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RESUMO 
 
 
WESSEL, Kamila Byanca Baldin. Produção, extração e purificação de compostos 
bioativos de Pseudomonas aeruginosa e aplicação de di-ramnolipídeos em 
modelos murinos de dor e inflamação. 2023. 148 f. Tese (Doutorado em 
Biotecnologia) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2023. 
 
 
Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria Gram-negativa versátil, um patógeno 
oportunista capaz de sintetizar e excretar uma gama de metabólitos, conferindo uma 
habilidade única de interação com o ambiente e hospedeiro. Entre estes metabólitos, 
estão os ramnolipídeos e as fenazinas, classes de moléculas de interesse para 
diferentes ramos industriais. Estes compostos são produzidos de forma regulada por 
um mecanismo de comunicação celular conhecido como quorum sensing (QS). Esse 
mecanismo de regulação atua por meio de duas classes de moléculas sinalizadoras, 
acil-homoserinolactonas e quinolonas, que exercem papéis fundamentais na 
coordenação da expressão gênica do patógeno. Entre as quinolonas a 4-hidroxi-2-
heptil-quinolona (HHQ) e a 2-heptil-3,4-hidroxi-quinolona (PQS) são as principais 
moléculas. Outra molécula, potencialmente sinalizadora, recentemente descoberta é 
o aeruginaldeído, entretanto pouco se sabe sobre as possíveis atividades deste 
composto. Essa miríade de sinalizadores e metabólitos apresenta papel central 
durante a infecção causada por P. aeruginosa, regulando tanto a expressão de fatores 
de virulência da bactéria como modulando a resposta do sistema imune do 
hospedeiro. Na área farmacológica, há uma busca por ativos efetivos e que não 
provoquem efeitos colaterais, tais como medicamentos anti-inflamatórios. A dor de 
origem inflamatória é um sintoma comum a diversas patologias, e atualmente o 
controle da dor ocorre principalmente da utilização de medicamentos anti-
inflamatórios não-esteroidais (AINEs), mas que, usualmente, apresentam efeitos 
colaterais. Considerando a necessidade de novas abordagens terapêuticas o objetivo 
do presente trabalho foi desenvolver processos de produção, extração e purificação 
de fenazinas, aeruginaldeído e PQS produzidos por fermentação submersa de P. 
aeruginosa PAO1; e investigar o potencial terapêutico de di-ramnolipídeos purificados 
em modelos murinos de dor e inflamação. A produção dos metabólitos por P. 
aeruginosa PAO1 ocorreu em meio de sais e glicerol, com e sem caseinato de sódio. 
A extração ácido-base foi realizada com clorofórmio em quatro pHs, e com acetato de 
etila em dois pHs. As purificações ocorreram por cromatografia em camada delgada 
preparativa e por extração em fase sólida. Os principais compostos obtidos com 
pureza compatível para testar suas possíveis propriedades foram PQS, 
aeruginaldeído, fenazina-1-carboxiamida, ácido fenazina-1-carboxílico e quinolina 2-
hidroximetil-4-quinolinol. Assim, o presente trabalho demonstrou grande relevância no 
isolamento de bioativos com possíveis propriedades biológicas de interesse para 
aplicação nas indústrias farmacêutica e cosmética. Ademais, di-ramnolipídeos 
purificados de P. aeruginosa PAO1 apresentaram efeitos analgésicos e anti-
inflamatórios em modelos murinos de dor e inflamação, uma vez que inibiram 
comportamentos de dor induzidos pela carragenina, formalina e ácido acético, assim 
como reverteram o infiltrado leucocitário no tecido e inibiram o recrutamento 
leucocitário e a produção de ânion superóxido no peritônio, ambos induzidos por 
carragenina. 
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ABSTRACT 
 
 
WESSEL, Kamila Byanca Baldin Wessel. Production, extraction and purification of 
bioactive compounds produced by Pseudomonas aeruginosa and application of 
di-rhamnolipids in models of pain and inflammation. 2023. 148 p. Thesis (Doctoral 
Degree in Biotechnology) - State University of Londrina, Londrina, 2023. 
 
 
Pseudomonas aeruginosa is an versatile Gram-negative bacterium, an opportunistic 
pathogen capable of synthesizing and excreting a range of metabolites, conferring a 
unique ability to interact with the environment and host. Among these metabolites are 
rhamnolipids and phenazines, classes of molecules of interest to different industrial 
branches. These compounds are produced in a regulated manner through a cellular 
communication mechanism known as quorum sensing (QS). This regulatory 
mechanism operates through two classes of signaling molecules, 
acylhomoserinolactones and quinolones, which play key roles in coordinating the 
pathogen's gene expression. Among the quinolones, 4-hydroxy-2-heptyl-quinolone 
(HHQ) and 2-heptyl-3,4-hydroxy-quinolone (PQS) are the main molecules. Another 
potentially signaling molecule recently discovered is aeruginaldehyde; however, little 
is known about the possible activities of this compound. This myriad of signals and 
metabolites play a central role during the infection caused by P. aeruginosa, regulating 
both the expression of bacteria's virulence factors and modulating the response of 
host's immune system. In the pharmacological area, there is a search for effective 
actives that do not cause side effects, such as anti-inflammatory drugs. Inflammatory 
pain is a common symptom to several pathologies and, currently, the pain control 
mainly occurs with the use of non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs), which 
usually have side effects. Considering the need for new therapeutic approaches, the 
objective of this work was to develop processes for the production, extraction and 
purification of phenazines, aeruginaldehyde and PQS produced by submerged 
fermentation of P. aeruginosa PAO1; and to investigate the therapeutic potential of 
purified di-rhamnolipids in murine models of pain and inflammation. The production of 
metabolites by P. aeruginosa PAO1 occurred in a medium of salts and glycerol, with 
and without sodium caseinate. Acid-base extraction was performed with chloroform at 
four pHs, and with ethyl acetate at two pHs. Purifications were performed by 
preparative thin layer chromatography and solid phase extraction. The main 
compounds obtained with compatible purity to test their possible properties were PQS, 
aeruginaldehyde, phenazine-1-carboxyamide, phenazine-1-carboxylic acid and 2-
hydroxymethyl-4-quinolinol quinoline. Thus, the present work demonstrated great 
relevance in the isolation of bioactives with possible biological properties of interest for 
application in the pharmaceutical and cosmetic industries. Furthermore, purified di-
rhamnolipids from P. aeruginosa PAO1 showed analgesic and anti-inflammatory 
effects in murine models of pain and inflammation, since they inhibited pain behaviors 
induced by carrageenan, formalin and acetic acid, as well as reverted the leukocyte 
infiltrate in the tissue and inhibited the recruitment leukocytes and the production of 
superoxide anion in the peritoneum, both induced by carrageenan. 
 
Key words: P. aeruginosa; phenazine; quinolones; di-rhamnolipid; analgesic. 
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Capítulo 1  
INTRODUÇÃO 

 

Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria Gram-negativa extremamente 

versátil e ubíqua (Hardalo e Edberg, 1997).   Sua notável adaptabilidade, competitividade e 

virulência decorrem da capacidade de sintetizar e excretar inúmeros metabólitos 

(Balasubramanian et al., 2013). Dentre estes metabólitos destacam-se pigmentos da classe 

das fenazinas (Guttenberger, Blankenfeldt e Breinbauer, 2017a) e os ramnolipídeos 

(Mulligan, 2009), que despertam interesse, devido aos seus amplos potenciais de aplicação 

em diversas áreas. 

