptídicas, além de íons de fragmentação 

interna e íons com perda de H2O. 

A primeira série (alifática) corresponde aos íons N-terminal do tipo b que 

correspondem às perdas de resíduos dos aminoácidos Leu/Ile7-Leu6-Asp5-Val4-

Leu3-Leu/Ile2, 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 (peptídica) corresponde aos íons 

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 fragmentação y6 é coerente com a perda da 

cadeia ácido graxo da surfactina, ou seja: (C14) β-OH-Glu1-Leu/Ile2-Leu/Ileu3-

Val4-Asp5-Leu/Ileu6. Fragmentações adicionais também confirmam a sequência 

de aminoácidos sugerida, pelos íons de m/z 1004 ([M+H-H2O]), 441 

([Leu+Asp+Val+Leu+H]+) e 227 ([Leu+Leu/Ile+H]+), confirmando Leu/Ile na 

posição 7. De acordo com estes fragmentos, típicos de CID, a sequência 

observada é coerente com o íon de uma das isoformas da surfactina A ou C 

(C14), após a abertura do anel na ligação éster (Figura 35). Para confirmar a 

sequência do lipopeptídeo, especialmente devido à alta proporção de leucina e 

/ ou isoleucina na fração peptídica bem como a heterogeneidade da cadeia ácido 

graxo (normal, iso e anteiso) e isômeros foram realizadas análises de RMN de 

13C e de 1H, 1D e 2D. 
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Figura 35. Espectro obtido por LC-ESI-MS/MS e proposta de fragmentação da 
amostra Surfactina A2 de B. amyloliquefaciens PpC1 2.2b (LP164). 
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  5.7.2 Determinação estrutural da amostra Surfactina A2 por RMN  

 

Uma vez determinada a presença em Surfactina A2 de uma das isoformas 

das surfactinas A ou C (C14) pelos dados de espectrometria de massas, os 

espectros de RMN 1D e 2D da amostra foram obtidos com a finalidade de ratificar 

esta presença e determinar de qual ou quais das isoformas se trata.  No espectro 

de RMN de 1H em DMSO-d6 a 500 MHz (Figura 36) foram registrados sinais que 

confirmam a presença de cadeia longa alifática (CH2 em δ 1,53-1,22) e sinais que 

confirmam o esqueleto peptídico, a saber: quatro sinais de hidrogênios α-

metínicos comuns em ligações peptídicas (integrados para sete H-C, em δ 4,55-

4,01), as quais foram confirmadas por cinco sinais com deslocamentos típicos 

de hidrogênios ligados a N (integrados para sete H-N entre δ 8,43-7,60). A 

ligação da cadeia lipídica com a parte peptídica foi observada pelo sinal em δ 

5,05 de hidrogênio ligado a C-3 do β-hidroxi ácido formando ligação éster com 

um resíduo de aminoácido, típico desta família de lipopeptídeos. Além disso, 

estão presentes sinais entre δ 1,0 e 2,7 (Figura 37) característicos dos 

hidrogênios alifáticos (CH ou CH2, β e γ) e entre δ 0,7 e 1,0 os sinais 

correspondentes aos hidrogênios metílicos (CH3). 

No espectro de RMN de 13C de Surfactina A2 (Figura 38), também coerente 

com uma das isoformas das surfactinas A ou C (C14) (ROMANO et al., 2010; 

ROMANO et al., 2013; TANG et al., 2007), foram observados sinais dos grupos 

metilênicos da cadeia lipídica em δ 29,4-29,0, dos dez grupos carbonila, em δ 

174,4-170,6, sete grupos metínicos α-carbonílicos peptídicos em δ 59.0-50.1, 

além dos outros sinais de carbonos metínicos e metilênicos em δ 42,0-22,5, e 

metílicos, em δ 23,4-14,4. O espectro de 13C, juntamente com o DEPT-135 

(Figura 39), como era esperado, apresentaram 11 sinais de carbonos metílicos, 

17 de metilênicos, 3 de metínicos (correspondentes a 5 grupos CH) e 8 de 

carbonos carbonílicos (correspondentes a 10 grupos C=O).  
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Figura 36. Ampliações do espectro de RMN de 1H da amostra Surfactina A2 em 
DMSO – d6 (500 MHz): a) região dos hidrogênios ligados a N b) hidrogênios α-
metínicos e β-metilênicos, c) hidrogênios metilênicos e metílicos. 

 

 

 

a) 

b) 

c) 



  

135 

 

 

 

Figura 37. Ampliações do espectro de RMN de 1H da amostra Surfactina A2 em 
DMSO – d6 (500 MHz): região dos hidrogênios alifáticos (CH ou CH2, β e γ). 
 

No espectro de RMN de 13C de Surfactina A2 não foram observados os 

sinais característicos da isoleucina em δ 10,9 e 15,4, respectivamente do Cδ e 

do CH3γ (TANG et al., 2007), restando, portanto como possibilidades para o 

composto apenas as três isoformas das surfactinas A (C14). 
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Figura 38. Ampliações do espectro de RMN de 13C da amostra Surfactina A2 em 
DMSO – d6 (125 MHz): a) região dos carbonos carbonílicos, b) carbonos α-
metínicos e β-metilênicos, c) cabonos metilênicos d) carbonos metilênicos e 
metílicos. 
 

a) 

b) 

c) 

d) 
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Figura 39. Ampliações do DEPT-135 em DMSO-d6 (125 MHz) de Surfactina A2 
nas regiões: (a) Carbonos metílicos (b) Carbonos metínicos e metilênicos. 

a) 

b) 
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A primeira etapa para a identificação da amostra Surfactina A2 envolveu a 

análise dos mapas de correlação de COSY, TOCSY e ROESY (Figuras 40-42). 

Estes dois últimos apresentam correlações mais precisas, onde através do 

TOCSY é possível obter correlações de acoplamentos de todos os prótons 

presentes em cada aminoácido individual, e o ROESY permite correlações para 

pares de prótons de aminoácidos que estão próximos um do outro, podendo 

assim estabelecer à sua posição na sequência peptídica. 

O COSY (Figura 40) mostrou as correlações HN-HCα para os sete grupos 

de aminoácidos do lipopeptídeo em questão (Tabela 22). No mapa de correlação 

TOCSY (Figura 41), foram observadas as correlações que caracterizam esses 

sete resíduos de aminoácidos, a saber: ácido glutâmico (Glu), ácido aspártico 

(Asp), valina (Val) e leucina (Leu) (4x). Também foram observadas correlações 

do sinal em δ 5,05 do HC-O do β-hidroxi ácido graxo com os sinais dele próprio 

em δ 2,45 e 2,33 (H-2’,2’’), 1,53 (H-4’) e 1,22 (H5’), além de correlações fracas 

com os sinais em δ 7,86 (HN) e 4,164 (HCα) do ácido glutâmico (Tabela 22), 

revelando uma das conexões desse ácido com o anel peptídico.  

Em seguida, as sequências dos resíduos dos aminoácidos e o fechamento 

do macrociclo foram atribuídos pelo experimento ROESY (Figuras 42) através 

de correlações espaciais dos resíduos sequencialmente adjacentes, das quais 

destacamos: a correlação do sinal em δ 5,05 do 3-CH (originalmente, estava ligado 

ao oxigênio do β-hidroxi ácido graxo) com δ 7,86 (HN) do Glu 1, do sinal deste 

mesmo aminoácido em δ 4,164 (HCα) com o sinal em δ 8,01 (HN) da Leu 2, do 

sinal em δ 4,15 (HCα) de Leu 2 com o sinal em δ 8,14 (HN) de Leu 3, do sinal 

deste mesmo aminoácido  em 4,166  com o sinal em δ 8,02 (HN) de Val 4, do 

sinal em δ 4,03 (HCα) de Val 4 com o sinal em δ 8,16 (HN) de Asp 5, do sinal 

deste mesmo aminoácido em δ 4,55 com o sinal em δ 7,62 (HN) de Leu 6, do 

sinal em δ 4,35 (HCα) de Leu 6 com o sinal em δ 8,43 (HN) de Leu 7 e, 

completando o fechamento do macrociclo, as correlações do sinal em δ 4,05 

(HCα) da Leu 7 com os sinais em δ 5,05 (HCβ), 1,53 e 1,22 da cadeia do β-hidroxi 

ácido graxo (Tabela 22). 
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Figura 40. Correlações homonucleares 1H – 1H observadas no experimento de 
COSY para os hidrogênios NH-CHα da amostra Surfactina A2 em DMSO-d6 
(500 MHz). 
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Figura 41. Mapa de correlação 1H-1H TOCSY e ampliação da região de NH/Hα, 
β, γ e δ da substância Surfactina A2 em DMSO-d6 (500 MHz). 
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Figura 42. Mapa de correlação ROESY e ampliação da região NH/Hα da 
substância Surfactina A2 em DMSO-d6 (500 MHz). 

Uma vez que a atribuição dos hidrogênios (HN e HCα) de cada resíduo foi 

realizada, o espectro 1H-13C HSQC e 1H-13C HMBC permitiram a atribuição dos 

carbonos protonados e quaternários correspondentes. A partir de correlações 

HSQC (Figura 43) foi possível confirmar a presença do metil carbinol (CHOH) 

pelo sinal em δ 71,9 ligado ao H-3 em δ 5,05 da cadeia β-hidroxi ácido graxo 

(Tabela 22). Também foi possível concluir a partir de correlações HMBC (Figura 

44a) entre o sinal metino em δ 5.05 com o sinal em δ 172, 2 da “Lactona” de Leu 

7 (gerada no processo de ciclização com o ácido graxo – hidroxila do carbono 3) 

que surfactina A2 é um depsipeptídeo monocíclico.  

 

 

 

 

 

Figura 43. Ampliação Hα/Cα do mapa de correlação 1H-13C de HSQC da 
amostra Surfactina A2 em DMSO-d6 (500 MHz). 
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Em seguida, a determinação da conformação (normal, iso ou anteiso) da 

cadeia β-hidroxi ácido graxo de Surfactina A2 foi realizado pelo experimento 

HMBC, e DEPT 135º comparados com a literatura (LIN et al., 1994).  A partir do 

mapa de correlação HMBC (Figura 44b) foi possível observar o sinal em δ 0,85 

(H-14) correlacionando com os sinais dos carbonos em δ 22,5 e δ 31,6 (C-13 e 

C-12, respectivamente) e o sinal em δ 1,22 (H-11) correlacionando com o 

carbono metilênico em δ 22,5 (C-13). Os dados de DEPT 135º (Figura 45) 

confirmaram os carbonos metilênicos δ 29,4, 31,6 e 22,5 (C11-C13, 

respectivamente) e o metil terminal em δ 14,4 (C-14). Todas as atribuições de 

Surfactina A2 são coerentes com a surfactina A (normal-C14) (TANG et al. 2007; 

SINGH et al., 2020), porém este trabalho é o primeiro que são atribuídos todos 

os dados de correlação a maiores distâncias (TOCSY e ROESY). Estas 

correlações são fundamentais para a atribuição inequívoca das conexões.  

Todas as atribuições de ressonância 1D e 2D, bem como 13C para Surfactina A2 

estão resumidas na Tabela 22.  
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Figura 44. Correlações heteronucleares 1H – 13C observadas no experimento de 
HMBC em DMSO-d6 (500 MHz) para Surfactina A2. (a) sinal metino em δ 5.05 
correlacionando com o sinal em δ 172,2 da “Lactona” de Leu 7 (b) correlações 
para os grupos terminais da cadeia oriunda do ácido graxo. 
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Figura 45. Espectro de DEPT 135º da substância Surfactina A2 em DMSO-d6 
(125 MHz).
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Tabela 22. Dados de RMN 1D e 2D da amostra Surfactina A2 – Surfactina A (normal-C14). 

Amino

ácido 

Posição 1H δ (mult., 

J em Hz)a 

1H δ (mult., 

J em Hz)b 

13C/HSQCa 13Cb COSYa HMBCa TOCSYa ROESYa 

Glu-1 α 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; 

7,86 

1,78; 1,91; 2,24; 

7,86; 8,01 

 β 1,78 (m)/ 

 

1,91 (m) 

1,81 (m)/ 

 

1,94 (m) 

27,8 26,9 2,24; 4,164 

 

2,24; 4,164 

30,1; 52,8; 171,5; 

174,4 

30,1; 52,8; 171,5; 

174,4 

1,91; 2,24; 4,164; 

7,86 

1,78; 2,24; 4,164; 

7,86 

1,91; 2,24; 4,164; 

7,86 

1,78; 2,24; 4,164; 

7,86 

 

 γ 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; 

7,86 

0,84; 1,48; 1,78; 

1,91; 4,164; 7,86 

 δ - - 174,4 172,8 - - - - 

 NH 7,86 (s) 7,81 (d, 

6,6) 

- - 4,164 - 1,78; 1,91; 2,24; 

4,164 

1,78; 1,91; 2,24; 

2,35; 2,47; 5,05; 

4,164 

 CO - - 171,5 170.40 - - - - 

Leu-2 α 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 

 β 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 

 γ 1,50 (m) 1,49 (m) 24,7 24,3 0,84; 4,15 24,7; 39,3 0,84 0,84; 1,48 

 δ1 0,84 (m) 0,85 (m) 21,5 23,0 - 39,3 1,48; 8,01 1,48 
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 δ2 0,84 (m) 0,85 (m) 21,6 22,9 - 39,3 1,48; 8,01 1,48 

 NH 8,01 (s) 7,99 (d, 

5,7) 

- - 4,15 - 0,84; 1,48; 4,15 0,84; 1,48; 4,164; 

8,01 

 CO - - 173,1 172,1 - - - - 

Leu-3 α 4,166 (m) 4,19 (m) 52,3 51,8 1,53; 8,14 39,6; 173,3 0,85; 1,53; 8,14 0,85; 1,53; 1,58; 

8,02 

 β 1,53 (m) 1,54 (m) 39,7 39,4 4,166; 24,7; 52,3 0,85; 4,166 0,85; 4,166 

 γ 1,58 (m) 1,54 (m) 24,7 24,2 - 39,7 0,85 0,85 

 δ1 0,85 (m) 0,80 (m) 22,1 22,5 - 24,7 1,53 1,53; 1,58 

 δ2 0,85 (m) 0,87 (m) 22,0 22,4 - 24,7 1,53 1,53; 1,58 

 NH 8,14 (d, 

7,1) 

8,29 (d, 

7,1) 

- - 4,166 - 0,85; 1,53; 4,166 1,53; 4,15 

 CO - - 173,3 172,2 -  - - 

Val-4 α 4,03 (m) 4,09 (t, 8,3) 59,0 58,1 2,01; 8,02 18,4; 19,5; 30,5; 

171,3; 173,3 

0,78; 0,85; 2,01; 

8,02 

0,79; 0,85; 2,01; 

8,166 

 β 2,01 (m) 1,96 (m) 30,6 30,5 0,78 - 0,78; 0,85; 4,03; 

8,02 

0,78; 0,85; 4,03 

 γ1 0,78 (m) 0,75 (m) 18,4 17,9 0,85 59,0 2,01 0,85; 2,01; 4,03 

 γ2 0,85 (m) 0,85 (m) 19,5 19,0 - 18,6; 30,6; 59,0 2,01 0,78; 2,01 

 NH 8,02 (s) 7,74 (d, 

8,3) 