Estes compostos são produzidos pela bactéria de forma regulada através 

de mecanismos químicos de comunicação vinculado à densidade populacional, conhecidos 

como quorum sensing. Esse sistema de linguagem bacteriana atua por meio de moléculas 

sinalizadoras (Balasubramanian et al., 2013), que exercem papéis fundamentais na 

coordenação da expressão gênica, através dos mecanismos de sinalização Las, Rhl e PQS, 

os quais são interconectados (Nadal Jimenez et al., 2012).  

Existem evidências de que a quinolona sinalizadora 2-heptil-3-hidroxil-4-

quinolona (PQS) possui propriedade antioxidante (Häussler e Becker, 2008) e exerce efeitos 

na modulação da resposta imune em mamíferos  (Skindersoe et al., 2009). A molécula 2-(2-

hidroxifenil)-tiazol-4-carbaldeído, também conhecida como aeruginaldeído, foi descoberta 

mais recentemente (Lee et al., 2013), entretanto pouco se sabe sobre as possíveis 

atividades deste composto. 

Neste sentido, há um grande interesse na busca por substâncias que 

tenham potenciais propriedades de aplicação nos campos farmacológico, cosmético e 

agrícola. Dentro deste contexto, é importante avaliar métodos de extração e purificação 

destes bioativos. Assim, o objetivo do presente trabalho foi desenvolver processos de 

produção, extração e purificação de fenazinas, aeruginaldeído e PQS produzidos por 

fermentação submersa de P. aeruginosa PAO1, com pureza compatível para testar suas 

possíveis propriedades; e investigar o potencial terapêutico do di-ramnolipídeo purificado em 

modelos murinos de dor e inflamação. 

 

1.1. OBJETIVO GERAL 
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 Desenvolver processos de produção, extração e purificação de fenazinas, 

aeruginaldeído e PQS produzidos por Pseudomonas aeruginosa PAO1 e avaliar os efeitos 

analgésicos e anti-inflamatórios do Di-ramnolipídeo (Di-RL) em modelos murinos de dor 

inflamatória.  

 

1.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

● Padronizar metodologias de produção conjunta de fenazinas, aeruginaldeído e 

PQS por cultivos submersos de P. aeruginosa PAO1 com e sem caseinato de 

sódio; 

● Padronizar metodologias de extração conjunta de fenazinas, aeruginaldeído e 

PQS; 

● Padronizar metodologias de purificação de fenazinas, aeruginaldeído e PQS; 

● Caracterizar e avaliar a pureza dos compostos purificados; 

● Avaliar o efeito analgésico da curva dose-resposta do Di-RL na hiperalgesia 

mecânica induzida pela carragenina; 

● Avaliar o efeito analgésico do Di-RL no comportamento nociceptivo de 

contorções abdominais induzidas pelo estímulo intraperitoneal com ácido 

acético; 

● Avaliar o efeito analgésico e anti-inflamatório do Di-RL no comportamento 

nociceptivo de sacudida da pata pelo estímulo intraplantar com formalina; 

● Avaliar o efeito do Di-RL sobre a histopatologia na dor inflamatória induzida pela 

carragenina; 

● Avaliar o efeito do Di-RL na migração leucocitária para a cavidade peritoneal na 

peritonite induzida por carragenina; 

● Avaliar o efeito do Di-RL sobre a produção de ânion superóxido em leucócitos 

recrutados após peritonite induzida por carragenina. 
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Capítulo 2  
REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

Neste capítulo, a revisão bibliográfica será dividida em duas partes. A 

primeira parte abordará compostos bioativos produzidos por Pseudomonas aeruginosa (item 

2.1), com ênfase nos composto fenazínicos, quinolonas sinalizadoras do mecanismo de 

quorum-sensing e ramnolipídeos. A segunda parte tratará de explanar sobre o processo 

inflamatório relacionado à dor (item 2.2). 

 

 

2.1. METABÓLITOS ATIVOS DE P. aeruginosa 

 

2.1.1. PSEUDOMONAS AERUGINOSA 

 

Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria Gram-negativa com elevada 

capacidade de sobrevivência, sendo encontrada nos mais variados ambientes: tanto no solo 

e ambientes aquáticos bem como colonizando plantas, animais e humanos. Em 

circunstâncias normais, esta bactéria não oferece risco para a população geral, apenas para 

pacientes imunocomprometidos, em especial portadores de fibrose cística, HIV e vítimas de 

queimaduras graves (Hardalo e Edberg, 1997).  

Sua marcante adaptabilidade e resistência a antibióticos e desinfetantes 

advém de seu extenso genoma, composto de 6,3 milhões de pares de base. Portando, o 

maior e mais complexo genoma bacteriano sequenciado,  P. aeruginosa PAO1 tem a 

capacidade de expressar diversas proteínas envolvidas em processos de regulação, 

transporte, metabolismo e virulência (Stover et al., 2000).  

A competitividade e virulência deste microrganismo resultam da síntese e 

secreção de múltiplos metabólitos, chamados de fatores de virulência, que incluem 

exotoxinas, elastases, proteases, ramnolipídeos, pigmentos e formação de biofilme 

(Balasubramanian et al., 2013; Jayaseelan, Ramaswamy e Dharmaraj, 2014; Smith e 

Iglewski, 2003). Estes fatores de virulência são produzidos pela bactéria de forma regulada 

através de mecanismo químico conhecido como quorum sensing (QS), esse sistema de 

comunicação bacteriana coordena a expressão gênica por meio de moléculas sinalizadoras 
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(Balasubramanian et al., 2013). 

O foco do presente trabalho são pigmentos da classe de fenazinas, di-

ramnolipídeos e quinolonas sinalizadoras. 

 

2.1.2. FENAZINAS 

 

As fenazinas são pigmentos redox-ativos, heterocíclicos, contendo 

nitrogênio bem como grupos hidroxil, carboxil, amino e metil adicionais em sua estrutura 

(Guttenberger, Blankenfeldt e Breinbauer, 2017b; Laursen e Nielsen, 2004; Nadal Jimenez 

et al., 2012). Os gêneros bacterianos produtores de fenazinas são limitados e sabe-se que 

Pseudomonas excreta vários homólogos dessas substâncias com diferentes colorações 

(azul-esverdeado, amarelo e vermelho) conferindo-lhes uma aparência característica na 

cultura (Chincholkar; Thomashow, 2013 ; Turner; Messenger, 1986). 

Os compostos fenazínicos produzidos por P. aeruginosa são fatores de 

virulência (Lau, Hassett e Britigan, 2005) que possuem múltiplas funções biológicas, sendo 

importantes para a competitividade microbiana (Mazzola et al., 1992) e virulência em 

hospedeiros humanos e animais (Mahajan-Miklos et al., 1999).  

Os principais compostos fenazínicos produzidos por Pseudomonas 

aeruginosa incluem piocianina (PYO), ácido fenazina-1-carboxílico (PCA), 1-hidroxifenazina 

(1-OH-PHZ), fenazina-1-carboxiamida (PCN), ácido 5-metil-fenazina-1-carboxílico (5-Me-

PCA) e aeruginosina A (AA) (Abu et al., 2013; Mavrodi et al., 2001; Saranya, Jayapriya e 

Tamilselvi, 2012). 

 

2.1.2.1. Biossíntese das principais fenazinas 

 

A principal estrutura fenazínica consiste na molécula de PCA, também 

chamado de núcleo fenazínico, a qual origina as outras fenazinas ao passarem por 

modificações catalisadas por enzimas específicas (Figura 2.1) (Guttenberger, Blankenfeldt 

e Breinbauer, 2017; Mavrodi et al., 2001). 
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Figura 2.1 – Via biossintética das principais fenazinas de P. aeruginosa 

 
Fonte: Adaptado de Mavrodi, 2001. 
PhzH: enzima modificadora de fenazina; PhzM: fenazina metiltransferase; PhzS: fenazina 
monooxigenase. 

 

Em 1962, Millican confirmou que as fenazinas têm como precursor 

biossintético a molécula de ácido corísmico, tendo como base seu estudo de incorporação 

deste ácido em PYO por Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027. 

O ácido corísmico é produzido pela via do ácido chiquímico, a partir de 

eritrose 4-fosfato e fosfoenolpiruvato (Guttenberger, Blankenfeldt e Breinbauer, 2017; 

Laursen e Nielsen, 2004). Como demonstrado por Mentel e colaboradores (2009), a 

conversão deste precursor no núcleo fenazínico, PCA, é realizada pela ação sequencial de 

diversas enzimas codificadas por duas cópias de um cluster de sete genes (phz1 e phz2), 

sendo eles phzA1B1C1D1E1F1G1 e phzA2B2C2D2E2F2G2 (Figura 2.2), que codificam as 

enzimas PhzA/B, 3-desóxi-D-arabinoheptulosonato-7-fosfato sintase (PhzC) , PhzD, PhzE, 

PhzF e PhzB. Após a biossíntese de PCA, os genes adicionais phzH, phzM e phzS codificam 

as enzimas PhzH (enzima modificadora de fenazina), PhzM (fenazina metiltransferase) e 

PhzS (fenazina monooxigenase) (Figura 2.2), respectivamente, que irão converter PCA em 

PCN, 5-Me-PCA, 1-OH-PHZ e PYO (Figura 2.1) (Mavrodi et al., 2001). 
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Figura 2.2 - Operons da biossíntese de fenazinas de P. aeruginosa      

 
Fonte: Adaptado de Mentel et al., 2009. 

 

 

2.1.2.2. Piocianina (PYO) 

 

A primeira fenazina descoberta e a mais estudada desde então é a PYO, de 

nome químico 5-N-metil-1-hidróxi-fenazina. Os primeiros relatos desta substância, em 

meados do século XIX, foram de médicos que observaram pus de cor azul nas feridas de 

pacientes com feridas mais severas (Blankenfeldt e Parsons, 2014). Em 1860, Fordos, foi o 

primeiro a descrever a extração com clorofórmio de PYO do “pus azul” encontrado nas 

feridas, denominando este pigmento de piocianina, provenientes das palavras gregas  πύο 

(pus)  κυανό (azul). 

PYO é um zwitterion que pode penetrar facilmente membrana biológicas 

(Lau et al., 2004). Além disso, é um composto redox-ativo, sendo capaz de aceitar e doar 

elétrons. Unindo essas duas características, PYO funciona como um carreador móvel de 

elétrons para a bactéria, aceitando elétrons do NADH gerados pela oxidação da fonte de 

carbono e transportando esses elétrons gerados pela respiração para aceptores localizados 

em outras regiões (Rada e Leto, 2013). Assim, PYO contribui para a virulência e persistência 

das infecções causadas por P. aeruginosa (Jayaseelan, Ramaswamy e Dharmaraj, 2014), 

ao contribuir para a sobrevivência da bactéria em condições de difícil acesso e pouco 

oxigênio disponível, como é o caso, por exemplo de biofilme formado (Figura 2.3). 
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Figura 2.3 – PYO na sobrevivência de P. aeruginosa em condições de baixo oxigênio 

 

Fonte: Adaptado de Rada; Leto, 2013. 
 

 

Outro modo de ação de PYO, é a produção de espécies reativas de oxigênio, 

que em excesso, podem ser prejudiciais para as células. PYO oxida diretamente NAD(P)H 

no citoplasma do hospedeiro e os elétrons adquiridos são doados para o oxigênio molecular 

levando a produção de ânion superóxido e consequente formação de EROS (Figura 2.4), 

que juntamente com depleção de glutationa (GSH) expõe as células do hospedeiro ao 

estresse oxidativo. 

 

Figura 2.4 - PYO no estresse oxidativo da célula do hospedeiro 

 

Fonte: Adaptado de Rada; Leto, 2013. 
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Dietrich e colaboradores (2006) sugerem que PYO também atua como 

molécula sinalizadora, pois ela ativa a transcrição do fator de transcrição SoxR, que controla 

a expressão da bomba de efluxo MexGHI-opmD. Essa bomba de efluxo exporta vários tipos 

de compostos, tais como xenobióticos, como o antibiótico norfloxacina e o corante 

heterocíclico acriflavina; um precursor ou derivado da molécula sinalizadora conhecida como 

Pseudomonas quinolone signal (PQS); e pigmentos vermelhos que podem ser derivados do 

ácido 5-metilfenazina-1-carboxílico (5-Me-PCA), bem como o próprio 5-Me-PCA. Sakhtah e 

colaboradores (2016), demonstraram que 5-Me-PCA, precursor de PYO e de AA, é o 

substrato natural deste transportador transmembrana.   

Devido a seu efeito pró-oxidante, PYO apresenta atividade antibiótica contra 

bactérias, fungos e protozoários (Abu et al., 2013; Jayaseelan; Ramaswamy; Dharmaraj, 

2014; Orlandi et al., 2015; Sudhakar; Karpagam; Premkumar, 2015).  

 

 

2.1.2.3. Ácido fenazina-1-carboxílico (PCA) 

 

A molécula de PCA é conhecida pelo seu amplo espectro de atividade 

antifúngica contra vários fitopatógenos de importância agrícola (Liu et al., 2008), como 

Fusarium e Gaeumannomyces (Huasong et al., 2020). Assim, existem evidências de que 

esse composto possui grande importância como pesticida biológico, em virtude de sua 

atividade fungicida, pouca toxicidade e biodegradabilidade (D’aes et al., 2011).  

Na China, PCA é utilizado na prevenção de pragas da pimenta e da queima 

da bainha do arroz, sendo registrado comercialmente como  "Shenqinmycin" (Song et al., 

2020). 

Adicionalmente, foi demonstrado por Du e colaboradores (2015), que PCA 

também funciona como molécula sinalizadora, regulando positivamente genes envolvidos 

no metabolismo, motilidade celular, secreção e mecanismos de defesa e regulam 

negativamente genes envolvidos na transcrição, tradução e divisão celular. Além disso, PCA 

altera a expressão do gene mexH da bomba de efluxo, através de um mecanismo mediado 

por SoxR, o que pode acarretar falhas na comunicação celular, suscetibilidade a antibióticos 

e promoção de virulência e crescimento em P. aeruginosa. 
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2.1.2.4. Fenazina-1-carboxiamida (PCN) 

 

A molécula de PCN apresenta conhecidas atividades antimicrobiana e 

antifúngica.  Segundo Cardozo e colaboradores, no ano de 2013,  essa fenazina foi efetiva 

contra Staphylococcus aureus, incluindo Staphylococcus aureus resistente à meticilina 

(MRSA), patógeno resistente a antibióticos responsável por diversas infecções.    

Shanmugaiah e colaboradores (2010), provaram que PCN tem efeito contra o fungo  

Rhizoctonia solani e a bactéria Xanthomonas oryzae pv. oryzae, importantes patógenos do 

arroz. 

Ademais, Kennedy e colaboradores (2015) mostraram que esta molécula 

fenazínica apresenta inibição seletiva contra células cancerosas de pulmão (A549) e mama 

(MDA MB-231), e não mostrou citotoxicidade para as células sanguíneas normais, sugerindo 

propriedades anticâncer para PCN. 