- - 4,03 - 0,78; 0,85; 

2,01;4,03 

0,78; 0,85; 2,01; 

4,03; 4,166 

 CO - - 171,3 170,5 - - - - 
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Asp-5 α 4,55 (m) 4,54 (m) 50,1 49,6 2,73; 2,59; 

8,16 

36,1; 170,45; 

172,4 

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

8,16 

 β 2,73 (dd, 

4,8, 12,0) / 

 

2,59 (m) 

2,71 (dd, 

5,1, 16,6)/ 

 

2,60 (dd, 

8,8,16,6) 

36,1 35,9 4,55 

 

 

4,55 

50,1 

 

 

50,1 

2,59; 4,55; 8,16 

 

2,73; 4,55; 8,16 

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

8,16 

 

0,85; 1,49; 2,73; 

4,55; 8,16 

 γ - - 172,4 169,9 - - - - 

 NH 8,16 (m) 8,15 (d, 

7.4) 

- - 4,55 4,03; 171,3 2,59; 2,73; 4,55 0,85; 2,73; 2,59; 

4,03; 4,55 

 CO - - 170,45 171,6 - - - - 

Leu-6 α 4,35 (m) 4,51 (m) 51,3 50,9 1,49; 7,62 42,0; 172,1 0,83; 1,40; 1,49; 

7,62  

0,82; 0,83; 1,40; 

1,49; 7,62; 8,43 

 β 1,49 (m) 

1,40 (m) 

1,44 (m) 42,0 41,5 4,35 

4,35 

22,9 

23,1; 51,3 

0,82; 7,62 

0,83; 4,35; 7,62 

1,40; 2,59; 4,35 

0,83; 4,35 

 γ 1,55 (m) 1,44 (m) 24,7 24,1 - 42,0 0,83 0,82 

 δ1 0,82 (m) 0,84 (m) 22,9 22,0 - 24,7; 42,0 1,40; 4,35; 7,62 1,40; 1,49; 4,35 

 δ2 0,83 (m) 0,84 (m) 23,1 21,8 - 42,0 1,40; 4,35; 8,43 4,35 

 NH 7,62 (d, 

7,5) 

7,62 (d, 

8,5) 

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

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

 CO - - 172,1 171,8 - - - - 

Leu-7 α 4,05 (m) 4,30 (m) 51,2 50,7 1,64; 8,43 39,5; 172,1 0,85; 1,64; 1,54; 

8,43 

0,85; 1,21; 1,50; 

1,64; 8,43 
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 β 1,64 (m) 1,53 (m) 39,5 38,9 1,54; 4,05 24,5; 51,2 0,85; 4,05; 8,43 1,54; 4,05; 8,43 

 γ 1,54 (m) 1,37 (m) 24,5 24,0 - 39,5 0,85 0,85; 1,64 

 δ1 0,85 (m) 0,81 (m) 23,41 21,2 - 24,5 1,21; 1,53; 5,05 1,54; 1,53; 1,64; 
4,05 

 δ2 0,85 (m) 0,81 (m) 23,47 21,1 - 24,5 1,21; 1,53; 5,05 1,54; 1,53; 1,64; 

4,05 

 NH 8,43 (d, 

6,8) 

8,59 (d, 

6,6) 

- - 4,05 51,3; 172,1 0,85; 1,54; 1,64; 

4,05 

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

4,35; 7,62 

 CO - - 172,1 171,8 - - - - 

Ácido 
graxo 

1 - - 170,6 169,9 - - - - 

 2 2,34 

(dd,14,3, 

7,0)/ 

2,45 dd, 

9,7, 4,9) 

2,50 (m)/ 

2,34 (m) 

41,7 41,2 5,05 

5,05 

34,0; 71,9; 

170,4/71,9; 170,4 

1,22; 1,53; 2,45; 

5,05 

1,22; 1,53; 2,34; 

5,05 

1,22; 1,53; 2,45; 

5,05; 7,86 

1,22; 1,53; 2,34; 

5,05; 7,86 

 3 5,05 (m) 5,07 (m) 71,9 71,4 1,53; 2,34; 

2,45 

24,7; 34,0; 41,7; 

170,4; 172,1 

1,22; 2,35; 2,45 1,22; 1,53; 2,34; 

2,45; 7,86 

 4 1,53 (m) 1,54 (m) 34,0 33,6 5,05 29,0 1,22; 4,05; 5,05 1,22; 2,34; 2,45; 

4,05; 5,05 

 5 1,21 (s) 1,22 (m) 24,7 24,3 - 29,1 1,53; 1,22 1,53; 1,22; 5,05 

 6 1,22 (s) 1,21 (m) 29,0 28,4-

29,0 

- 29,30 1,53; 5,05 0,85; 1,53; 5,05 
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 7 1,22 (s) 1,21 (m) 29,1 28,4-

29,0 

- 29,34 1,53; 5,05 0,85; 1,53; 5,05 

 8 1,22 (s) 1,21 (m) 29,30 28,4-

29,0 

- 29,45 1,53; 5,05 0,85; 1,53; 5,05 

 9 1,22 (s) 1,21 (m) 29,34 28,4-

29,0 

- 29,49 1,53; 5,05 0,85; 1,53; 5,05 

 10 1,22 (s) 1,21 (m) 29,45 28,4-

29,0 

- 31,6 1,53; 5,05 0,85; 1,53; 5,05 

 11 1,22 (s) 1,21 (m) 29,49 28,4-

29,0 

- 22,5; 29,3 0,85; 1,26;  0,85; 1,53; 5,05 

 12 1,26 (s) 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 13,8 1,22; 1,26 22,5; 31,6 1,22 - 

            aO experimento foi realizado a 500 MHz para 1H e 125 MHz 13C com DMSO-d6, utilizando o TMS como padrão interno. bDados da Surfactina A 
normal-C14 (TANG et al., 2007; 1H 400 MHz, 13C 100 MHz, DMSO-d6; PEYPOUX et al. 1991; 1H 300 MHz, DMSO-d6). (δ) Deslocamentos químicos em 
ppm. (-) não identificado. 
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5.7.3 Determinação estrutural das demais surfactinas por LC-ESI-MS/MS  

       

Amostras Surfactina A1, A3, A4 e A5  

As demais amostras Surfactina A1, Surfactina A3, Surfactina A4   e 

Surfactina A5, isoladas do extrato de B. amyloliquefaciens LP164 (Item 4.7.8), 

semelhantemente apresentaram-se como pós brancos amorfos, para as quatro 

substâncias seus íons ([M+H]+) foram registrados em m/z 1008,6654, 1022,6748, 

1036,6967 e 1050,7049, e às fórmulas moleculares C51H89N7O13, C52H91N7O13, 

C53H93N7O13 e C54H95N7O13 respectivamente, analisadas por LC-ESI-MS/MS de 

alta resolução. 

Os espectros de fragmentação dos íons percussores em m/z 1008, 1022, 

1036 e 1050 ([M+H]+) das amostras Surfactina A1, A3, A4 e A5 (Figuras 77-80 

do material em Anexo), no sistema LC-ESI-MS/MS mostraram duas séries de 

íons, b e y. Os íons fragmentos do tipo y apresentaram a mesma sequência de 

aminoácidos já mencionados para a amostra Surfactina A2, mas houve 

variações de 14 Da (-CH2) na série dos íons fragmentos do tipo b N-terminal 

(Tabela 23). Estes resultados indicaram a natureza homóloga de surfactinas A 

ou C com C13 (Leu/Ileu7), C14 (Leu/Ileu7), C15 (Leu/Ileu7) e C16 (Leu/Ileu7), 

respectivamente, como descrito na literatura (LIAO et al., 2016). Os dados de 

fragmentação observados para o íon percursor em m/z 1022,6769 da amostra 

Surfactina A3 mostraram íons fragmentos semelhantes aos da amostra 

Surfactina A2, indicando ser isômeros, porém não sendo possível serem 

distinguidos por espectrometria de massas. Para tal foi realizado experimentos 

de RMN de 1H, 1D e 2D, para determinar a heterogeneidade da cadeia ácido 

graxo (normal, iso e anteiso) e isômero, bem como confirmar a sequência dos 

lipopeptídeos, especialmente devido à alta proporção de leucina e/ou isoleucina 

na fração peptídica das amostras de surfactinas. 
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Tabela 23. Íons detectados por fragmentação (LC-ESI-MS/MS) dos homólogos 
da surfactina a partir dos íons percusores de m/z 1008, 1022, 1036 e 1050. 
 

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

Produtos da 1ª série (alifática) *Fragmentos 

 

1008 

C13 

1022 

C14 

Surfactina A2 

 1036 

C15 

1050 

C16 

([M + H - H2O]+)  990 1004  1018 1032 

([M + H - Leu]+) b7 895 909  923 937 

([M + H - Leu-Leu]+) b6 782 796  810 824 

([M + H - Leu-Leu-Asp]+) b5 667 681  695 709 

([M + H - Leu-Leu-Asp-Val]+) b4 568 582  596 610 

([M + H - Leu-Leu-Asp-Val-Leu]+) b3 455 469  483 497 

([M + H - Leu-Leu-Asp-Val-Leu-Leu]+) b2 342 356  370 384 

Produtos da 2 ª série (peptídica)       

[M + H - βOH FA-Glu]+ y6 685 685  685 685 

[M + H - βOH FA-Glu-Leu]+ y5 572 572  572 572 

[M + H - βOH FA-Glu-Leu-Leu]+ y4 459 459  459 459 

[M + H - βOH FA-Glu-Leu-Leu-Val]+ y3 360 360  360 360 

[M + H - βOH FA-Glu-Leu-Leu-Val-Asp]+          y2 245 245  245 245 

 βOH FA =  cadeia β-hidroxi ácido 

graxo  

      

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

 

5.7.4 Determinação estrutural das demais surfactinas por RMN  

 

Amostras Surfactina A1, A3 e A4  

Uma vez determinada a presença em Surfactina A1, A3 e A4 de isoformas 

das surfactinas A ou C (C13, C14 e C15 respectivamente) pelos dados de 

espectrometria de massas, os espectros de RMN 1D e 2D das amostras foram 

obtidos com a finalidade de ratificar esta presença e determinar de qual ou quais 

das isoformas se tratam. Os espectros de RMN de 1H (Figuras 81-83, 

respectivamente do material em Anexo) e as correlações observadas nos 

HMBCs revelaram que as substâncias das amostras Surfactina A1, A3 e A4 são 

compostas da mesma sequência de aminoácido da amostra Surfactina A2 e 

diferenciam-se por possuir uma cadeia lateral, ligada ao carbono metínico, 

adjacente a lactona), indicando serem todas classificadas como surfactina A, 
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com Leu na posição 7 da sequência peptídica (βOH FA-Glu1-Leu2-Leu3-Val4-

Asp5-Leu6-Leu7). 

O mapa de correlação HMBC da amostra Surfactina A1 (Figura 46a), 

revelou a presença de uma mistura das surfactinas A (C13) com um grupo 

terminal isopropil (iso) e um outro sec-butil (anteiso). As correlações do sinal em 

δ 0,84 (H-13) com os sinais dos carbonos em δ 22,9, δ 27,8 e δ 38,9 (C-12, C-11 

e C-10, respectivamente) indicam que a cadeia lateral β-OH ácido graxo para a 

surfactina A (C13) iso é -(CH2)7CH(CH3)2.  As correlações do sinal em δ 0,81 (H-

12) com os sinais dos carbonos em δ 34,2 e δ 36,5 (C-10 e C-9, respectivamente) 

e o sinal em δ 0,82 (H-13) correlacionando com o sinal em δ 34,2 (C-10) indicam 

que a cadeia lateral β-OH ácido graxo para a surfactina A (C13) anteiso é -

(CH2)6CH(CH3)CH2CH3.  

As correlações HMBC para a amostra Surfactina A3 (Figura 46b), 

apresentam um grupo terminal isopropil. O sinal em δ 0,84 (H-14) correlaciona 

com os sinais dos carbonos em δ 22,9, 27,8 e 38,9 (C-13, C-12 e C-11, 

respectivamente), indicando que a cadeia lateral β-OH ácido graxo para a 

surfactina A (C14) iso é -(CH2)8CH(CH3)2.  Para a amostra  Surfactina A4 (Figura 

46c) os dados de HMBC revelam a presença de uma mistura das surfactinas A 

(C15) iso e anteiso observando-se: correlações do  sinal em δ 0,83 (H-15) com os 

sinais dos carbonos em δ 22,9, δ 27,8 e δ 38,9 (C-14, C-13 e C-12, 

respectivamente), indicando que a cadeia β-OH ácido graxo para a surfactina A 

(C15) iso é -(CH2)9CH(CH3)2; e correlações do  sinal em δ 0,83 (H-14) com os 

sinais dos carbonos em δ 34,2 e δ 36,5 (C-12 e C-11, respectivamente) e o sinal 

em δ 0,84 (H-15) correlacionando com o sinal em δ 34,2 (C-12), indicando que a 

cadeia lateral β-OH ácido graxo para a surfactina A (C15)  anteiso é -

(CH2)8CH(CH3)CH2CH3. Todas as atribuições de ressonância 1D e 2D, para as 

amostras Surfactina A1, A3 e A4 estão resumidas nas Tabelas 30-32 

respectivamente do material em Anexo.  
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 Figura 46. Mapas de correlação de 1H- 13C HMBC em DMSO-d6 (500 MHz), 
ampliação das regiões dos grupos da cadeia laterais β-OH ácido graxo. (a) 
Surfactina A1 (b) Surfactina A3 e (c) Surfactina A4. 
 

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

        

Amostra Iturina A1 

A amostra Iturina A1 isolada do extrato de B. amyloliquefaciens PpC1 2.2b 

(LP164) (Item 4.7.7) apresentou-se como um pó branco amorfo, correspondente 

a uma substância pura de massa molecular 1042.5525 e fórmula molecular 

C48H75N12O14, de acordo com as análises por LC-ESI-MS/MS de alta resolução, 

em que foi observado o íon em m/z 1043,5545 ([M+H]+). 

No espectro de fragmentação do íon percursor em m/z 1043,5 ([M+H]+) da 

amostra Iturina A1 (Figura 47), no sistema LC-ESI-MS/MS, foram observados 

uma série de íons fragmentos que permitiram obter a sequência Pro5-Asn6-Ser7-

βAA-Asn1-Tyr2-Asn3-Gln4-CO+ (βAA significa β-amino ácido graxo), coerente 

com uma iturina clivada na ligação peptídica entre Pro5 e Gln4. Os íons 

fragmentos do tipo b foram detectados em m/z 98 (b1), 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 íons 

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 fragmentação do íon ([M+H]+) em m/z 1043,5545, obtido 
por LC-ESI-MS/MS da amostra B. amyloliquefaciens PpC1 2.2b (LP164), e 
respectiva proposta de fragmentação para a isoforma iturina A (C14). 
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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 íon em m/z 1043,5 foram 

observados íons imônio de m/z 101 (Gln) e m/z 136 (Try), íons com perda de 

H2O de m/z 409 (Asn+Ser+βAA-H2O)+ ou NH3   de m/z 323 (βAA+Asn-NH3)+ e 

íons de fragmentação interna observados em m/z 541 (Asn+Ser+βAA+Asn)+, 

m/z 392 (Asn+Tyr+Asn) +, m/z 340 (βAA+Asn) +, m/z 313 (Ser+βAA) + e m/z 278 

(Tyr+Asn)+. Outros íons principais também foram detectados, incluindo m/z 1026 

(M+H-NH3) +, m/z 1009 (M+H-2NH3) + e m/z 932 (M+H-Gln+H2O)+. 