 

 

2.1.3. RAMNOLIPÍDEOS 

 

Os ramnolipídeos (RL) pertencem a classe dos glicolipídios, sendo 

constituídos por uma ou duas moléculas de ramnose polar, respectivamente mono e di-

ramnolipídeo (Figura 2.5), ligada a ácidos graxos β-hidroxilados e apolares (Liu et al., 2017; 

Varjani e Upasani, 2017). 
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Figura 2.5 – Estrutura dos mono- e di-ramnolipídeos 

 

 

 

A biossíntese de ramnolipídeos ocorre a partir de dTDP-L-ramnose e ácidos 

graxos β-hidroxi (Figura 2.6). A síntese de mono-ramnolipídeos é catalisada pela 

ramnosiltransferase I, enzima codificada pelo gene rhlAB, que combina dTDP-L-ramnose e 

β-hidroxidecanoil-β-hidroxidecanoato (HAA). Os di-ramnolipídeos são sintetizados a partir 

do mono-ramnolipídeos e dTDP-L-ramnose pela enzima ramnosiltransferase II, codificada 

por rhlC (Li et al., 2019). A porção hidrofílica (ramnose) é proveniente da glicose-6-fosfato, 

que é convertida pela AlgC em glicose-1-fosfato, que posteriormente é convertida em dTDP-

L-ramnose por uma sequência de reações catalisadas pelas enzimas RmlA, RmlB, RmlC e 

RmlD (Soberón-Chávez, Lépine e Déziel, 2005). Já a porção hidrofóbica origina-se da 

biossíntese de novo dos ácidos graxos (Campos-García et al., 1998), com a conversão  do 

intermediário β-hidroxiacil-ACP em β-hidroxidecanoil-β-hidroxidecanoato (HAA) em uma 

reação catalisada pela RhlA (Zhu e Rock, 2008). 
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Figura 2.6 - Biossíntese de ramnolipídeos 

 
Fonte: Adaptado de Soberón-Chávez; Lépine e Déziel (2005).  
 

 

Ramnolipídeos de Pseudomonas aeruginosa são  produzidos como uma 

mistura de diversos congêneres, sendo variedades de mono e di-ramnolipídeos (Di-RL) 

(Wadekar et al., 2012). Pelo fato de serem moléculas anfipáticas, os RL possuem diversas 

propriedades físico-químicas que lhes conferem grande potencial de aplicação como 

agentes umectantes, emulsificantes e detergentes  (Rikalovic, Avramovic e Karadzic, 2017). 

São os biossurfactantes mais estudados, devido ao grande rendimento de 

produção, excelentes propriedades físico-químicas, biodegradabilidade, baixa toxicidade e 

alta estabilidade em condições extremas (Chong e Li, 2017; Liu et al., 2021), com várias 

aplicações nas indústrias farmacêutica, cosmética, alimentícia e petrolífera (Varjani e 

Upasani, 2017). 

Além disso, essa classe de moléculas mostrou atividade antimicrobiana 

contra Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis (Benincasa et al., 2004), Salmonella 

typhimurium, Escherichia coli (Vasileva-Tonkova, Sotirova e Galabova, 2011), Listeria 

monocytogenes (Magalhães e Nitschke, 2013), Klebsiella pneumonia, entre outros. Bem 

como atividades contra os fungos Penicillium, Alternaria, Gliocadium virens, Chaetonium 

globosum (Benincasa et al., 2004),  Mucor circinelloides e Verticillium dahlia (Thakur et al., 

2021). 
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O tratamento tópico com o congênere produzido em maior proporção, Di-RL 

(L-ramnosil-L-ramnosil-β-hidroxidecanoil-β-hidroxi-decanoato), é eficaz na aceleração da 

cicatrização de feridas de queimadura e diminui o conteúdo de colágeno na área da ferida 

que é associado à falha de cicatrização em feridas crônicas, em ratos Sprague-Dawley 

(Stipcevic, Piljac e Piljac, 2006). Ainda, Di-RL possui efeitos na cicatrização de feridas de 

excisão em ratos wister, o que é favorecido pela sua ação antimicrobiana contra 

Staphylococcus aureus ATCC 6588, que contribui para proteger o local da ferida  de 

contaminação bacteriana (Sana et al., 2018). 

 

2.1.4. QUORUM SENSING E MOLÉCULAS SINALIZADORAS 

 

A produção de fenazinas e de ramnolipídeos,  assim como de outros fatores 

de virulência,  de P. aeruginosa, é controlada por um mecanismo químico de comunicação 

celular chamado quorum sensing (QS) (Balasubramanian et al., 2013).  No QS, a bactéria 

secreta e acumula pequenas moléculas sinalizadoras difusíveis, em um processo 

dependente da densidade celular, que são reconhecidas pelas células adjacentes e são 

responsáveis por desencadear uma resposta na expressão gênica de genes de virulência 

(Camilli e Bassler, 2006).   

O QS de P. aeruginosa consiste em três tipos de mecanismos de 

sinalização, que são interconectados e organizados de maneira hierárquica, sendo 

conhecidos com Las, Rhl e PQS (Nadal Jimenez et al., 2012). Em 2013, Lee e colaboradores 

descobriram um suposto novo sistema de QS, e o nomearam IQS. 

Nos sistemas Las e Rhl, as enzimas LasI e RhlI produzem as moléculas 

sinalizadoras do tipo acil-homoserinolactonas (acil-HSL) N-(3-oxododecanoil)-HSL  e  N-

butiril-HSL (Figura 2.7), respectivamente. Ao atingir concentrações suficientes, essas 

moléculas reconhecem e se ligam aos seus receptores cognatos, LasR e RhlR. Esses 

receptores são fatores de transcrição, que ao serem ativados pela ligação com as acil-HSLs, 

regulam a expressão de genes-alvo (Schuster e Greenberg, 2006). 

O terceiro sistema QS utiliza as moléculas sinalizadoras do tipo 2-alquil-4-

quinolonas (AQs) 2-heptil-3-hidroxil-4-quinolona (Figura 2.7), também chamado 

Pseudomonas quinolone signal (PQS), e seu precursor 2-heptil-4-quinolona (HHQ) (Diggle 
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et al., 2007).  

 

Figura 2.7 – Estrutura das moléculas sinalizadoras do QS de P. aeruginosa 

 
Fonte: O autor. 

 

 

PQS é sintetizado pelos produtos dos genes codificados pelo operon 

pqsABCDE e pqsH (Figura 2.8). Neste sentido, o ácido antranílico é convertido em 

antraniloil-CoA pela enzima PqsA, na sequência antraniloil-CoA é condensado com malonil-

CoA pela PqsD para formar 2-aminobenzoil-CoA (2-ABA-CoA). PqsE converte 2-ABA-CoA 

em 2-aminobenzoilacetato (2-ABA), o qual é condensado com ácido octanóico pelo 

heterodímero PqsBC, originando HHQ. Finalmente, HHQ é oxidada à PQS pela ação da 

PqsH. Tanto HHQ quanto PQS se ligam ao regulador transcricional PqsR (também chamado 

MvfR), o qual atua regulando positivamente a transcrição do operon pqsABCDE quando 

ligado à região promotora PpqsA (Rampioni et al., 2016). PQS também atua 

independentemente de PqsR, induzindo a expressão de diversos genes de virulência 

(Balasubramanian et al., 2013).   
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Figura 2.8 – Biossíntese da PQS 

 
Fonte: Adaptado de Rampioni et al., 2016. 

 

 

Mais recentemente, LEE e colaboradores (2013) reportaram a descoberta 

de um novo composto, conhecido como 2-(2-hidroxifenil)-tiazol-4-carbaldeído, também 

denominado aeruginaldeído ou IQS do inglês “integrated quorum sensing system” e 

sugeriram que esta molécula atua como sinalizador de um suposto quarto circuito de QS. 