De acordo com estes fragmentos, típicos de CID, a sequência observada é 

coerente com o íon de uma das isoformas da iturina A (C14), após a abertura do 

anel na ligação Pro5 e Gln4 (Figura 47). Para confirmar a sequência peptídica 

deste lipopeptídeo, bem como a heterogeneidade da cadeia ácido graxo (normal, 

iso e anteiso) foram realizadas análises de RMN de 13C e de 1H, 1D e 2D. 

 

5.7.6 Determinação estrutural das iturinas por RMN 

 

Amostra Iturina A1 

No espectro de RMN de 1H em DMSO-d6 a 500 MHz da amostra Iturina A1 

foram registrados sinais que confirmam a presença de cadeia longa alifática (CH2 

em δ 1,53-1,24) e sinais que confirmam o esqueleto peptídico, a saber: 4 sinais 

de hidrogênios α-metínicos comuns em ligações peptídicas (integrados para 8 

H-C, em δ 4,51-3,99) e 10 sinais caracteríticos dos hidrogênios ligados a N 

(integrados para 7 H-N e 8 H2-N em δ 8,70-6,87) (Figura 48). Além disso, estão 

presentes entre δ 2,8 e 1,0 os sinais característicos dos hidrogênios alifáticos 

(CH2, β e γ), em δ 0,85 (t, J = 7,0 Hz, 3H) um grupo metil (CH3) terminal (Figura 

48) e em δ 7,02 (d, J = 8,5 Hz, 2H) e δ 6,66 (d, J = 8,5 Hz, 2H) dois pares de 

dupletos referentes a um anel benzeno para-dissubstituído (Figura 49). 
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Figura 48. Ampliações do espectro de RMN de 1H da amostra Iturina A1 em 
DMSO – d6 (500 MHz): a) região dos hidrogênios ligados a N e aromáticos b) 
hidrogênios α-metínicos e β-metilênicos, c) hidrogênios metilênicos e metílicos, 
d) região dos hidrogênios alifáticos (CH ou CH2, β e γ). 

 

 

Figura 49. Ampliação do espectro de RMN de 1H da amostra Iturina A1 em 
DMSO-d6 (500 MHz) da região aromática do resíduo de aminoácido Tyr. 
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No espectro de RMN de 13C de Iturina A1 (Figura 50), também coerente com 

uma das isoformas das iturinas A (C14) (HIRADATE et al., 2002), foram 

observados sinais dos grupos metilênicos da cadeia lipídica em δ 31,7-22,0, 

grupos carbonila, em δ 174,5-170,7, carbonos aromáticos de benzeno para-

dissubstituído  em δ 156,2-115,5, sinais de carbonos metínicos α-carbonílicos 

peptíticos em δ 61,2-50,1,  um sinal de carbono oximetilênico em δ 61,8, além 

dos outros sinais de carbonos metínicos e metilênicos em δ 47,0-22,5, e metílico, 

em δ 14,4. O espectro de 13C, juntamente com o DEPT-135 (Figura 51), como 

era esperado, apresentaram 5 sinais de carbonos metínicos (correspondentes a 

8 grupos CH), 19 de metilênicos (correspondentes a 21 grupos CH2), 1 sinal de 

carbono metílico e 11 de carbonos carbonílicos (correspondentes a 12 grupos 

C=O), podendo ser atribuídos às carbonilas dos resíduos de aminoácido.  

 A identificação mais precisa da amostra Iturina A1 envolveu a análise dos 

mapas de correlação de COSY, TOCSY e NOESY (Figura 52-54). O COSY 

(Figura 52) mostrou as correlações HN-HCα com apenas sete grupos de 

aminoácidos, indicando a presença de prolina, uma vez que, a mesma tem 

uma estrutura cíclica alifática e seu N α- amínico está ligado a dois átomos de 

carbono. Esta confirmação foi possível a partir do experimento TOCSY (Figura 

53), em que as correlações observadas caracterizam sete resíduos de 

aminoácidos e um resíduo amino ácido graxo da cadeia lípidica a saber: 

asparagina (Asn) (3x), tirosina (Tyr), serina (Ser), glutamina (Gln), prolina (Prol) 

e β-amino ácido graxo (βAA). Também foram observadas correlações do sinal 

em δ 7,14 (HN) com os sinais em 2,34 (H-36’), δ 3,99 (H-37’), e 1,41 (H-38’), 

revelando a presença do β-amino ácido graxo. Ainda no mapa de correlação 

TOCSY na região dos sinais entre δ 7,32-6,85 foram observadas correlações que 

caracterizam quatro grupos amidas terminais dos resíduos de aminoácidos Asn 

(3x) e Gln (Figura 53 e Tabela 23). As correlações do sinal em δ 4,17 (H-23) com 

os sinais δ 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 presença do aminoácido prolina na sequência do ciclo peptídico 

(Figura 53).  
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Figura 50. Ampliações do espectro de RMN de RMN de 13C da amostra Iturina 
A1 em DMSO – d6 (125 MHz): a) região dos carbonos carbonílicos, b) carbonos 
aromáticos de benzeno para-dissubstituído c) carbonos metínicos, metilênicos e 
oximetilênico d) carbonos metilênicos e metílico. 
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Figura 51. Espectro de DEPT 135° da substância Iturina A1 em DMSO-d6 (125 
MHz). a) carbonos aromáticos de benzeno para-dissubstituído b) carbonos 
metínicos, metilênicos e oximetilênico c) carbonos metilênicos e d) carbono 
metílico. 
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Figura 52. Correlações homonucleares 1H – 1H observadas no experimento de 
COSY para os hidrogênios NH-CHα da amostra Iturina A1 em DMSO-d6 (500 
MHz).  
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Em seguida, as sequências dos resíduos dos aminoácidos e o macrociclo 

foram atribuídos pelo experimento NOESY (Figura 54 e Figura 55) através de 

correlações espaciais dos resíduos sequencialmente adjacentes, das quais 

destacamos: a correlação do sinal em δ 7,14  (HN) do ácido graxo β-amino com 

δ 7,71 (HN) do Asn 1; deste sinal com o sinal em δ 8,70 (HN) da Tyr 2; deste com 

o sinal em δ 8,05 (HN) de Asn 3, que correlaciona também com o sinal em δ 6,97 

(HN) de Gln 4; do sinal deste mesmo aminoácido em δ 4,51 (HCα) com o sinal 

em δ 3,76 (HCδ) de Prol 5, o qual também se correlaciona com o sinal em δ 4,17 

(HCα) do mesmo aminoácido de Prol 5; deste com o sinal em δ 8,70 (HN) de Asn 

6, o qual se correlaciona com o sinal em δ 7,32 (HN) da Ser 7; e completando o 

macrociclo, este mesmo sinal correlaciona-se com o sinal em δ 7,14 (HN)  da 

cadeia do β-amino ácido graxo (Tabela 23). Uma vez que a atribuição das 

correlações dos hidrogênios (HN/HN/HCα) de cada resíduo foi realizada, os 

mapas de correlação 1H-13C HSQC e 1H-13C HMBC permitiram a atribuição dos 

carbonos protonados e quaternários correspondentes (Tabela 23). No HSQC 

(Figura 56) foram observadas as correlações que caracterizam os hidrogênios e 

carbonos α (HCα) dos resíduos de aminoácido asparagina (Asn) (3x), tirosina 

(Tyr), serina (Ser), glutamina (Gln), prolina (Prol) e β-amino ácido graxo (βAA). 

Também foram observadas as correlações que caracterizam o resíduo de 

aminoácido prolina a saber: em δ 4,17 (HCα) de Prol correlacionando com o sinal 

em δ 61,2 (C-23), em δ 2,13 e 1,78 (Hβ’, Hβ’’) correlacionando com δ 29,5 (C-

24), em δ 1,98 e 1,88 (Hγ’, Hγ’’) correlacionando com o sinal em δ 25,0 (C-25) e 

em δ 3,76 (Hδ) correlacionando com δ 47,6 (C-26). 
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Figura 53. Espectro de 1H –1H do TOCSY e ampliação das regiões NH/ Hα, β, γ, 

e δ da substância Iturina A1 em DMSO-d6 (500 MHz). 
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Figura 54. Ampliação das regiões NH/NH de 1H – 1H de NOESY da substância 
Iturina A1 em DMSO-d6 (500 MHz). 
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Figura 55. Ampliação das regiões NH/ Hα, β, γ, e δ de 1H – 1H de NOESY da 
substância Iturina A1 em DMSO-d6 (500 MHz). 
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Ainda no HSQC foram observados os dois sinais de carbono em δ 42,2 (C-

36) e δ 45,8 (C-37) característicos de um β-aminoácido dos lipopeptídeos 

iturínicos (KAJIMURA et al., 1995), os quais foram atribuídos ao α-CH2 (C-36) e 

β-CH (C-37), adjacente ao NH da cadeia β-amino ácido graxo. Observou-se 

também que as correlações HSQC (Figura 56) dos sinais de carbono em δ 61,8 

(metileno, C-33) e 56,6 (metino, C-32) mostraram fortes correlações para o 

resíduo de serina, confirmada também pelas correlações observadas no 

experimento TOCSY. 

 
 

 

 

Figura 56. Ampliação da região CH/Hα, β e δ do mapa de correlação 1H – 13C 
de HSQC da substância Iturina A1 em DMSO-d6 (500 MHz). 
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entre os sinais δ 7,32- 6,85 com os carbonos carbonílicos em δ 174,5-171,2 

(Figura 57 e Tabela 23). 
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Figura 57. Ampliação do mapa de correlação 1H – 13C de HMBC da substância 
Iturina A1 em DMSO-d6 (500 MHz). 
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que a amostra Iturina A1 é uma isorforma da surfactina A (normal-C14). Todas as 

atribuições de RMN 1D e 2D para Iturina A1 estão resumidas na Tabela 24.  

 

 

 

Figura 58. Ampliação do mapa de correlação 1H- 13C HMBC correspondente ao 
final da cadeia do β-amino ácido graxo da substância Iturina A1 em DMSO-d6 
(500 MHz). 
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Tabela 24. Dados de RMN1De 2D da amostra Iturina A1 – Iturina A (normal-C14). 

Amino

ácido 

Posição 1H δ (mult., J em 

Hz)a 

1H δ (mult., J 

em Hz)b 

13C/HSQC 

(δ)a 

13C (δ)b COSY (1H-1H)a HMBC (1H-13C)a NOESYa TOCSYa 

Asn1 1 4,43 (2H, m) 4,42 (2H,m) 51,2 50,8 2,29; 7,71 173,8 2,17; 7.32; 

7,71 

2,17; 2,29; 

7,71 

 2 2,29 (1H, dd, 15,8 

e 8,4)/ 

 

2,29 (1H, dd, 

15,8, 8,4) 

36,7 36,3  2,17; 4,43 51,2; 171,2 4,43; 7,71 4,43; 7,71 

  2,17 (1H,  d) 2,16 (1H, dd) 36,7 36,3  4,43 51.2; 171.2 4,43; 7,71 4,43; 7,71 

 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; 

3,99; 4,43 

2,17; 2,29; 

4,43 

 3-NH2 7,32 (1H, s)/ 7,31 (1H, s) - -  61,8; 171,2 4,17; 7,12 6,91/7,32 

  6,91 (1 H, s) 6,89 (1H, s) - -  36,7;171,2 7.32 7,32 

Tyr2 5 4,03 (1H, m) 4,02 (1H,m) 56.8 56,3  2,73; 8,70 35,4; 42,2; 61,2; 

128,5; 171,7 

2,76; 2,96; 

7,02; 8,05; 

8,70 

2,76; 2,96; 

8,70 

 6 2,96 (1H, dd, 14,3 

e 3,7) 

 

2,96 (1H, dd, 

14,3 e 3,7) 

 

35,4 34,9  2,73; 4,03 56,8; 128,4; 

130,2; 171,7 

2,73; 4,03; 

8.70 

2,73; 4,03; 

8,70 
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  2,73 (1H, dd,14,3 

e 11,2) 

 35,4 34,9  4,03; 2,96 56,8; 130,2; 

128,4;172,2 

2,45; 2,96; 

4,03; 8,70 

4,03 

 7   128,4 127,9      

 8, 12 7.02 (2H, d, 8,5) 7.01 (2H, d, 8.4) 130.2 

(2C) 

129.7  

(2C) 

 174.5 2.09; 6.6 6.6 

 9, 11 6.66 (2H, d, 8,5) 6.65 (2H, d, 8.4) 115.5 115.0  

(2C) 

7.02 128.4; 115.5; 

156.1 

7.02 7.02 

 10   156.1 155.8      

 13   171.7 171.1     

 5-NH 8.70 (2H, t) 8.68 (2H, d) - - 4.03 35.4; 56.8; 173.8 2.73; 2.96; 

4.03; 8.05 

2.73; 2.96; 

4.03 

 10-OH 9.17 (1H, s) -       

Asn3 14 4.44 (1H, m) 4.43 (1H,m) 50.16 50.8  2.59; 8.05 36.5; 171.5 2.50; 6.97; 

8.05 

2.59 

 15 2.59 (1H, dd, 15.4 

e 9.5) 

2.58 (1 H, dd, 

15.4 e 9.5) 

36.5 36.0  4.44 171.5 4.44; 8.05 4.44; 8.05 

  2.48 (1H, d,)  2.47 (1H, dd) 36.5 36.0  4.44 50.16; 171.5 8.05 8.05 

 16   171.5 171.2     

 17   171.4 170.0     

 14-NH 8.05 (1H, d, 7.2) 8.04 (1H, d)   4.44 36.5; 51.16; 

171.7 

2.59; 2.96; 

4.03; 4.44; 

6.97; 8.70 

2.59; 4.43 

 16-NH2 7.21 (1H, s) 7.19 (1H, s)   6.87 171.5 2.59; 6.87 6.87 
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  6.87 (1H, s) 6.85 (1H, s)    171.5 7.21 7.21 

Gln4 18 4.51 (1H, m) 4.51 (1H, m) 50.1 49.6 1,74; 2.02; 6.97 27.0 2.09; 3.76; 

6.97 

1.74; 2.09; 

6.97 

 19 2.02 (1H, m) 2.03 (1H, m) 27.0 26.5     

  1.74 (1H, m) 1.75 (1H, m) 27.0 26.5 2.09 50.1 2.09; 4.51; 

6.97 

4.51; 6.97 

 20 2.09 (2H, m) 2.09 (2H, m) 31.0 30.5 31.0 1.74; 4.51; 6.97 6.97 31.0 

 21   174.5 174.1     

 22   171.1 170.9     

 18-NH 6,97 (1H, d, 7.8) 6.91 (1H, d) - - 4.51 27.0; 50.1; 