O IQS é sintetizado por  peptídeo sintetases não-ribossomais envolvidas na 

via biossintética das pioquelinas (enantio-pioquelinas), uma classe de sideróforos. A Figura 

2.9, mostra a biossíntese de enantio-pioquelina em Pseudomonas protegens Pf-5. 

Primeiramente, as enzimas PchA e PchB sintetizam ácido salicílico a partir do corismato. O 

ácido salicílico é ativado pela enzima PchD e é ligado ao domínio contendo pantotenato da      

PchE. O domínio A da PchE ativa uma molécula de cisteína, que é então ligada ao domínio 

PP da mesma proteína. O anel tiazolina é formado pelo domínio de condensação da PchE 

e PchF NRPS (peptídeo sintetases não-ribossomais), que carrega as três funções de 

formação de ligação amida, ciclização e desidratação (Ye et al., 2014).  
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Infere-se que o ácido di-hidroaeruginoico é liberado pelo domínio de 

condensação da PchE, ao ser oxidado é convertido em ácido aeruginóico  e ao ser 

desidratado dá origem ao aeruginaldeído, e este pode ser reduzido à aeruginol pela PchK 

redutase. Na via normal que leva à síntese de enantio-pioquelina, uma segunda molécula 

de cisteína é ligada pela PchF NRPS e a molécula é liberada pela atividade de tioesterase 

de PchF (domínio TE) é convertida em enantio-pioquelina pela ação da PchK redutase 

dependente de NADPH. 

  

Figura 2.9 – Via  biossintética da pioquelina em P. protegens Pf-5 

 
Fonte: Adaptado de Ye et al., 2014. 

 

Neste sentido, o uso de indutores do QS pode ser realizado a fim de 

aumentar a produção de moléculas QS-reguladas. Assim, neste trabalho suplementamos o 

meio com caseinato de sódio, uma proteína hidrolisada por proteases extracelulares, que 

são QS reguladas em P. aeruginosa. Dessa forma, o consumo dessa proteína pela bactéria 

é responsável por ativar esse sistema e consequentemente aumentar a produção de 

compostos regulados pelo QS (Sandoz et al., 2007; Camilios-Neto, 2010). 
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2.2. DOR INFLAMATÓRIA 

 

A inflamação é uma resposta de proteção natural do organismo, que ocorre 

para combater o agente lesivo (microrganismos, substâncias químicas ou um dano tecidual) 

com o objetivo de restabelecer a homeostase tecidual (Rodrigues et al., 2007). Os sinais do 

processo inflamatório são descritos como calor, rubor, edema, dor e se agravado pode levar 

a perda da função do tecido lesado (Rocha e Silva, 1994).  

O início do processo inflamatório se dá pelo reconhecimento da lesão pelo 

receptor de reconhecimento de padrão (PRR) presente nas células imunes residentes, que 

detectam padrões moleculares associados a patógenos (PUMPs) ou os padrões 

moleculares associados a danos (DAMPs) (Medzhitov, 2008). Uma vez ativadas, acontece 

uma cascata intracelular nessas células, que conduz à ativação do fator nuclear kappa B 

(NF-κB) (Anrather, Racchumi e Iadecola, 2006).  

Ao ser ativado, NF-κB migra para o núcleo, onde inicia a transcrição de 

mediadores pró-inflamatórios, como as citocinas TNF-α, IL-1β, IL-6 e IL-8 bem como de 

moléculas de adesão (Ghosh e Hayden, 2008). Essas citocinas estimulam a produção de 

outros mediadores da inflamação pelas células endoteliais, como quimiocinas, aminas 

vasoativas, leucotrieno e prostaglandina, que são responsáveis pelo aumento da 

permeabilidade vascular e o aumento da quimiotaxia (Verri et al., 2006). 

Através de um gradiente quimiotático, quimiocinas como CXCL1 em 

conjunto com moléculas de adesão da família das selectinas, recrutam leucócitos para o 

foco inflamatório (Medzhitov, 2008). Na inflamação aguda, esses leucócitos recrutados 

tratam-se de monócitos e principalmente de neutrófilos, que produzem grandes quantidades 

de EROS, como ânion superóxido e óxido nítrico (Anrather, Racchumi e Iadecola, 2006; 

Salvemini, Riley e Cuzzocrea, 2002). O ânion superóxido dá origem a outras EROS, como 

radical hidroxila, ácido hipocloroso e oxigênio singlete (Taubert et al., 2003), as quais 

causam dano tecidual desencadeado pelo estresse oxidativo (Pacher, Beckman e Liaudet, 

2007). 

Um dos sinais característicos da resposta inflamatória é a dor, caracterizada 

como uma sensação desagradável que indica um dano ao organismo e funciona como um 

alerta para desencadear uma resposta protetiva (Julius e Basbaum, 2001). A dor de origem 

inflamatória é causada pela liberação de mediadores inflamatórios que sensibilizam os 

neurônios sensoriais primários (nociceptores) (Braz et al., 2014).  
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Essas moléculas atuam nas fibras sensoriais periféricas dos nociceptores, 

ativando canais receptores específicos que vão ser transformados em impulso elétrico, o 

qual é transmitido até a medula espinal e após é direcionado ao córtex sensorial, onde ocorre 

a percepção do estímulo doloroso (Julius e Basbaum, 2001). 

Os neutrófilos recrutados apresentam papel importante na dor, uma vez que 

essas células produzem prostaglandina E2 (PGE2), mediador que age nos nociceptores EP2 

e EP4 nos neurônios, causando sensibilização neuronal ativando a transmissão de estímulos 

dolorosos (Pinho-Ribeiro, Verri e Chiu, 2017). Além disso, neutrófilos também são induzidos 

a produzir citocinas, como TNF-α e IL-1β,  e ânion superóxido (Anrather, Racchumi e 

Iadecola, 2006; Salvemini, Riley e Cuzzocrea, 2002). Essas citocinas recrutam mais 

neutrófilos e os induzem a produzir PGE2, que por sua vez, sensibiliza os nociceptores 

induzindo hiperalgesia (aumento da sensação dolorosa a um estímulo considerado doloroso) 

(Verri et al., 2006). Já a produção excessiva de ânion superóxido ativa vias de sinalização 

que contribuem para melhorar sua própria produção (Salvemini, Riley e Cuzzocrea, 2002), 

e desencadeia cascata de eventos que estimulam NF-B e proteína 1 (AP-1) a produzirem 

moléculas inflamatórias, como TNF- e IL-1, induzindo inflamação e dor (Choi et al., 2012; 

Ndengele et al., 2008; Verri et al., 2012). 

Para investigar atividades antinociceptivas e anti-inflamatórias de 

compostos são utilizados diversos modelos experimentais. Um modelo de inflamação aguda 

clássico é o da carragenina. A carragenina é um polissacarídeo linear sulfatado extraído de 

algas-marinhas vermelhas, frequentemente utilizada para desencadear inflamação aguda e 

dor em experimentos animais (LI et al., 2014). Estudos que utilizaram este carboidrato como 

estímulo doloroso, demonstraram que houve indução de edema na pata de camundongos, 

em um processo inflamatório mediado por histamina, serotonina, bradicinina, 

prostaglandinas, citocinas como TBF-α e IL-1, além de  promover aumento na infiltração de 

neutrófilos locais e consequente liberação de radicais livres como ânion superóxido, radical 

hidroxila e oxido nítrico (Necas e Bartosikova, 2013). Já a injeção de carragenina no peritônio 

induz a produção de EROS e a migração de neutrófilos com a liberação de armadilhas 

extracelulares de neutrófilos (do inglês, neutrophil extracellular traps, NETs) (Barth et al., 

2016). 