171.4 

3.76; 4.03; 

4.51; 8.05 

1.74; 2.09; 

4.51 

 21-NH2 7.12 (1H, s) 7.10 (1H, s) - -  174.5 2.09; 6.85 6.85 

  6.85 (2H, s) 6.82 (2H, s)    31.0; 174.5 - 7.12 

Prol5 23 4.17 (2H, m) 4.16 (2H, m) 61.2 60.8 1.78 25.0; 29.2; 47.6; 

173.2 

1.78; 8.70 1.78; 1.88; 

1.98  

 24 2,13 (1H,m)/ 2.12 (1H, m) 29.5 29.0 1.74; 4.17 61.2 4.17; 8.70 3.76; 4.17 

  1.78 (1H, m) 1.74 (1H, m) 29.5 29.0 2.13; 4.17 61.2; 173.2 3.76; 4.17; 

8.70 

3.76; 4.17 

 25 1.98 (1H,m)/ 1.98 (1H, m) 25.0 24.6 3.76 47.6; 61.2  3.76; 4.17 

  1.88 (1H, m) 1.88 (1H, m) 25.0 24.6 3.76 47.6; 61.2 3.76 3.76; 4.17 
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 26 3.76 (2H, m) 3.75 (2H, m) 47.6 47.2 1.98 25.0; 29.5 2.02; 4.51 1.78; 1.88; 

2.02; 2.09 

 27   173.2 172.7     

Asn6 28 4.43 (2H, m) 4.42 (2H, m) 51.2 49.7 2.45; 8.70  2,70; 8.70 2.45; 2,70; 

8.70 

 29 2.70 (1H, d)/ 2.71 (1H, dd) 35.6 35.2 2.45; 4.43 172.3 4.43 4.43; 8.70 

  2.45 (1H, m) 2.45 (1H, dd)   2.70; 4.43 51.2; 172.3 4.43; 8.70 4.43; 8.70 

 30   172.3 171.8 -    

 31   171.7 170.8 -    

 28-NH 8.70 (2H,t) 8.68 (2H,d) - - 4.43 35.6; 51.2; 
173.2 

1.78; 2.13; 
2.45; 2.70; 
4.43 

2.45; 2.70 

 30-NH2 7.36 (1H, s)/ 7.35 (1H,s) - - - 172.3 2.45; 2.70; 
6.85 

6.85 

  6.85 (2H,s) 6.82 (2H,s)   - 35.6; 172.3 7.36 7.36 

Ser7 32 4.17 (2H, m) 4.16 (2H, m) 56.6  - 61.8; 170.7 3.66; 7.32  

 33 3.66 (2H, t) 3,66 (2H,d) 61.8  - 56.6; 170.7 4.17; 7.32  

 34   170.7 170.3 -    

 32-NH 7.32 (2H, d) 7.32 (1H, d) - - 4.17 56.6; 171.7 3.66; 4.43; 
4.86; 8.70 

3.66; 4.17; 
4.86 

 33-OH 4.86 (1H, s) 4.83 (1H, br) - - 3.66 56.6; 61.8 3.66; 7.32 3.66; 4.17; 

7.32 

Graxo 35   171.6 171.2     
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 36 2.34 (2H, m) 2.33 (2H, m) 42.2 41.7 2.17; 3.99 171.6 1.41; 3.99; 

7.14; 7.71 

1.41; 3.99; 

7.14 

 37 3.99 (1H,m) 3.97 (1H, m) 45.8 45.4 1.41; 2.34; 7.14  1.41; 2.34; 

7.14; 7.71 

1.41; 2.34 

 38 1.41 (2H, m) 1.40 (2H, m) 35.0 34.6 1.25; 3.99  2.34; 3.99; 

7.14 

 

 39 1,21 (1H, m)/ 1.26 (1H, m) 25.8 25.4  29.0 3.99; 7.14 1.41; 3.99; 

7.14 

  1,12 (1H, m) 1,16 (1H, m) 25.8 25.4  29.0 3.99 1.41; 3.99; 

7.14 

 40-45 1.24 (br, s) 1.28-1.08 29.0-29.6 28.6-

29.1 

0.85 22.5; 29.6 3.99 0.85; 1.41 

 46 1.24 (br, s) - 31.7 31.3  22,5   

 47 1.27 (br,s) - 22.5 22.0  14,4; 31,7   

 48 0.85 (3H, t) 0.84 (3H, t) 14.4 13.9  1.24 22,5; 31,7   

 37-NH 7.14 (1H, d, 8.4) 7.12 (1H, d)   3.99 170.7 1.41; 2.34; 
3.66; 3.99; 
4.17; 4.43; 
7.32 

1.41; 3.99; 
2.34;  

aExperimento a 500 MHz para 1H e 125 MHz para 13C em DMSO-d6, com TMS como padrão interno. bHIRADATE et al., (2002; H, 600 MHz; 13C, 150 MHz; DMSO-d6). (δ) 

Deslocamento químico em ppm. (-) não identificado. 
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5.7.7 Determinação estrutural das demais iturinas por LC-ESI-MS/MS  

       

Amostras Iturina A2, A3, A4 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 pó branco amorfo, correspondente a quatro substâncias pura de massa 

molecular com íons ([M+H]+) em m/z 1057,5661, 1071,5808, 1071,5859 e 

1085,5997, coerentes com as fórmulas moleculares C49H76N12O14, C50H78N12O14, 

C50H78N12O14 e C51H80N12O14, respectivamente, de acordo com as análises por 

LC-ESI-MS/MS de alta resolução.  

Os espectros de fragmentação dos íons 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 íons tipo b e y, onde os íons fragmentos 

do tipo y apresentaram a mesma sequência de aminoácidos já mencionados 

para a amostra Iturina A1, porém houve variações na série dos íons fragmentos 

do tipo b N-terminal de 14 Da (-CH2). Estes resultados indicaram a natureza 

homóloga de iturinas A com C15, C16 e C17 (VATER et al., 2002; DANG et al., 

2019). Entretanto, dados de fragmentação observados para o íon percursor de 

m/z 1071,5808 ([M+H]+) e m/z 1071,5859 ([M+H]+), mostraram íons fragmentos 

semelhantes não sendo possível serem distinguidos por espectrometria de 

massas. Para tal foram realizados experimentos de RMN de 1H, 1D e 2D, para 

determinar a heterogeneidade da cadeia ácido graxo (normal, iso e anteiso), bem 

como confirmar a sequência peptídica destes lipopeptídeos. 

 

5.7.8 Determinação estrutural das iturinas por RMN  

Amostras Iturina A2, A3, A4 e A5 

Os espectros de RMN de 1H e HMBC revelaram que as substâncias das 

amostras Iturina A2, Iturina A3, Iturina A4 e Iturina A5 (Figuras 88-91 

respectivamente do material em anexo) são compostas da mesma sequência de 

aminoácido da amostra Iturina A1, exceto para a estrutura da cadeia β-amino 

ácido graxo, indicando serem todas classificadas como iturina A, com sequência 

peptídica βAA- Asn1-Tyr2-Asn3-Gln4- Prol5-Asn6-Ser7. Todas as atribuições de 
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ressonância 1D e 2D, para as amostras Iturina A2, A3, A4 e A5 estão resumidas 

nas Tabelas 33-36, respectivamente do material em Anexo. 

No espectro de RMN de 1H da amostra Iturina A2 foi observado uma 

sobreposição de sinais na região de δ 0,85-0,81 (Figura 59). Observou-se 

também um dupleto em δ 0,85 (6H, d, 6,6 Hz), um tripleto em δ 0,82 (3H, t, 7,0 

Hz) e um dupleto em δ 0.81 (3H, d, 7,0).  

 

 

Figura 59. Ampliação do espectro de RMN de 1H em DMSO-d6 (500 MHz) da 
amostra Iturina A2. 

 

O mapa de correlação HMBC da amostra Iturina A2  (Figura 60a), revelou 

a presença de uma mistura das isoformas da iturina A (C15) com variações na 

ramificação da cadeia β-amino ácido graxo através de um grupo terminal 

isopropil (iso) e um outro sec-butil (anteiso). As correlações do sinal em δ 0,85 

(6H, d, 6,6 Hz) (H-14) com os sinais dos carbonos em δ 22,9, δ 27,8 e δ 38,9 (C-

15, C-13 e C-12, respectivamente) indicam que a cadeia lateral β-amino ácido 

graxo para a iturina A (C15) iso é -(CH2)9CH(CH3)2.  As correlações do sinal em δ 

0,81 (3H, t, 7,0 Hz) (H-12) com os sinais dos carbonos em δ 34,2 e δ 36,5 (C-12 

e C-11, respectivamente) e do sinal em δ 0,82 (3H, d, 7,0) (H-15) com o sinal em 

δ 29,3 (C-13) indicam que a cadeia lateral β-amino ácido graxo para a iturina A 

(C15) anteiso é -(CH2)8CH(CH3)CH2CH3. 

O HMBC da amostra Iturina A3 (Figura 60b) apresentou um grupo terminal 

isopropil, pelas correlações do dupleto em δ 0,85 (6H, d, 6,6 Hz) (H-15 e H-16) 
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com os sinais dos carbonos em δ 22,9, δ 27,8 e δ 38,9 (C-15, C-14 e C-13, 

respectivamente), indicando que a cadeia lateral ácido graxo β-amino ácido para 

a iturina A (C16) iso é -(CH2)10CH(CH3)2 .    

Para a Iturina A4  as correlações HMBC (Figura 60c) revelou a presença de 

uma mistura das isoformas da iturina A (C16) iso e normal observados pelas 

correlações do  sinal em δ 0,84 com os sinais dos carbonos em δ 22,9, δ 27,8 e 

δ 38,9 (C-15, C-14 e C-13, respectivamente) indicando que a cadeia lateral β-

amino ácido graxo para a iturina A (C16) iso é -(CH2)10CH(CH3)2  e correlações 

do  sinal em δ 0,85  com os sinais dos carbonos em δ 22,5 e δ 31,6 (C-15 e C-

14, respectivamente) indicando que a cadeia lateral β-amino ácido graxo para a 

iturina A (C16) normal é -(CH2)12CH3. 

Para a amostra Iturina A5 as correlações HMBC (Figura 60d) revelou a 

presença da isoforma da iturina A (C17) anteiso observados pelas correlações do 

sinal em δ 0,8 com os sinais dos carbonos em δ 34,2 e δ 36,5 (C-14 e C-13, 

respectivamente) e o sinal em δ 0,82 correlacionando com o sinal em δ 29,3, 34,2 

(C-15 e C-14 respectivamente) indicando que a cadeia lateral ácido graxo β-

amino para a iturina A (C17) anteiso é -(CH2)10CH(CH3)CH2CH3. 
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Figura 60. Mapa de correlação de 1H- 13C HMBC em DMSO-d6 (500 MHz), 
ampliação das regiões dos grupos das cadeias laterais β-amino ácido graxo: (a) 
Iturina A2 (b) Iturina A3 (c) Iturina A4 e (d) Iturina A5.  
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5.7.9 Determinação estrutural dos lipopeptídeos da fengicina por LC-ESI-

MS/MS 

 

O perfil LC-ESI-MS/MS do íon percussor de m/z 1463,8 (Figura 61) mostrou 

uma série de íons fragmentos correspondentes à sequência Pro7-Gln8-Tyr9-Ile10- 

Tyr3(ácido graxo βOH-Glu1-Orn2-)-Thr4-Glu5-Ala6, típica de fengicinas, com 

abertura do anel preferencialmente na ligação peptídica entre Ala6 e Prol7, como 

mostrado pelos fragmentos em m/z 226, 389, 502, 1162, 1263 e 1392. Foram 

observados também íons em m/z 1209, 1080 e 966 (Figura 62), correspondentes 

a perdas da cadeia β-OH ácido graxo sozinha, junto com -Glu e junto com -Glu-

Orn, respectivamente, do segmento N-terminal da fengicina A (C16) (Figura 61).  

De forma semelhante, os íons em m/z 994 e 1108 do íon em m/z 1491,7 

(Figura 62) correspondem a perda neutra da cadeia β-OH ácido graxo-Glu e β-

OH ácido graxo-Glu-Orn. Porém eles aparecem em m/z 1108 e 994, exatamente. 

A diferença de 28 Da superior aos íons correspondentes da fengicina A é 

coerente com a substituição de Ala (71 Da) por Val (99 Da) na posição 6 deste 

novo homólogo decapeptídeo cíclico, identificado como a fengicina B (C16). 

Interessantemente, no espectro de CID do íon em m/z 1477,8 foram observados 

os dois pares de íons fragmentos de m/z 966 e 1080 e m/z 994 e 1108 (Figura 

63), indicando que fengicina A (C17) e fengicina B (C15) contribuíram para a 

formação do íon de m/z 1477,8. Essa associação também foi encontrada em 

outros trabalhos (BIE, et al., 2009; FARIA et al., 2011) e é atribuída a diferença 

no comprimento da cadeia ácido graxo, com variações de 14 Da nas séries 

homólogas das isoformas (A e B). Com isso, o peso molecular das isoformas da 

fengicina A podem ter o mesmo peso molecular que o de uma isoforma da 

fengicina B quando a cadeia ácido graxo tiver dois grupos CH2 a menos, sendo 

equivalente à diferença de 28 Da entre Val e Ala. Portanto a diferença nos anéis 

de lactonas das fengicinas A e B pode ser usada como indicador para discriminá-

las, visto que em todos os  homólogos da fengicina, quando submetidos a análise 

CID, as fragmentações correspondentes às perdas de βOH ácido graxo-Glu e 

βOH ácido graxo-Glu-Orn, observadas pelos íons de m/z 966, 1080 na fengicina 

A e m/z 994, 1108 na fengicina B, indicam a presença de Ala ou Val na cadeia 

peptídica (Tabela 25), respectivamente.  
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Figura 61. Espectro de fragmentação LC-ESI-MS/MS do íon ([M+H]+) em m/z 
1463,8022 da amostra Fengicina AB1 e proposta de fragmentação para a 
isoforma fengicina A (C16). 
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Figura 62. Espectro de fragmentação LC-ESI-MS/MS do íon ([M+H]+) em m/z 
1491,8498 da amostra Fengicina AB1 e proposta de fragmentação para a 
isoforma fengicina B (C16).  
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Figura 63. Espectro de fragmentação LC-ESI-MS/MS do íon ([M+H]+) em m/z 
1477,8243 da amostra Fengicina AB2 e proposta de fragmentação para a 
isoformas: (a) fengicina A (C17) e (b) fengicina B (C15).  
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Portanto, esses íons são “marcadores” das fengicinas A e B, 

respectivamente, e poder servir para identificar rapidamente homólogos da 

fengicina. As diferenças entre eles e o valor do íon ([M+H]+) permite atribuir o 

comprimento das cadeias de ácidos graxos. Os resultados acima exemplificam 

com sucesso a importância do uso da espectrometria de massas na 

diferenciação dos homólogos da fengicina A e B, mesmo quando duas isoformas 

de mesmo peso molecular estão presentes, como no caso do íon percussor de 

m/z 1477,8. 

 

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

Ìon 
(m/z) 

Fragmentos Homólogos da 
Fengicina A e 

B 

Aminoácido 
na posição 

6 

1463,6 1080 e 966 C16 fengicina A Ala 

1477,8 1080 e 966 C17 fengicina A Ala 

1477,8 1108 e 994 C15 fengicina B Val 

1491,7 1108 e 994 C16 fengicina B Val 

 

 

5.7.10 Substâncias lipopeptídicas identificadas de B. amyloliquefaciens 

(LP164) 

De acordo com os resultados acima, seis lipopeptídeos da família iturina, 

sete lipopeptídeos da família surfactina e quatro lipopeptídeos da família da 

fengicina (Tabela 26) foram isolados de uma cepa endofítica de B. 

amyloliquefaciens, associada a P. peltatum. Todos esses lipopeptídeos são 

conhecidos, por exemplo: os homólogos da iturina A foram isolados de um 

endofíto B. amyloliquefaciens (HIRADATE et al., 2002), os homólogos da 

surfactina A, de B. subtilis (LIU et al., 2007), e homólogos da fengicina, de B. 

licheniforms e B. amyloliquefaciens (PECCI et al., 2010; KAKI et al., 2020).  

Em geral, as famílias surfactina, iturina e/ou fengicina são mais 

frequentemente relatadas para B. subtilis (FIRA et al., 2018; MEJRI et al., 2017; 

KHASPAR et al., 2019), em segundo lugar para B. amyloliquefaciens (DIMKIĆ 
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et al., 2017; FIRA et al., 2018; SOARES et al., 2016) e, às vezes, para outras 

espécies de Bacillus. São 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 

produção de diferentes isoformas destes lipopeptídeos variam para cada 

linhagem. Até o presente momento, poucas cepas de B. amyloliquefaciens 

produzem as três famílias de lipopeptídeos, simultaneamente (FARZAND et al., 

2020; CALVO et al., 2019). Porém, este é o primeiro relatório com da produção 

simultânea de seis iturina A (C14, -C17), sete surfactina A (C13-C16), duas fengicina 

A (C16 e C17) e duas fengicina B (C15 e C17) por uma cepa de B. amyloliquefaciens 

(Tabela 25). Nossos resultados ratificam que a variedade de isoformas das 

famílias de lipopeptídeos surfactina, fengicina e iturina têm significado químico 

para as espécies de Bacillus, em particular para B. amyloliquefaciens e B. 

subtilis, presumivelmente seus principais produtores. 

 

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

Lipopeptídeos Fórmula 

Molecular 

Calculada 

[M+H]+ 

Observada 

[M+H]+ 

Erro  

(ppm) 

Surfactina A (i-C13) C51H89N7O13 1008.65966 1008.6654 5.75 

Surfactina A (a-C13) C51H89N7O13 1008.65966 1008.6654 5.75 

Surfactina A (n-C14) C52H91N7O13 1022.67531 1022.6755 0.19 

Surfactina A (i-C14) C52H91N7O13 1022.67531 1022.6748 0.48 

Surfactina A (a-C15) C53H93N7O13 1036.69096 1036.6967 5.59 

Surfactina A (i-C15) C53H93N7O13 1036.69096 1036.6967 5.59 

Surfactina A (C15) C54H95N7O13 1050.70661 1050.7049 1.61 

Iturina A (n-C14) C48H74N12O14 1043.55257 1043.5545 1.91 
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Iturina A (i-C15) C49H76N12O14 1057.56822 1057.5661 1.98 

Iturina A (a-C15) C49H76N12O14 1057.56822 1057.5661 1.98 

Iturina A (n-C16) C50H78N12O14 1071.58387 1071.5808 2.79 

Iturina A (i-C16) C50H78N12O14 1071.58387 1071.5859 1.95 

Iturina A (a-C17) C51H80N12O14 1085.59952 1085.5997 0.18 

Fengicina A (C15) C72H110N12O20 1463.80376 1463.8022 1.02 

Fengicina A (C17) C74H114N12O20 1491.83506 1491.8398 3.21 

Fengicina B (C15) C73H112N12O20 1477.81941 1477.8243 3.31 

Fengicina B (C16) C73H112N12O20 1477.81941 1477.8243 3.31 

a-anteiso; i-iso; n-normal 

 

5.8 Ensaios Biológicos 

 

5.8.1 Atividade anti-inflamatória in vitro 

Os extratos LP 50, LP 164, LP 196 e as frações BaP-24, BaP-11 e BaP-

18 foram testadas quanto a atividade anti-inflamatória in vitro. Os resultados 

obtidos estão descritos a seguir. 

 

5.8.1.1 Efeitos dos lipopeptídeos na viabilidade celular 

Inicialmente, os extratos LP 50, LP 164, LP 196 e as frações BaP-24, BaP-

11 e BaP-18 foram inicialmente avaliados em uma concentração única de 50 

μg/mL, para avaliação prévia do comportamento das amostras frente a células 

de macrófagos murinos J774A.1 (Item 4.8.1). Em seguida as amostras 

submetidas ao teste de viabilidade celular utilizando seis diferentes 

concentrações. A Figura 64 mostra as curvas de dose-resposta obtidas para a 

linha celular testada. Controles positivos contendo meio de cultura (sem 

lipopeptídeos) foram incluídos e correspondem a 100% de viabilidade celular. Os 

resultados obtidos mostram viabilidade celular acima de 100% para os 

lipopeptídeos avaliados, exceto para a amostra LP 196 na concentração única 

de 50 μg/mL. Observou-se que os extrato LP 50, LP 164 e as frações BaP-24 e 

BaP-18 não apresentaram potencial para citotoxicidade à cepa testada nas 

concentrações 1,56, 3,12, 6,25, 12,5, 25, 50 µg/mL, indicando que essas 

concentrações são seguras para testes posteriores. Os resultados são 

semelhantes para a BaP-11 em concentrações mais baixas, enquanto na 
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concentração de 50 µg/mL houve uma redução de aproximadamente 50%, 

demonstrando que nessa concentração há um efeito citotóxico. Assim, fica claro 

que as iturinas apresentam atividade citotóxica à cepa testada em concentrações  
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As células foram incubadas com as frações/extratos por 24 h. Os valores correspondem à média 
± E.P.M. de três experimentos independentes, em triplicatas. * p < 0,05 quando comparado com 
o grupo controle negativo por ANOVA (análise da variância) seguido por teste de comparação 
múltipla Tukey.  
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Figura 64. Teste de viabilidade celular (MTT) - Efeito dos extratos e frações 
lipopeptídicas de B. amyloliquefaciens sobre a viabilidade de macrófagos de 
murinos J774A.1.  
mais elevadas. Este efeito citotóxico também foi observado para o extrato LP 

196 na concentração única de 50 µg/mL o qual apresentou viabilidade celular 

abaixo de 50 % (Figura 64). 

 

5.8.1.2 Efeitos dos lipopeptídeos na produção de Óxido Nítrico 

Em seguida as amostras de lipopeptídeos foram avaliadas quanto à 

capacidade de inibição da produção de Óxido Nítrico (NO) na cepa J774A.1 de 

macrófagos murinos, ativada com 1 μg/mL de LPS. Os extratos LP50, LP164, 

BaP-24, BaP-11 e BaP-18 foram testados em seis concentrações e o LPS foi 

usado como controle positivo e o medicamento padrão Dexametasona foi usado 

como controle negativo.  

A Figura 65 revelou que a produção de NO foi quase indetectável em 

células sem estimulação por LPS. Enquanto o LPS (1 μg / mL) sozinho induziu 

marcadamente a produção de NO comparado ao grupo controle. Os resultados 

obtidos para os extratos LP50, LP164 e frações de surfactina, iturina e fengicina 

mostraram uma redução significativa na capacidade de produção de NO em 

macrófagos induzidos por LPS, observados em uma concentração única de 50 

μg/mL (p <0,05 ep <0,001) quando comparados ao controle LPS e o padrão de 

Dexametasona. Para a amostra BaP-24 (surfactinas), observou inibição de NO 

nas concetrações de 12,25 e 50 μg/mL enquanto que a amostra de BaP-11 

(iturinas) apresentou redução na produção de NO nas concentrações de 3,1, 6,2, 

12 e 25 (p <0,05 ep <0,001) μg/mL quando comparados ao controle LPS e o 

padrão 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 viáveis, apresentando atividade anti-inflamatória 

superior a 90%. Os valores, quando comparado ao grupo controle negativo 

indicaram confiabilidade de 95%. 
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A quantificação de nitrito foi mensurada em sobrenadantes de macrófagos murinos J774A.1, 
após estimulado com 1 µg/mL de LPS utilizando reagente de Griess. Cada valor é a média ± 
E.P.M. de três experimentos independentes. A análise estatística foi realizada usando o teste de 
comparações múltiplas Tukey – p < 0,05, quando comparado ao controle (com LPS).  

 

Figura 65. Teste de determinação de nitritos- Efeito dos extratos e frações 
lipopeptídicas de B. amyloliquefaciens na produção de NO em macrófagos 
murino J774A.1 estimulados com LPS.   
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A atividade anti-inflamatória da surfactina isolada de Bacillus subtilis já está 

bem estabelecida na literatura (KIM et al., 2006; ZHAO et al., 2017; YANG et al., 

2019). Há relatos de que a surfactina inibe a produção de NO induzida por LPS 

e diminui a expressão de iNOS, ciclooxigenase-2 (COX-2) e IL-1β, além da 

inibição do NF-κB induzido pelo ácido lipoteicóico (LTA) (KIM et al., 2006; 

ZHANG et al., 2015; ZHAO et al., 2017) confirmando os dados obtidos neste 

trabalho. No entanto, apesar dos lipopeptídeos de iturina e fengicina serem 

considerados excelentes antifúngicos (XUN-CHAO et al., 2013; GU et al., 2017; 

ZHAO et al., 2017), ainda não são relatados como agentes anti-inflamatórios, 

demonstrando a importância deste trabalho.  

Estudos demonstraram que a associação de bactérias endofíticas com 

plantas medicinais gera uma grande oportunidade para a produção de 

substâncias bioativas (AFZAL et al., 2019; PANDEY et al., 2017). Assim, a 

produção das três famílias de lipopeptídeos pela bactéria endofítica B. 

amyloliquefaciens pode contribuir com as propriedades anti-inflamatórias 

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

 

5.8.2 Ensaios Antimicrobianos 

Como não existe um padrão sobre o nível aceitável para determinar a 

eficácia de extratos utilizou-se como critério para a determinação da atividade 

antimicrobiana a presença de halo de inibição igual ou superior a 5 milímetros 

(AL-HEBSHI et al., 2006; OSTROSKY et al., 2008) (Tabela 27).  

 

Tabela 27. Critério de avaliação da atividade antimicrobiana, pelo método de 
difusão em ágar. 

Diâmetro (mm) Resultado  

Acima 20  Boa atividade  

Entre 15 a 20 mm  Moderada atividade 

Entre 5 a 15 mm Pouca atividade 

Ausência do halo Inativo 

 

Os resultados da atividade antibacteriana para os extratos LP50, LP164, 

LP196 e frações BaP-11, BaP-18 e BaP-24 estão apresentados na Tabela 26. 

Observou-se que apenas as amostras LP164 e LP196 apresentaram pouca 
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atividade na concentração testada 5mg/mL no teste de difusão em ágar 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. 

 

De acordo com os resultados obtidos, a amostra LP164 apresentou MIC de 

62, 5 µg/mL frente a bactéria K. pneumoniae (Tabela 29). No entanto a amostra 

LP196 não apresentou atividade nesse teste, demostrando uma pequena 

atividade no teste de difusão em ágar (teste anterior), porém em concentrações 

menores a amostra perde sua ação. 

Estes resultados sugerem que os lipopeptídeos surfactina, iturina e 

fengicina, quando sozinhos são inativos ou que a antibiose do extrato foi causada 

por outras substâncias que se perderam no procedimento. No caso da primeira 

hipótese, teríamos que a presença das misturas das três famílias destes 

lipopeptídeos na amostra do extrato LP164 favoreceu na atividade antibacteriana 

contra K. pneumoniae, ocorrendo um possível efeito sinergético entre estas 

moléculas.  

Este efeito também foi observado em outros trabalhos onde observaram 

que a surfactina sozinha não inibe o crescimento de agentes fitopatogênicos, 

mas possivelmente aumenta significativamente a atividade antifúngica do 

lipopeptídeo iturina A através de uma relação sinergética (MAGET-DANA et al., 

1992; COUTTE et al., 2010), provavelmente devido à atividade citolítica da 

                                      Extratos/Frações LPs 

 LP50 LP164 LP196 BaP-11 BaP-18 BaP-24 Controle 

E. coli (Butantã) - - - - - - 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 
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surfactina, ligada à 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 difusão em ágar para as amostras 
lipopeptídicas LP50, LP164, LP196, BaP-11, BaP-18 e BaP-24. 

 

Tabela 29. Concentração Mínima Inibitória (CMI) das amostras LP164 e LP196 
testadas frente a K.pneumoniae, na concentração inicial de 1000 a 3,90 µg/mL. 

 

5.8.3 Teste de atividade antiplasmódica 

Os resultados dos testes in vitro com extratos e substâncias lipopeptídicas 

contra Plasmodium falciparum FCR3 são apresentados na Figura 67 e Tabela 

30. A Figura 67 apresenta o gráfico da curva ajustado para LP50, LP164, LP196, 

Iturina A2, Surfactina A2 e Fengicina AB1. Verifica-se nas curvas de parasitemia 

que a atividade antiplasmódica foi mais relevante para a maior concentração 

testada (50µg/mL-1), e que a intensidade de fluorescência de Fengicina AB1 foi 

inferior as demais amostras em todas as concentrações testadas.  

 

 

Tipo Amostras K. pneumoniae 

 
Extrato 

 

LP164 62,5 µg/mL 

LP196 0 

TIENAM 7.81 µg/mL 

LP50 

LP164 

LP196 

BaP-11 

BaP-24 

BaP-18 

C- 

C+ 
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Figura 67. Curvas de dose-resposta normalizadas das diferentes condições 
testadas no ensaio de atividade antiplasmodial in vitro baseado em fluorescência 
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 antiplasmódica quando 

comparado ao controle quinina, exibindo CI50 de 58,0 µg mL-1, 58,52 µg mL-1 e 

66,83 µg mL-1, respectivamente. Enquanto que LP50, LP164 e Surfactina A2 não 

apresentaram atividade significativas com valores de CI50 >100. Esses 

resultados sugerem que os lipopeptídeos de fengicina e iturina bloqueiam 

levemente o sitio ativo do Plasmodium à medida que se eleva a concentração 

acarretando no aumento da atividade. 

 

Tabela 30. Atividade antiplasmódica dos extratos e substâncias lipopeptídicas 
de acordo com p-valor. 