Outro modelo aplicado para avaliar efeitos analgésicos em camundongos é 

o de contorções abdominais induzidas pelo ácido acético (COLLIER et al., 1968). Há 

evidências de que esta substância estimula macrófagos e mastócitos peritoneais residentes 

a liberarem as citocinas TNF-α, IL-1β e IL-8 (Ribeiro et al., 2000). 
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O teste da formalina é outro modelo para avaliar dor, em um processo 

inflamatório que consiste em duas fases, sendo elas neurogênica (primeira-fase) e 

inflamatória (segunda-fase) (Shibata et al., 1989). Ao ser administrado na pata, o animal 

demonstra dor através de lambidas e movimentos de sacudidas da pata. A fase neurogênica, 

que ocorre nos primeiros 5 minutos, está associada com a estimulação direta de 

nociceptores. Enquanto, na fase  inflamatória, que ocorre entre 15-30 minutos, envolve a 

sensibilização dos neurônios  e liberação de prostaglandinas, serotoninas, bradicininas e 

histaminas (Tjølsen et al., 1992; Yam et al., 2020). 
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Capítulo 3  
METODOLOGIA 

 

3.1. OBTENÇÃO DE METABÓLITOS ATIVOS DE P. aeruginosa 

 

3.1.1. PRODUÇÃO DE METABÓLITOS POR CULTIVOS SUBMERSOS DE P. AERUGINOSA 

 

O microrganismo utilizado foi a cepa de P. aeruginosa PAO1, isolada na 

Austrália a partir de feridas humanas infectadas (HOLLOWAY, 1955). Esta cepa foi mantida 

em meio líquido Luria-Bertani (LB), contendo por litro: 10 g de triptona, 5 g de extrato de 

levedura e 10 g de NaCl, adicionado de glicerol 20% v/v e estocada a -80°C. A cepa foi 

transferida para meios sólidos LA (LB adicionado de 1,5% m/v de ágar), antes de ser utilizada 

para o preparo dos pré-inóculos. 

Os pré-inóculos foram realizados em frascos Erlenmeyers de 125 mL, 

contendo 25 mL de meio LB. Para o primeiro pré-inóculo inoculou-se 5 colônias de PAO1 

proveniente das placas de meio LA e incubou-se por 16 horas a 37°C sob agitação de 200 

rpm. O segundo foi inoculado com o primeiro pré-inóculo em uma proporção de 2% v/v e 

incubado a 37°C por 6 horas sob agitação de 200 rpm.  

Foram feitos dois tipos de cultivos (A e B) e os ensaios para ambos os 

cultivos submersos foram realizados em frascos Erlenmeyers de 250 mL. Para o cultivo A, 

cada frasco continha 100 mL de meio de sais, contendo por litro: 3,0 g de KH2PO4; 7,0 g de 

K2HPO4; 0,2 g de MgSO4∙7H2O e 1,0 g de (NH4)2SO4, acrescentado de glicerol 3% v/v. Para 

o cultivo B cada frasco continha 100 mL de meio de sais adicionado de glicerol 3% v/v e 

caseinato de sódio 1% m/v. Todos os meios foram esterilizados por 20 minutos, a 121ºC, 

resfriados e inoculados com o segundo pré-inóculo em uma proporção de 2% v/v. Os meios 

inoculados foram incubados em agitador orbital a 37°C sob agitação de 200 rpm por 3 dias 

para o cultivo A e por 13 dias para o cultivo B. 

Nos tempos apropriados, os cultivos foram interrompidos por centrifugação 

a 4ºC, 4500 rpm por 20 minutos, e os sobrenadantes livres de células foram congelados para 

posterior processo de extração (item 3.1.2). 
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3.1.2. EXTRAÇÃO LÍQUIDA ÁCIDO-BASE 

 

Para o cultivo A (sem caseinato de sódio) o processo de extração ácido-

base foi realizado segundo Bueno (2021). Neste processo, o sobrenadante livre de células 

teve seu pH ajustado para 11 e extraído com acetato de etila na proporção de 1:3 (acetato 

de etila/meio) v/v por três vezes utilizando um funil de separação. A fase orgânica foi 

separada e o pH da fase aquosa foi alterado para 2 e extraída novamente com acetato de 

etila (Figura 3.1). 

  

Figura 3.1 – Esquema do processo de extração ácido-base empregado para o cultivo A. 

 
Fonte: o próprio autor. 
 

 

Para o cultivo B (com adição de caseinato de sódio 1%), o  processo de 

extração ácido-base foi realizado segundo Oliveira et al. (2022). O sobrenadante livre de 

células foi aquecido a 80ºC por 45 minutos, resfriado, e após ajuste de pH para 11 foi extraído 

com clorofórmio na proporção de 1:3 v/v por três vezes. A fase orgânica foi separada e a 
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fase aquosa teve o pH alterado para 6 e extraída novamente com clorofórmio, e foram feitas 

sucessivas extrações nos pHs 4 e 2, conforme esquema apresentado na Figura 3.2. 

 

Figura 3.2 – Esquema do processo de extração ácido-base empregado para o cultivo B 

 
Fonte: o próprio autor. 
 

 

 O pH do sobrenadante livre de células e das fases aquosas resultantes das 

extrações foram ajustados com NaOH 1,0 mol L-1 e HCl 1,0 mol L-1., conforme o valor de pH 

pretendido. As fases orgânicas de ambos os processos de extração foram evaporadas em 

evaporador rotatório e após completa secagem sob fluxo contínuo de ar foram obtidos os 

extratos brutos orgânicos, que tiveram suas massas determinadas por gravimetria (item 

3.1.4.1), foram analisados por cromatografia em camada delgada (CCD) analítica (item 

3.1.4.2), seguido por espectrometria de massas (item 3.1.4.3) e posteriormente submetidos 

aos processos de purificação (item 3.1.3), que foram acompanhados por CCD analítica. 
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3.1.3. PURIFICAÇÃO DOS METABÓLITOS ATIVOS 

3.1.3.1. Cromatografia em Camada Delgada Preparativa (CCDP) 

 

Para as purificações por cromatografia em camada delgada preparativa 

(CCDP) foram preparadas placas de sílica (15 g de sílica/placa) sob uma superfície de vidro 

com dimensões de 20 x 20 cm, com 1 mm de espessura de sílica gel 60 P/UV254 (Macherey-

Nagel®) e ativadas a 100ºC durante 2 horas. Os extratos orgânicos do cultivo B foram 

dissolvidos em clorofórmio, na concentração de 70 mg/mL, e aplicados nas placas com um 

capilar. As eluições ocorreram em cuba de vidro utilizando as fases móveis clorofórmio: 

metanol 10% (para os extratos de pH 11), clorofórmio: metanol 5% (para os extratos de pH 6) 

e clorofórmio: metanol 7% para os extratos de pHs 4 e 2.   

Para o cultivo A, os extratos também foram dissolvidos em clorofórmio na 

concentração de 70 mg/mL. Utilizou-se a fase móvel clorofórmio: metanol 5% para  

purificação por CCDP do extrato de pH 2. E para separação da PQS dos extratos básicos 

por CCDP foi utilizada sílica gel 60 preparada com solução de 5% de KH2PO4 (DIGGLES et 

al., 2003), e a fase móvel utilizada neste processo foi diclorometano: metanol 5%.  

Após a separação dos componentes, as placas foram visualizadas sob luz 

UV e as bandas de interesse foram removidas da sílica, filtradas em funil com clorofórmio e 

metanol, por fim avaliadas por CCD analítica (item 3.1.4.2). Os compostos a serem raspados 

das placas foram visualizados por suas cores e/ou fluorescências características: PCA 

apresenta-se como uma banda amarela, IQS é laranja e PQS é visível apenas sob luz UV, 

como uma banda que emite fluorescência azul. 