Extrato/Substância CI50
a µg. mL-1 

LP50 >100 

LP164 >100 

LP196 58,52 

Iturina A2 66,83 

Surfactina A2 >100 

Fengicina AB1 58,0 

Quininab 0,529 

aCI50%: Concentração inibitória 50%; bDroga controle: Quinina.  
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Até o presente momento poucos estudos de lipopeptídeos com atividade 

antiplasmódica tem sido relatado.  Estudos realizados por Torres-Mendonza e 

colaboradores (2018) apontaram que os lipopeptídeos das pumilacidina A e B 

isolado de Bacillus licheniformis BC98 inibiu o regulador PfSir2 do Plasmodium 

falciparum, e o crescimento do mesmo por disfunção mitocondrial e diminuição 

do Ca2+ citosólico. No entanto, pouco ainda se sabe da possível ação dos 

lipopeptídeos nos parasitas do Plasmodium falciparum. 
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
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Neste trabalho foram identificadas 17 

substâncias lipopeptídicas produzidas pela linhagem de 

bactéria endofítica B. amyloliquefaciens LP164, uma variedade poucas vezes 

observada de lipopeptídeos produzidos por uma única cepa. O acerto das 

condições de purificação dessas substâncias foi significativo, tanto para suas 

determinações inequívocas quanto para os ensaios biológicos realizados.   

 

A otimização da produção dos lipopeptídeos das 

linhagens endofíticas valoriza ainda mais a variedade dessas substâncias, pois 

lhes permite obter em quantidades mais significativas, a partir de YM, um meio 

relativamente barato. O pH, agitação e aeração foram revelados como os fatores 

mais determinantes um rendimento do extrato de lipopeptídeos até 13 vezes 

maior que os descritos na literatura para B. amyloliquefaciens.   

 

Estudos sistemáticos sobre a economia da produção de lipopeptídeos são 

escassos na literatura, porém os resultados obtidos neste trabalho indicam ser 

esta uma abordagem relevante para uma maior produção de lipopeptídeos com 

menor custo, principalmente se considerarmos as inúmeras aplicações 

atribuídas a eles.  

 

Entre as atividades biológicas observadas neste trabalho, destacamos o 

extrato da linhagem B. amyloliquefaciens LP164 com MIC de 62,5 µg/mL contra 

a bactéria K. pneumoniae, um alvo de evidência importante para a saúde pública. 

 

Destacamos também as amostras de iturina e fengicina que apresentaram 

atividade antimalárica inédita, ainda que fraca, contra P. falcipurum porém 

significativas e também inéditas atividades anti-inflamatórias, no ensaio de 

inibição da produção de NO em células de macrófagos murinos J774A.1.   

 

A combinação dos resultados de purificação e otimização da produção 

possibilitarão estudos futuros de aplicação 

dos lipopeptídeos 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 analítica. 
 

 

Figura 69. Espectros de APCI-MS no modo positivo das frações do extrato 
LP164 por SPE em escala ampliada com MeOH/H2O 50% (E1). 
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Figura 70. Espectros de APCI-MS no modo positivo das frações do extrato 
LP164 por SPE em escala ampliada com MeOH/H2O 7:3 (E2). 
 

 

Figura 71. Espectros de APCI-MS no modo positivo das frações do extrato 
LP164 por SPE em escala ampliada com MeOH/H2O 75:25 (E3). 
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Figura 72. Espectros de APCI-MS no modo positivo das frações do extrato 
LP164 por SPE em escala ampliada com MeOH/H2O 8:2 (E4). 
 

 

Figura 73. Espectros de APCI-MS no modo positivo das frações do extrato 
LP164 por SPE em escala ampliada com MeOH/H2O 85:15 (E5). 
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Figura 74. Espectros de APCI-MS no modo positivo das frações do extrato 
LP164 por SPE em escala ampliada com MeOH/H2O 9:1 (E6). 
 

 

Figura 75. Espectros de APCI-MS no modo positivo das frações do extrato 
LP164 por SPE em escala ampliada com MeOH/H2O 95:05 (E7). 
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Figura 76. Espectros de APCI-MS no modo positivo das frações do extrato 
LP164 por SPE em escala ampliada com MeOH 100% (E8). 
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Figura 77. Espectro de fragmentação do íon ([M+H]+) em m/z 1008,6654, obtido 
por LC-ESI-MS/MS da amostra Surfactina A1 de B. amyloliquefaciens, e 
repectiva proposta de fragmentação para a isoforma Surfactina A (C13).  
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Figura 78. Espectro de fragmentação do íon ([M+H]+) em m/z 1022,6748, obtido 
por LC-ESI-MS/MS da amostra Surfactina A3 de B. amyloliquefaciens, e 
repectiva proposta de fragmentação para a isoforma Surfactina A (C14).  
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Figura 79. Espectro de fragmentação do íon ([M+H]+) em m/z 1036,6967, obtido 
por LC-ESI-MS/MS da amostra Surfactina A4 de B. amyloliquefaciens, e 
repectiva proposta de fragmentação para a isoforma Surfactina A (C15).  
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Figura 80. Espectro de fragmentação do íon ([M+H]+) em m/z 1050,7049, obtido 
por LC-ESI-MS/MS da amostra Surfactina A5 de B. amyloliquefaciens, e 
repectiva proposta de fragmentação para a isoforma Surfactina A (C16).  
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Figura 81. Ampliações do espectro de RMNde 1H da amostra Surfactina A1 em 
DMSO-d6 (500 MHz): a) região dos hidrogênios ligados a N; b) hidrogênios α-
metínicos e β-metilênicos; c) hidrogênios metilênicos e metílicos; d) região dos 
hidrogênios alifáticos (CH ou CH2, β e γ). 
 

Tabela 31. Dados de RMN de 1H e HMBC, da amostra Surfactina A1-Surfactina 
A (iso-C13 e anteiso-C).  
 

Aminoácido Posição 1H δ (mult., J em 

Hz)a 

1H δ (mult., J 

em Hz)b 

HMBCa 

Glu-1 α 4,166 (m, 1H) 4,21 (m) 27,7; 30,1; 170,8; 171,6 

 β 1,79 (m, 1H)/ 

 

1,92 (m, 1H) 

1,81 (m)/ 

 

1,94 (m) 

30,1; 53,1; 171,6; 174,4 

 

30,1; 53,1; 171,6; 174,4 

 γ 2,23 (m) 2,31 (m) 27.7; 53.1; 174.4 

 δ - - - 

 NH 7,81 (s, 1H) 7,81 (d, 6,6) - 

 CO - - - 

Leu-2 α 4,15 (m, 1H) 4,19 (m) 24,7; 39,4; 173,1 

 β 1,48 (m) 1,49 (m) 24,7; 39,4 

 γ 1,50 (m) 1,49 (m) 24,7; 39,4 

 δ1 0,84 (m) 0,85 (m) 39,4 

 δ2 0,84 (m) 0,85 (m) 39,4 

d) 
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 NH 8,00 (s, 1H) 7,99 (d, 5,7) - 

 CO - - - 

Leu-3 α 4,17 (m,1H) 4,19 (m) 39,8; 173,2 

 β 1,53 (m) 1,54 (m) 24,7; 52,3 

 γ 1,59 (m) 1,54 (m) 39,8 

 δ1 0,85 (m) 0,80 (m) 24,7 

 δ2 0,85 (m) 0,87 (m) 24,7 

 NH 8,12 (d, 6,45, 1H) 8,29 (d, 7,1) - 

 CO - -  

Val-4 α 4,03 (t, 7,5) 4,09 (t, 8,3) 18,6; 19,1; 30,5; 171,5 

 β 2,01 (m) 1,96 (m) 19,1; 59,0 

 γ1 0,78 (m) 0,75 (m) 59,0 

 γ2 0,85 (m) 0,85 (m) 18,6; 30,5; 59,0 

 NH 8,03 (s, 1H) 7,74 (d, 8,3) - 

 CO - - - 

Asp-5 α 4,53 (m, 1H) 4,54 (m) 36,1; 170,3; 172,3 

 β 2,71 (m)/ 

 

2,59 (m) 

2,71 (dd, 5,1, 

16,6)/ 

 

2,60 (dd, 

8,8,16,6) 

50,1; 172,3 

 

50,1 

  - - - 

 NH 8,13 (d, 6,45) 8,15 (d, 7.4) - 

 CO - - - 

Leu-6 α 4,34 (m) 4,51 (m) - 

 β 1,49 (m) 

1,40 (m) 

1,44 (m) 23,3 

24,0 

 γ 1,55 (m) 1,44 (m) 42,0 

 δ1 0,82 (m) 0,84 (m) 24,7; 42,0 

 δ2 0,83 (m) 0,84 (m) 42,0 

 NH 7,60 (s, 1H) 7,62 (d, 8,5) - 

 CO - - - 

Leu-7 α 4,08 (m) 4,30 (m) 39,5; 172,1 

 β 1,65 (m) 1,53 (m) 24,5; 51,2 
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 γ 1,54 (m) 1,37 (m) 39,5 

 δ1 0,85 (m) 0,81 (m) 24,5 

 δ2 0,85 (m) 0,81 (m) 24,5 

 NH 8,41 (d, 7,28) 8,59 (d, 6.6)  172,1 

 CO - - - 

Ácido graxo 1 - - - 

 2 2,35 (m)/ 

2,46 (m) 

2,50 (m)/ 

2,34(m) 

34,0;  170,8/ 

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 

 6-9c 1,22 (s) 1,21 (m) 29,2- 29,3 

 10 c 1,18 (m) 1,21 (m) 29,3 

 11c 1,10 (m) 1,21 (m) 22,9 

 12c 0,84 (m) 0,83 (m) 22,9; 27,6 

 13c 0,84 (m) 0,83 (m) 22,9; 27,6 

 6-8d 1,22 (s) 1,21 (m) 29,0 

 9d 1,22 (1H, m) 1,21 (m) 29,1 

 10d 1,10 (m) 1,13 (m) 29,3 

 11d 1,09 (m) 1,11 (m) 11,6; 19,5; 34,3; 36,5  

 12d 0,81 (m) 0,84 (m) 29,3 

 13d 0,82 (m) 0,85(m) 34,3; 36,5 

a O experimento foi realizado a 500 MHz para 1H e 125 MHz 13C com DMSO-d6, utilizando o TMS 
como padrão interno. bDados da surfactina A (iso e anteiso C13) (TANG et al. 2007; 1H; 400 MHz, 
13C 100 MHz, DMSO-d6). cDados da surfactina A (iso -C13). dDados da surfactina A (anteiso -C13)  
(δ) Deslocamento químico em ppm. (-) não identificado. 
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Figura 82. Ampliações do espectro de RMN de 1H da amostra Surfactina A3 em 
DMSO-d6 (500 MHz): a) região dos hidrogênios ligados a N; b) hidrogênios α-
metínicos e β-metilênicos; c) hidrogênios metilênicos e metílicos; d) região dos 
hidrogênios alifáticos (CH ou CH2, β e γ). 
 

Tabela 32. Dados de RMN de 1H e HMBC, da amostra Surfactina A3-Surfactina 
A (iso-C14). 
 

Aminoá

cido 

Posição 1H δ (mult., J em 

Hz)a 

1H δ (mult., J em 

Hz)b 

HMBCa 

Glu-1 α 4,16 (m, 1H) 4,21 (m) 27,7; 30,1; 171,7 

 β 1,80 (m, 1H)/ 

 

1,92 (m, 1H) 

1,81 (m)/ 

 

1,94 (m) 

30,1; 53,0; 171,7; 174,4 

 

30,1; 53,0; 171,7; 174,4 

 γ 2,24 (m) 2,31 (m) 27.7; 53.0; 174.4 

 δ - - - 

 NH 7,81 (s, 1H) 7,81 (d, 6,6) - 

 CO - - - 

Leu-2 α 4,15 (m, 1H) 4,19 (m) 39,3; 171,7 

 β 1,48 (m) 1,49 (m) 24,7; 39,3 

 γ 1,50 (m) 1,49 (m) 24,7; 39,3 

 δ1 0,84 (m) 0,85 (m) 39,3 

 δ2 0,84 (m) 0,85 (m) 39,3 

 NH 7,96 (s, 1H) 7,99 (d, 5,7) - 

d) 
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 CO - - - 

Leu-3 α 4,17 (m,1H) 4,19 (m) 24,7; 39,8; 173,3 

 β 1,53 (m) 1,54 (m) 24,7; 52,3 

 γ 1,59 (m) 1,54 (m) 39,8 

 δ1 0,85 (m) 0,80 (m) 24,7 

 δ2 0,85 (m) 0,87 (m) 24,7 

 NH 8,11 (m, 1H) 8,29 (d, 7,1) - 

 CO - -  

Val-4 α 4,01 (t, 7,5) 4,09 (t, 8,3) 18,4; 19,4; 30,6; 171,5 

 β 2,01 (m) 1,96 (m) 18,4; 19,4; 59,0 

 γ1 0,79 (m) 0,75 (m) 19,5; 30,6; 59,0 

 γ2 0,85 (m) 0,85 (m) 18,4; 30,6; 59,0 

 NH 8,04 (s, 1H) 7,74 (d, 8,3) - 

 CO - - - 

Asp-5 α 4,53 (m, 1H) 4,54 (m) 36,1; 170,5; 172,3 

 β 2,73 (m)/ 

 

2,59 (m) 

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

 

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

50,1; 172,3 

 

50,1 

 γ - - - 

 NH 8,12 (d, 6,45) 8,15 (d, 7.4) - 

 CO - - - 

Leu-6 α 4,35 (m) 4,51 (m) 172,1 

 β 1,49 (m) 

1,40 (m) 

1,44 (m) 23,0; 38,5 

23,3 

 γ 1,55 (m) 1,44 (m) 42,0 

 δ1 0,80 (m) 0,84 (m) 24,7; 42,0 

 δ2 0,83 (m) 0,84 (m) 42,0 

 NH 7,58 (s, 1H) 7,62 (d, 8,5) - 

 CO - - - 

Leu-7 α 4,04 (m) 4,30 (m) 39,5; 171,2 

 β 1,65 (m) 1,53 (m) 24,3; 51,2 

 γ 1,54 (m) 1,37 (m) 39,5 

 δ1 0,85 (m) 0,81 (m) 24,3 

 δ2 0,85 (m) 0,81 (m) 24,3 
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 NH 8,42 (d, 7,3) 8,59 (d, 6.6) 51,2;  172,2 

 CO - - - 

Ácido 
graxo 

1 - - - 

 2 2,33 (m)/ 

2,47 (m) 

2,50 (m)/ 2,34(m) 34,0;  170,4/ 

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 

 13 e 14  0,84 (m) 0,83 (m) 22,9; 27,8; 38,9 

a O experimento foi realizado a 500 MHz para 1H e 125 MHz 13C com DMSO-d6, utilizando o TMS 
como padrão interno. bDados da surfactina A (iso-C14). (TANG et al. 2007; 1H; 400 MHz, 13C 100 
MHz, DMSO-d6). (δ) Deslocamento químico em ppm. (-) não identificado. 
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Figura 83. Ampliações do espectro de RMN de 1H da amostra Surfactina A4 em 
DMSO-d6 (500 MHz): a) região dos hidrogênios ligados a N; b) hidrogênios α-
metínicos e β-metilênicos; c) hidrogênios metilênicos e metílicos; d) região dos 
hidrogênios alifáticos (CH ou CH2, β e γ). 

 

 

Tabela 33. Dados de RMN de 1H e HMBC, da amostra Surfactina A4-Surfactina 
A (iso-C15 e anteiso-C15). 
 

Aminoácido Posição 1H δ (mult., J em 

Hz)a 

1H δ (mult., J 

em Hz)b 

HMBCa 

Glu-1 α 4,166 (m, 1H) 4,21 (m) 27,7; 30,1; 171,5 

 β 1,78 (m, 1H)/ 

 

1,90 (m, 1H) 

1,81 (m)/ 

 

1,94 (m) 

30,1; 53,0; 171,5; 174,4 

 

30,1; 53,0; 171,5; 174,4 

 γ 2,24 (m) 2,31 (m) 27.7; 53.0; 174.4 

 δ - - - 

 NH 7,86 (s, 1H) 7,81 (d, 6,6) 170,4 

 CO - - - 

Leu-2 α 4,15 (m, 1H) 4,19 (m) 24,7; 171,6 

 β 1,48 (m) 1,49 (m) 23,0; 24,7; 39,4 

 γ 1,50 (m) 1,49 (m) 22,6; 39,4 

 δ1 0,85 (m) 0,85 (m) 39,4 

 δ2 0,85 (m) 0,85 (m) 39,4 

 NH 8,00 (s, 1H) 7,99 (d, 5,7) 171,5 

d) 
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 CO - - - 

Leu-3 α 4,17 (m,1H) 4,19 (m) 39,8; 173,2 

 β 1,53 (m) 1,54 (m) 24,7; 52,3 

 γ 1,59 (m) 1,54 (m) 39,8 

 δ1 0,87 (m) 0,80 (m) 24,7 

 δ2 0,88 (m) 0,87 (m) 24,7 

 NH 8,12 (d, 6,45, 1H) 8,29 (d, 7,1) 173,2 

 CO - -  

Val-4 α 4,03 (t, 7,5) 4,09 (t, 8,3) 18,4; 19,4; 30,5; 171,3 

 β 2,01 (m) 1,96 (m) 19,4; 59,0; 171,3 

 γ1 0,78 (m) 0,75 (m) 19,4; 30,6; 59,0 

 γ2 0,85 (m) 0,85 (m) 18,4; 30,6; 59,0 

 NH 8,03 (s, 1H) 7,74 (d, 8,3) - 

 CO - - - 

Asp-5 α 4,53 (m, 1H) 4,54 (m) 36,1; 170,4; 172,0 

 β 2,73 (dd, 4,6; 

12,5)/ 

 

2,59 (dd, 9,0; 

16,9) 

2,71 (dd, 5,1, 

16,6)/ 

 

2,60 (dd, 

8,8,16,6) 

50,1; 170,4; 172,0 

 

50,1; 170,4; 172,0 

  - - - 

 NH 8,13 (d, 6,45) 8,15 (d, 7.4) - 

 CO - - - 

Leu-6 α 4,34 (m) 4,51 (m) 42.0; 172,1 

 β 1,49 (m) 

1,40 (m) 

1,44 (m) 23,0; 24,7 

23,8 

 γ 1,54 (m) 1,44 (m) 42,0 

 δ1 0,82 (m) 0,84 (m) 24,7; 42,0 

 δ2 0,83 (m) 0,84 (m) 42,0 

 NH 7,60 (s, 1H) 7,62 (d, 8,5) 170,3 

 CO - - - 

Leu-7 α 4,05 (m) 4,30 (m)  172,2 

 β 1,65 (m) 1,53 (m) 24,5; 51,2 

 γ 1,54 (m) 1,37 (m) 24,5 
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 δ1 0,85 (m) 0,81 (m) 24,5 

 δ2 0,85 (m) 0,81 (m) 24,5 

 NH 8,43 (d, 7,28) 8,58 (d, 6.3) 51,2; 172,2 

 CO - - - 

Ácido graxo 1 - - - 

 2 2,34 (m)/ 

2,45 (m) 

2,50 (m)/ 

2,34(m) 

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

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 

 6-8c 1,22 (s) 1,21 (m) 29,0- 29,2 

 9 c 1,22 (m) 1,21 (m) 29,0- 29,2 

 10c 1,22 (m) 1,21 (m) 29,0- 29,2 

 11c 1,23 (m) 1,27 (m) 29,2 

 12c 1,10 (m) 1,13 (m) 19,5; 36.0 

 13c 1,09 (m) 1,11 (m) 11,5; 19,5; 34,4 

 14c 0,83 (m) 0,83 (m)  27.8 

 15c 0,84 (m) 0,83 (m) 34,4 

 6-10 d 1,21 (s) 1,21 (m) 29,2- 29,6 

 11d 1,22 (s) 1,21 (m) 29,6 

 12d 1,23 (s) 1,28 (m) 38,9 

 13d 1,13 (m) 1,21 (m) 22,9 

 14d e 15d 0,84 (m) 0,84 (m) 22,9; 27,8; 38,9 

a O experimento foi realizado a 500 MHz para 1H e 125 MHz 13C com DMSO-d6, utilizando o TMS 
como padrão interno. bDados da surfactina A (iso e anteiso C15) (TANG et al. 2007; 1H; 400 MHz, 
13C 100 MHz, DMSO-d6). cDados da surfactina A (anteiso -C15). dDados da surfactina A (iso -C15)  
(δ) Deslocamento químico em ppm. (-) não identificado. 
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Figura 84. Espectro de fragmentação do íon ([M+H]+) em m/z 1057,5661, obtido 
por LC-ESI-MS/MS da amostra Iturina A2 de B. amyloliquefaciens, e repectiva 
proposta de fragmentação para a isoforma iturina A (C15). 
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Figura 85. Espectro de fragmentação do íon ([M+H]+) em m/z 1071,5808, obtido 
por LC-ESI-MS/MS da amostra Iturina A3 de B. amyloliquefaciens, e repectiva 
proposta de fragmentação para a isoforma iturina A (C16).  
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Figura 86. Espectro de fragmentação do íon([M+H]+) em m/z 1071,5859, obtido 
por LC-ESI-MS/MS da amostra Iturina A4 de B. amyloliquefaciens, e repectiva 
proposta de fragmentação para a isoforma iturina A (C16).  
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Figura 87. Espectro de fragmentação do íon ([M+H]+) em m/z 1085,5997, obtido 
por LC-ESI-MS/MS da amostra Iturina A5 de B. amyloliquefaciens, e repectiva 
proposta de fragmentação para a isoforma iturina A (C17).  
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Figura 88. Ampliações do espectro de RMN de 1H da amostra Iturina A2 em 
DMSO-d6 (500 MHz): a) região dos hidrogênios ligados a N e aromáticos; b) 
hidrogênios α-metínicos e β-metilênicos; c) hidrogênios metilênicos e metílicos; 
d) região dos hidrogênios alifáticos (CH ou CH2, β e γ). 

 

Tabela 34. Dados de RMNN de1H e HMBC, da amostra Iturina A2. 

Amino

ácido 

Posição 1H δ (mult., J em Hz)a 1H δ (mult., J em 

Hz)b 

HMBC (1H-13C)a 

Asn1 H-α 4,43 (2H, m) 4,42 (2H, m) 173,8 

 H-β 2,29 (1H, dd, 15,8 e 8,4)/ 

 

2,29 (1H, dd, 15,8, 

8,4)/ 

51,2; 171,2 

  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 

 NH2 7,32 (1H, s)/ 7,31 (1H, s) 61,8; 171,2 

  6,91 (1 H, s) 6,89 (1H, s) 36,7;171,2 

Tyr2 H-α 4,03 (1H, m) 4,02 (1H,m) 35,4; 42,2; 61,2; 

128,5; 171,7 

d) 
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 H-β 2,96 (1H, dd, 14,4 e 3,9)/ 

 

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

3,7)/ 

56,8; 128,4; 

130,2; 171,7 

  2,73 (1H, m) 2,73 (1H, m) 56,8; 130,2; 

128,4;172,2 

 C-γ - - - 

 H-δ e H-θ 7,02 (2H, d, 8,4) 7,01 (2H, d, 8,4) 174,5 

 H-ε e H- η 6,66 (2H, d, 8,4) 6,65 (2H, d, 8,4) 128,4; 115,5; 

156,1 

 CO - - - 

 NH 8,71 (2H, t) 8,68 (2H, d) 35,4; 56,8; 

173,8 

 OH-ζ 9,17 (1H, s) -  

Asn3 H-α 4,44 (1H, m) 4,43 (1H, m) 36,5; 171,5 

 H-β 2,59 (1H, dd, 15,4 e 9,4)/ 2,58 (1 H, dd, 15,4 e 

9,5)/ 

171,5 

  2,50 (1H, m) 2,47 (1H, dd) 50,16; 171,5 

 CO    

 CO    

 NH 8,05 (1H, d, 7,6) 8,04 (1H, d, 7,2) 36,5; 51,16; 

171,7 

 NH2 7,20 (1H, s) 7,19 (1H, s) 171,5 

  6,87 (1H, s) 6,85 (1H, s) 171,5 

Gln4 H-α 4,51 (1H, m) 4,51 (1H, m) 27,0 

 H-β 2,02 (1H, m) 2,03 (1H, m)  

  1,74 (1H, m) 1,75 (1H, m) 50,1 

 H-γ 2,09 (2H, m) 2,09 (2H, m) 1,74; 4,51; 6,97 

 CO    

 CO    

 NH 6,97 (1H, d, 7,8) 6,91 (1H, d) 27,0; 50,1; 

171,4 

 NH2 7,12 (1H, s) 7,10 (1H, s) 174,5 

  6,85 (2H, s) 6,82 (2H, s) 31,0; 174,5 

Prol5 H-α 4,17 (2H, m) 4,16 (2H, m) 25,0; 29,2; 47,6; 

173,2 

 H-β 2,13 (1H,m)/ 2,12 (1H, m) 61,2 
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  1,76 (1H, m) 1,74 (1H, m) 61,2; 173,2 

 H-γ 1,98 (1H,m)/ 1,98 (1H, m) 47,6; 61,2 

  1,88 (1H, m) 1,88 (1H, m) 47,6; 61,2 

 H-δ 3,76 (2H, m) 3,75 (2H, m) 25,0; 29,5 

 CO    

Asn6 H-α 4,43 (2H, m) 4,42 (2H, m)  

 H-β 2,71 (1H, m)/ 2,71 (1H, dd) 172,3 

  2,45 (1H, m) 2,45 (1H, dd) 51,2; 172,3 

 CO    

 CO    

 NH 8,70 (2H,t) 8,68 (2H,d) 35,6; 51,2; 
173,2 

 NH2 7,36 (1H, s)/ 7,35 (1H,s) 172,3 

  6,85 (2H,s) 6,82 (2H,s) 35,6; 172,3 

Ser7 H-α 4,17 (2H, m) 4,16 (2H, m) 61,8; 170,7 

 H-β 3,66 (2H, t) 3,66 (2H,d) 56,6; 170,7 

 CO    

 NH 7,32 (2H, m) 7,32 (1H, d) 56,6; 171,7 

 OH- β 4,86 (1H, s) 4,83 (1H, br) 56,6; 61,8 

Ácido 

graxo 

1-CO - - - 

 2 2,34 (2H, m) 2,33 (2H, m) 171,6 

 3 3,99 (1H,m) 3,97 (1H, m)  

 4 1,41 (2H, m) 1,40 (2H, m) 29,0 

 5 1,25 (1H, m)/ 1,28 (1H, m) 29,0 

  1,13 (1H, m) 1,16 (1H, m) 29,0 

 6-10c 1,23 (br, s) 1,32-1,02 29,2-29,6 

 11c 1,28 (1H, m) 1,29 (1H, m) 29,6; 34,2 

 12c 1,29 (1H, m) 1,29 (1H, m) 11,6; 19,5 

 13c 1,09 (1H, m) - 11,6; 19,5; 34,2; 

36,4 

 14c 0,81 (3H, 7,2 t) 0,82 (3H, t, 7,3) 34,2; 36,5 

 15c 0,82 (3H, d, 6,8) 0,81 (3H, d, 7,3) 29,3 

 6-10 d 1,23 (s) 1,25-1,10 29,2-29,6 
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 11d 1,24 (s) 1,25 38,9 

12d 1,14 (m) 1,10 22,9; 27,8 

13 d 1,49 (1H, m) 1,49 (1H, m) 22,9; 38,9 

14, 15d 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 

a O experimento foi realizado a 500 MHz para 1H e 125 MHz 13C com DMSO-d6, utilizando o TMS 
como padrão interno. bDados da literatura de acordo com HIRADATE et al., 2002 (H; 600 MHz, 
DMSO-d6).  cDados para isoforma anteiso-C15. dDados para isoforma iso-C15. (δ) Deslocamento 
químico em ppm, (-) não identificado. 
 

 

b) 

c) 

a) 
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Figura 89. Ampliações do espectro de RMNde 1H da amostra Iturina A3 em 
DMSO-d6 (500 MHz): a) região dos hidrogênios ligados a N e aromáticos; b) 
hidrogênios α-metínicos e β-metilênicos; c) hidrogênios metilênicos e metílicos; 
d) região dos hidrogênios alifáticos (CH ou CH2, β e γ). 

 

Tabela 35. Dados de RMNN de 1H e HMBC, da amostra Iturina A3. 