Os valores do fator de retenção (Rf) foram calculados pela seguinte equação 

(Stahl, 1969): 

 𝑅𝑓 = distância do centro da mancha até o ponto de aplicaçãodistância percorrida pelo solvente até o ponto de aplicação 

 

 

3.1.3.2. Extração em fase sólida 

 

Amostras purificadas por CCDP dos extratos orgânicos de pHs 4 e 2 

passaram por extração em fase sólida utilizando um cartucho de octadecil (Cartucho SPE 

em PP, C18ec, CHROMABOND®) como fase estacionária (Oliveira, 2022). Primeiramente, 
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o cartucho de C18  foi ativado com metanol e em seguida lavado com água ultrapura. A 

amostra, dissolvida em 1 mL de metanol e 4 mL de água ultrapura, foi aplicada no cartucho 

e extraída (Fração 1). Na sequência foi adicionado 5 mL água ultrapura e extraído 

(Fração 2), 5 mL de metanol: água 1:1 (Fração 3), 5 mL de metanol: água 1:1 (Fração 4), 

5 mL de metanol (Fração 5) e 5 mL de acetonitrila (Fração 6).  As frações coletadas foram 

secas, pesadas e analisadas por  CCD analítica. 

 

 

3.1.3.3. Dissolução Fracionada (DF) 
 
À fração purificada por CCDP, que continha as moléculas de PCA e de 

quinolina, foram adicionados 3 mL de metanol e, após homogeneizar, o composto solúvel 

neste solvente pôde ser separado. 

Nas Figuras 3.3 e 3.4 estão apresentados os fluxogramas da metodologia 

de purificação empregada para cada extrato orgânico e as moléculas foram purificadas por 

cada método. 

 

Figura 3.3 – Fluxograma dos processos de purificação empregados para os extratos 
provenientes do cultivo A. 

 
Fluxograma mostra a técnica de purificação aplicada, o solvente utilizado no processo e a molécula purificada. 
* indica que a placa foi ativada com solução de 5% de KH2PO4. 
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Figura 3.4 – Fluxograma dos processos de purificação empregados para os extratos 
provenientes do cultivo B. 

 
Fluxograma mostra a técnica de purificação aplicada, o solvente utilizado no processo e a molécula purificada. 
* indica que a placa foi ativada com solução de 5% de KH2PO4. 
 

 

3.1.4. MÉTODOS ANALÍTICOS 

3.1.4.1. Gravimetria  

 

As amostras diluídas foram secas em frascos previamente tarados em 

temperatura ambiente e determinou-se a massa de cada amostra pela diferença de massa. 

 

3.1.4.2. Cromatografia em camada delgada (CCD) analítica 

 

Os extratos brutos orgânicos, as amostras purificadas e os padrões foram 

dissolvidos em clorofórmio ou metanol e avaliados por CCD (DC-Fertigfolien ALUGRAM® 

Xtra SIL G/UV254) analítica. As fases móveis utilizadas foram as misturas de clorofórmio: 

metanol 1%, clorofórmio: metanol 10%, metanol 70% e diclorometano: metanol 5%. Para 

visualização da PQS foi necessário ativar as placas de CCD com solução de KH2PO4 5% 

por 30 minutos, seguido de incubação a 100ºC por uma hora. Após a eluição, as placas 

foram reveladas sob luz UV e com os reveladores ácido (metanol: ácido sulfúrico 10%) e 

orcinol (250 mg de orcinol, 45 mL de metanol e 2,5 mL de ácido sulfúrico 98%). Ainda, as 

placas foram aquecidas em chapa de aquecimento a 235 ºC por alguns segundos para 
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visualização de ramnolipídeos e outros compostos. Calculou-se o fator de retenção dos 

compostos separados. 

 

 

3.1.4.3. Espectrometria de massas 
 

A análise foi realizada em um espectrômetro de massas de alta resolução 

Impact II (Bruker Daltonics Corporation, Alemanha) de geometria Q-TOF, equipado com uma 

fonte de ionização do tipo electrospray, operado em modo positivo e negativo com taxa de 

aquisição de 1 Hz (MS e MS/MS) na faixa de massas de m/z 50 – 600. As análises foram 

realizadas com voltagem do capilar de 4,0 kV; temperatura da fonte 180°C; e fluxo do gás 

de dessolvatação 4 L/min. Os experimentos de MS/MS foram realizados utilizando 

dissociação induzida por colisão (CID) com uma rampa de energia de colisão na faixa de 

15 – 40 eV. 

 

3.1.4.4. Ressonância magnética nuclear 
 

Os espectros de 1H e 13C da análise de ressonância magnética nuclear 

(RMN) em estado líquido foram obtidos em espectrômetro Bruker Avance III 400 MHz 

operado à frequência de 400,6 MHz para 1H, e 100 MHz para 13C usando probe direto de 5 

mm, BBO, a 25 °C. Os deslocamentos químicos (δ) para hidrogênio são expressos em ppm 

e calibrados de acordo com o sinal do TMS presente no CDCl3 em 0 ppm. Para o carbono 

foi usado igualmente a escala com unidades em ppm e calibrado com TMS interno em 0 

ppm. 

 

3.1.4.5. Quantificação por 1H-RMN 
 

A determinação da pureza da amostra foi realizada pelo método da 

quantificação relativa (Bharti & Roy, 2012), realizada a partir do espectro de 1H RMN, obtido 

no equipamento Avance III marca Bruker, utilizando programa de pulso zgpr com 8 

varreduras (ns), com tamanho de fid de 65536 (td, size of fid), tempo de relaxamento (d1, 

relaxation delay) de 1 s, com ajuste automático polinomial da linha de base. As regiões 

integradas foram 20 x maiores que a largura do sinal em sua altura média; de 8,77 a 
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8,00  ppm correspondem aos sinais de hidrogênio relativos ao analito (rA); e de 8 a 4,2 ppm 

e 2.024 a 1,76 ppm para as impurezas (rC), observando a ausência de sinais perceptíveis 

destes contaminantes na região de analito no espectro 2D de 1H-13C HSQC 

(hsqcedetgpsp.3, td 512x256, número de varreduras ns 16). O grau de pureza foi obtido a 

partir da razão da massa de hidrogênios totais do analito contra a massa total de hidrogênios 

da amostra seguindo a fórmula abaixo: 

 

𝑝% =  𝑟𝐴(𝑟𝐴 + 𝑟𝐶) . 100 

 

3.1.5. MODELAGEM MOLECULAR 

 

Para embasar os resultados experimentais obtidos das extrações ácido-

base, foram realizadas as predições das propriedades físico-químicas das moléculas 

obtidas, tais como, pKa, protonação em função do pH, ponto isoelétrico, coeficiente de 

partição e solubilidade em água, utilizando para isto o software Chemicalize® 

(https://chemicalize.com/app/calculation). Estas predições possibilitaram justificar a 

obtenção das moléculas extraídas em função do pH do meio. Este método utiliza a estrutura 

molecular e se baseia na previsão das constantes de ionização aquosa (pKa) de moléculas 

orgânicas, por meio de parâmetros físico-químicos calculados empiricamente que são 

obtidos a partir de equações de regressão dos sítios específicos de ionização (Szegezdi e 

Csizmadia, 2007). 