Amino

ácido 

Posição 1H δ (mult., J em Hz)a 1H δ (mult., J em 

Hz)b 

HMBC (1H-13C)a 

Asn1 H-α 4,43 (2H, m) 4,42 (2H, m) 173,8 

 H-β 2,29 (1H, dd, 15,6 e 8,2/ 

 

2,29 (1H, dd, 15,8, 

8,4) 

51,2; 171,2 

  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 

 NH2 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-α 4,03 (1H, m) 4,02 (1H,m) 35,4; 42,2; 61,2; 

128,5; 171,7 

d) 
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 H-β 2,96 (1H, dd, 14,4 e 3,8) 

 

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

3,7) 

 

56,8; 128,4; 

130,2; 171,7 

  2,73 (1H, m) 2,73 (1H, m) 56,8; 130,2; 

128,4; 172,2 

 C-γ - - - 

 H-δ e H-

θ 

7,02 (2H, d, 8,4) 7,01 (2H, d, 8,4) 35,4; 115,5; 

130,2; 156,2 

 H-ε e H- 

η 

6,66 (2H, d, 8,4) 6,65 (2H, d, 8,4) 128,4; 115,5; 

156,2 

 CO - - - 

 NH 8,71 (2H, t) 8,68 (2H, d) 35,5; 56,8; 

173,8 

 OH-ζ 9,17 (1H, s) - - 

Asn3 H-α 4,44 (1H, m) 4,43 (1H, m) 36,4; 171,6 

 H-β 2,59 (1H, dd, 15,4 e 9,5) 2,58 (1 H, dd, 15,4 e 

9,5) 

51,2; 171,5 

  2,48 (1H, m) 2,47 (1H, dd) 36,4; 171,5 

 CO - - - 

 CO - - - 

 NH 8,05 (1H, d, 7,6) 8,04 (1H, d, 7,2) 36,4; 51,16; 

171,7 

 NH2 7,21 (1H, s)/ 7,19 (1H, s)/ 171,5 

  6,87 (1H, s) 6,85 (1H, s) 171,5 

Gln4 H-α 4,52 (1H, m) 4,51 (1H, m) 27,0 

 H-β 2,04 (1H, m)/ 2,03 (1H, m)/ 31,8; 174,5; 

  1,74 (1H, m) 1,75 (1H, m) 50,1 

 H-γ 2,09 (2H, m) 2,09 (2H, m) 27,0; 50,1; 

174,5 

 CO - - - 

 CO - - - 

 NH 6,97 (1H, d, 7,8) 6,91 (1H, d) 27,0; 50,1; 

171,4 

 NH2 7,12 (1H, s) 7,10 (1H, s) 174,5 

  6,85 (2H, s) 6,82 (2H, s) 31,0; 174,5 
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Prol5 H-α 4,17 (2H, m) 4,16 (2H, m) 25,0; 29,2; 47,6; 

173,2 

 H-β 2,14 (1H,m)/ 2,12 (1H, m) 61,2 

  1,78 (1H, m) 1,74 (1H, m) 61,2; 173,2 

 H-γ 1,98 (1H,m)/ 1,98 (1H, m) 47,6; 61,2 

  1,88 (1H, m) 1,88 (1H, m) 47,6; 61,2 

 H-δ 3,76 (2H, m) 3,75 (2H, m) 25,0; 29,2 

 CO - - - 

Asn6 H-α 4,43 (2H, m) 4,42 (2H, m) - 

 H-β 2,70 (1H, m)/ 2,71 (1H, dd) 172,1 

  2,45 (1H, m) 2,45 (1H, dd) 50,2; 172,1 

 CO - - - 

 CO - - - 

 NH 8,71 (2H,t) 8,68 (2H,d) 35,5; 51,2; 
173,2 

 NH2 7,36 (1H, s)/ 7,35 (1H,s) 172,3 

  6,85 (2H,s) 6,82 (2H,s) 35,6; 172,3 

Ser7 H-α 4,17 (2H, m) 4,16 (2H, m) 61,8; 170,7 

 H-β 3,66 (2H, t) 3,66 (2H,d) 56,6; 170,7 

 CO - - - 

 NH 7,32 (2H, m) 7,32 (1H, d) 56,8; 171,2 

 OH- β 4,86 (1H, s) 4,83 (1H, br) 56,6; 61,8 

Ácido 

graxo 

1-CO - - - 

 2 2,34 (2H, m) 2,33 (2H, m) 171,6 

 3 3,99 (1H,m) 3,97 (1H, m) - 

 4 1,41 (2H, m) 1,40 (2H, m) 25,7 

 5 1,25 (1H, m)/ 1,28 (1H, m) 27,3; 29,0 

  1,11 (1H, m) 1,16 (1H, m) 27,3 

 

 

6-10c 1,13 (1H, m)/1,24 (s) 1,24 (s) 25,8; 29,0 

11c 1,24 (s) 1,25-1,10 29,2-29,6 

12c 1,24 (s) 1,25-1,10 29,2-29,6 

13c 1,24 (s) 1,25 38,9 

14c 1,14 (m) 1,10 22,9; 27,8 
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15c 1,49 (1H, m) 1,49 (1H, m) 22,9; 38,9 

 16c 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 

     

a O experimento foi realizado a 500 MHz para 1H e 125 MHz 13C com DMSO-d6, utilizando o TMS 
como padrão interno. bDados da literatura de acordo com HIRADATE et al., 2002 (H; 600 MHz, 
DMSO-d6). (δ) Deslocamento químico em ppm, (-) não identificado. 
 

 

b) 

c) 

a) 
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Figura 90. Ampliações do espectro de RMNde 1H da amostra Iturina A4 em 
DMSO-d6 (500 MHz): a) região dos hidrogênios ligados a N e aromáticos; b) 
hidrogênios α-metínicos e β-metilênicos; c) hidrogênios metilênicos e metílicos; 
d) região dos hidrogênios alifáticos (CH ou CH2, β e γ). 

 

Tabela 36. Dados de RMNN de 1H e HMBC, da amostra Iturina 4. 

Amino

ácido 

Posição 1H δ (mult., J em Hz)a 1H δ (mult., J em 

Hz)b 

HMBC (1H-13C)a 

Asn1 H-α 4,43 (2H, m) 4,42 (2H, m) 173,8 

 H-β 2,28 (1H, dd, 15,6 e 8,2/ 

 

2,29 (1H, dd, 15,8, 

8,4) 

51,2; 171,2 

  2,16 (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 

 NH2 7,33 (1H, s)/ 7,31 (1H, s) 61,8; 171,2 

  6,91 (1 H, s) 6,89 (1H, s) 36,7; 171,2 

Tyr2 H-α 4,03 (1H, m) 4,02 (1H,m) 35,4; 42,2; 61,2; 

128,5; 171,7 

 H-β 2,95 (1H, dd, 14,4 e 3,8)/ 

 

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

3,7)/ 

56,8; 128,4; 

130,2; 171,7 

  2,72 (1H, m) 2,73 (1H, m) 56,8; 130,2; 

128,4; 172,2 

d) 
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 C-γ - - - 

 H-δ e H-θ 7,02 (2H, d, 8,4) 7,01 (2H, d, 8,4) 35,4; 115,5; 

130,2; 156,2 

 H-ε e H- η 6,66 (2H, d, 8,4) 6,65 (2H, d, 8,4) 128,4; 115,5; 

156,2 

 CO - - - 

 NH 8,71 (2H, t) 8,68 (2H, d) 35,5; 56,8; 

173,8 

 OH-ζ 9,17 (1H, s) - - 

Asn3 H-α 4,44 (1H, m) 4,43 (1H, m) 36,4; 171,6 

 H-β 2,59 (1H, dd, 15,4 e 9,5) 2,58 (1 H, dd, 15,4 e 

9,5) 

51,2; 171,5 

  2,47 (1H, m) 2,47 (1H, dd) 36,4; 171,5 

 CO    

 CO    

 NH 8,05 (1H, d, 7,6) 8,04 (1H, d, 7,2) 36,4; 51,16; 

171,7 

 NH2 7,21 (1H, s) 7,19 (1H, s) 171,5 

  6,87 (1H, s) 6,85 (1H, s) 171,5 

Gln4 H-α 4,52 (1H, m) 4,51 (1H, m) 27,0 

 H-β 2,01 (1H, m) 2,03 (1H, m) 31,8; 174,5; 

  1,75 (1H, m) 1,75 (1H, m) 50,1 

 H-γ 2,09 (2H, m) 2,09 (2H, m) 27,0; 50,1; 

174,5 

 CO - - - 

 CO - - - 

 NH 6,96 (1H, d, 7,8) 6,91 (1H, d) 27,0; 50,1; 

171,4 

 NH2 7,12 (1H, s) 7,10 (1H, s) 174,5 

  6,85 (2H, s) 6,82 (2H, s) 31,0; 174,5 

Prol5 H-α 4,17 (2H, m) 4,16 (2H, m) 25,0; 29,2; 47,6; 

173,2 

 H-β 2,14 (1H,m)/ 2,13 (1H, m) 61,2 

  1,78 (1H, m) 1,74 (1H, m) 61,2; 173,2 

 H-γ 1,98 (1H,m)/ 1,98 (1H, m) 47,6; 61,2 
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  1,88 (1H, m) 1,88 (1H, m) 47,6; 61,2 

 H-δ 3,76 (2H, m) 3,75 (2H, m) 25,0; 29,2 

 CO - - - 

Asn6 H-α 4,43 (2H, m) 4,42 (2H, m) - 

 H-β 2,70 (1H, m)/ 2,71 (1H, dd) 172,1 

  2,46 (1H, m) 2,45 (1H, dd) 50,2; 172,1 

 CO - - - 

 CO - - - 

 NH 8,71 (2H,t) 8,68 (2H,d) 35,5; 51,2; 
173,2 

 NH2 7,37 (1H, s)/ 7,35 (1H,s) 172,3 

  6,85 (2H,s) 6,82 (2H,s) 35,6; 172,3 

Ser7 H-α 4,17 (2H, m) 4,16 (2H, m) 61,8; 170,7 

 H-β 3,67 (2H, t) 3,66 (2H,d) 56,6; 170,7 

 CO - - - 

 NH 7,32 (2H, m) 7,32 (1H, d) 56,8; 171,2 

 OH- β 4,86 (1H, s) 4,83 (1H, br) 56,6; 61,8 

Ácido 

graxo 

1-CO - - - 

 2 2,34 (2H, m) 2,33 (2H, m) 171,6 

 3 3,99 (1H,m) 3,97 (1H, m) - 

 4 1,41 (2H, m) 1,40 (2H, m) 25,7 

 5 1,25 (1H, m)/ 1,28 (1H, m) 27,3; 29,0 

  1,12 (1H, m) 1,16 (1H, m) 27,3 

 

 

6c 1,13 (1H, m)/1,24 (s) 1,24 (s) 25,8; 29,0 

7-11c 1,24 (s) 1,25-1,10 29,2-29,6 

12c 1,24 (s) 1,25 27,8 

13c 1,13 (m) 1,10 22,9 

14c 1,49 (1H, m) 1,49 (1H, m) 22,9 

15 c, 16c 0,84 (6H, d, 6,5) 0,83 (6H, d, 6,6) 27,8; 38,8 

 7-13d 1,24 (s) 1,25-1,10 29,2-29,6 

 14d 1,24 ( m) 1,25 22,5 

 15d 1,26 (m) 1,25 14,2; 31,6 

 16 d 0,85 (3H, t) 0,84 (3H, t) 22,5; 31,6 
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 3-NH 7,14 (1H, d, 8,4) 7,12 (1H, d) 170,7 

a O experimento foi realizado a 500 MHz para 1H e 125 MHz 13C com DMSO-d6, utilizando o TMS 
como padrão interno. bDados da literatura de acordo com HIRADATE et al., 2002 (H; 600 MHz, 
DMSO-d6). cDados para isoforma iso-C16. dDados para isoforma normal-C16 (δ) Deslocamento 
químico em ppm, (-) não identificado. 
 
 
 

 

b) 

c) 

a) 
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Figura 91. Ampliações do espectro de RMNde 1H da amostra Iturina A5 em 
DMSO-d6 (500 MHz): a) região dos hidrogênios ligados a N e aromáticos; b) 
hidrogênios α-metínicos e β-metilênicos; c) hidrogênios metilênicos e metílicos; 
d) região dos hidrogênios alifáticos (CH ou CH2, β e γ). 
 

 

Tabela 37. Dados de RMN de1H e HMBC, da amostra Iturina A5. 

Amino

ácido 

Posição 1H δ (mult., J em Hz)a 1H δ (mult., J em 

Hz)b 

HMBC (1H-13C)a 

Asn1 H-α 4,43 (2H, m) 4,42 (2H, m) - 

 H-β 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) - 

 CO   - 

 CO   - 

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

 NH2 7,33 (1H, s)/ 7,31 (1H, s) - 

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

Tyr2 H-α 4,02 (1H, m) 4,02 (1H,m) - 

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

3,7) 

- 

  2,73 (1H, m) 2,73 (1H, m) - 

 C-γ   - 

 H-δ e H-θ 7,02 (2H, d, 8,4) 7,01 (2H, d, 8,4)  156,2 

 H-ε e H- η 6,65 (2H, d, 8,4) 6,65 (2H, d, 8,4) 128,4 

 CO - - - 

 NH 8,71 (2H, t) 8,68 (2H, d) - 

 OH-ζ 9,17 (1H, s) - - 

Asn3 H-α 4,44 (1H, m) 4,43 (1H, m) - 

 H-β 2,59 (1H, dd, 15,4 e 9,5) 2,58 (1 H, dd, 15,4 e 

9,5) 

- 

  2,47 (1H, m) 2,47 (1H, dd) - 

 CO   - 

 CO   - 

 NH 8,05 (1H, d, 7,6) 8,04 (1H, d, 7,2) - 

 NH2 7,21 (1H, s) 7,19 (1H, s) - 

  6,87 (1H, s) 6,85 (1H, s) - 

Gln4 H-α 4,53 (1H, m) 4,51 (1H, m) - 

 H-β 2,02 (1H, m) 2,03 (1H, m)  

  1,77 (1H, m) 1,75 (1H, m) - 

 H-γ 2,10 (2H, m) 2,09 (2H, m) - 

 CO   - 

 CO   - 

 NH 6,96 (1H, d, 7,8) 6,91 (1H, d) - 

 NH2 7,12 (1H, s) 7,10 (1H, s) - 

  6,85 (2H, s) 6,82 (2H, s) - 

Prol5 H-α 4,17 (2H, m) 4,16 (2H, m) - 

 H-β 2,14 (1H,m)/ 2,13 (1H, m) - 

  1,78 (1H, m) 1,74 (1H, m) - 

 H-γ 1,98 (1H,m)/ 1,98 (1H, m) - 

  1,88 (1H, m) 1,88 (1H, m) - 

 H-δ 3,75 (2H, m) 3,75 (2H, m) - 

 CO - - - 
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Asn6 H-α 4,43 (2H, m) 4,42 (2H, m) - 

 H-β 2,70 (1H, m)/ 2,71 (1H, dd) - 

  2,47 (1H, m) 2,45 (1H, dd) - 

 CO - - - 

 CO - - - 

 NH 8,71 (2H,t) 8,68 (2H,d) - 

 NH2 7,37 (1H, s)/ 7,35 (1H,s) - 

  6,85 (2H,s) 6,82 (2H,s) - 

Ser7 H-α 4,17 (2H, m) 4,16 (2H, m) - 

 H-β 3,67 (2H, t) 3,66 (2H,d) - 

 CO   - 

 NH 7,33 (2H, m) 7,32 (1H, d) - 

 OH- β 4,86 (1H, s) 4,83 (1H, br) - 

Ácido 

graxo 

1-CO    

 2 2,36 (2H, m) 2,33 (2H, m) 40,1 

 3 4,00 (1H,m) 3,97 (1H, m) - 

 4 1,42 (2H, m) 1,40 (2H, m) - 

 5 1,25 (1H, m)/ 1,28 (1H, m) - 

  1,09 (1H, m) 1,16 (1H, m) - 

 

 

6 1,10 (1H, m)/1,23 (s) 1,24 (s) - 

7-11 1,24 (s) 1,25-1,10 29,2-29,5 

12 1,24 (s)  27,8 

13 1,24 (s) 1,25-1,10 29,6 

14 1,09 (s)  19,5 

15  1,08 (m) 1,10 19,5; 36,5 

 16 0,80 (m) 1,49 (1H, m) 34,2; 36,5 

 17 0,82 (6H, d, 6,5) 0,83 (6H, d, 6,6) 29,6 

 3-NH 7,12 (1H, d, 8,4) 7,12 (1H, d) 170,7 

a O experimento foi realizado a 500 MHz para 1H e 125 MHz 13C com DMSO-d6, utilizando o TMS 
como padrão interno, bDados da literatura de acordo com HIRADATE et al., 2002 (H; 600 MHz, 
DMSO-d6), (δ) Deslocamento químico em ppm, (-) não identificado. 