 

 

 

3.2. AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANALGÉSICA DE DI-RAMNOLIPÍDEO EM 
MODELOS MURINOS DE DOR E INFLAMAÇÃO 
 

3.2.1. ANIMAIS 

Neste estudo foram utilizados camundongos swiss, machos ou fêmeas, 

adultos, com peso médio de 30 g, provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual 

de Londrina, Londrina, Paraná, Brasil. Os camundongos foram mantidos em caixas plásticas 

https://chemicalize.com/app/calculation
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com livre acesso a água e ração, em ciclo claro/escuro (12/12 h) e temperatura controlada 

(21ºC). Os experimentos comportamentais foram realizados entre 9 e 17 h em uma sala com 

temperatura controlada. Para coleta das amostras, em momentos apropriados, os animais 

foram eutanasiados por inalação de isoflurano 5%. Este estudo foi aprovado pelo Comitê de 

Ética no Uso de Animais da UEL (CEUA-UEL) sob processo número 037.2020. Todos os 

esforços foram feitos para minimizar o número e o sofrimento dos animais utilizados. 

 

3.2.2. DROGAS 

Os compostos utilizados neste estudo foram: solução salina (NaCL 0,9%, 

Eurofarma Laboratórios S.A., Ribeirão Preto, SP, Brasil), carragenina (Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA), corante nitroazul de tetrazólio (NBT), hematoxilina, 

eosina (Laborclin, Pinhais, PR, Brasil), xilol (Synth, Diadema, SP, Brasil), ácido acético, 

formaldeído (Mallinckrodt Baker, S.A., México, Cidade do México) e Di-RL purificado por 

Mello (2019). 

 

3.2.3. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS 

Os camundongos foram tratados, por via subcutânea, com Di-RL ou veículo 

(solução salina) 30 minutos antes da administração de carragenina por via intraperitoneal 

(i.p.; 1 mg, 100 µL) ou intraplantar (i.pl.; 300 µg, 20 µL). Um grupo induzido com salina foi 

usado como controle negativo. A hiperalgesia mecânica foi avaliada em 1, 3 e 5 h após a 

estimulação (i.pl., 300 µg, 20 µL) pelo método eletrônico de von Frey para determinar a dose-

resposta de Di-RL (0,3 e 3 mg/kg). A dose de 3 mg/kg de Di-RL foi escolhida para os ensaios 

seguintes. O método dos filamentos de Von Frey também foi utilizado para o teste de 

hiperalgesia mecânica realizado 1, 3 e 5 h após a estimulação com carragenina. O número 

de sacudidas da pata foi avaliado durante 30 minutos após a administração de formalina 

1,5% (i.pl., 20 µL). O número de contorções abdominais foi determinado durante 20 minutos 

após a injeção de ácido acético 0,8% (i.p., 100 µL). Para análise histológica, a pata foi 

coletada após 5 h de estímulo. Os números de leucócitos totais, células polimorfonucleares 

e mononucleares foram avaliados no lavado peritoneal 5 h após peritonite induzida pela 

carragenina. Além disso, a produção de ânion superóxido nos leucócitos recrutados para a 

cavidade peritoneal foi avaliada 5 – 6 h após peritonite induzida pela carragenina. 
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3.2.4. TESTES DE HIPERALGESIA MECÂNICA 

A hiperalgesia mecânica foi avaliada pelo método eletrônico de von Frey 

(CUNHA et al., 2004). Este teste consiste na aplicação de um estímulo mecânico na pata 

traseira dos animais, com uma ponteira de 0,5 mm de diâmetro. Assim, foi aplicada pressão 

crescente na pata traseira direita até que a pressão necessária para a resposta de retirada 

da pata fosse registrada, e a força (g) necessária para induzir essa resposta nociceptiva foi 

quantificada por um analgesímetro digital (Insight®). Os resultados foram expressos pelo 

valor de delta (Δ), calculado a partir da diferença entre a média das medidas de cada animal 

nos tempos de 1, 3 e 5 h após o estímulo e a média das medidas antes do estímulo (basal). 

Para mensurar o limiar nociceptivo mecânico, também foi realizado o teste 

do filamento de von Frey (Aesthesio®), conforme descrito por Chaplan et al. (1994). O 

estímulo mecânico foi aplicado na pata traseira direita do animal, utilizando uma série de 

filamentos de von Frey com forças de flexão crescentes (0,07; 0,16; 0,4; 0,6; 1,0; 1,4; 2,0 e 

4,0 g). Cada filamento foi mantido na pata por 2 a 3 segundos, sendo levemente flexionado 

e a pressão causada por um determinado filamento foi detectada pelo movimento de retirada 

da pata. Na ausência de resposta de retirada da pata ao filamento inicialmente selecionado, 

foi utilizado um filamento mais espesso correspondente a um estímulo mais forte. No caso 

de retirada da pata, foi utilizado um estímulo mais fraco. A análise do resultado foi realizada 

pelo software UDReader (Up–Down Reader), conforme descrito previamente por Gonzalez-

Cano et al. (2018). Os resultados foram expressos pelo logaritmo dos valores brutos. 

 

3.2.5. TESTE DA FORMALINA 

Os camundongos foram estimulados com solução de formalina (formaldeído 

1,5%) por via intraplantar. Cada animal foi colocado individualmente em um cilindro de vidro 

e o número de sacudidas da pata (flinches) foi contado durante um período de 30 minutos. 

O período foi dividido em intervalos de 5 minutos, sendo demonstrada a primeira fase (0 – 5 

minutos), que corresponde à dor neurogênica, bem como a segunda fase (10 – 30 minutos), 

que representa o estágio de origem inflamatória. Os resultados foram indicados pelo número 

de flinches em ambas as fases (DUBUISSON; DENNIS, 1977). 
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3.2.6. TESTE DE CONTORÇÃO ABDOMINAL 

Ácido acético 0,8% foi administrado na cavidade peritoneal dos animais, e 

cada camundongo foi colocado individualmente em um cilindro de vidro. A intensidade 

nociceptiva foi quantificada pela contagem de contorções durante um período de 20 minutos 

(VERRI et al., 2008). 

 

3.2.7. HISTOLOGIA 

Após 5 h da administração de carragenina, o tecido cutâneo plantar foi 

coletado para análise histopatológica. As amostras foram armazenadas em formalina 10% 

por 48 h e após lavagem em água corrente foram armazenadas em álcool 70%. 

Posteriormente, foram desidratadas em banhos de soluções de etanol com concentrações 

crescentes (70, 80, 95 e 100%), e na sequência passaram pelo processo de diafanização 

com xilol para inclusão em parafina. Após serem cortadas em 6 cortes, as amostras foram 

coradas com hematoxilina-eosina (H&E), e observadas por microscopia óptica com aumento 

de 40 vezes e fotografadas. Por fim, as fotos foram analisadas pelo software Image J® 

(Schneider, Rasband e Eliceiri, 2012) para avaliar o infiltrado leucocitário por meio dos pixels, 

dado em porcentagem de células por área dérmica.  

 

3.2.8. PERITONITE 

Peritonite foi induzida por estímulo com carragenina  por via intraperitoneal 

por 5 h.  A cavidade peritoneal foi lavada usando 1 mL de EDTA 2mM contendo BSA. O 

número de leucócitos totais foi contado em uma câmara de Neubauer usando solução de 

Turk para lisar as hemácias. A contagem diferencial foi realizada pelo preparo de lâminas, 

que foram coradas baseadas no método de coloração de Romanowsky (Kit Panótico Rápido, 

Laborclin®, Pinhais, Paraná). Os resultados foram apresentados como o número de 

leucócitos totais, células polimorfonucleares e mononucleares x 106 (MARTINEZ et al., 2012; 

MIZOKAMI et al., 2016). 
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3.2.9. ENSAIO DE NITRO BLUE TETRAZOLIUM (NBT) 

O lavado peritoneal foi coletado 5 h após a estimulação com carragenina e 

a produção de ânion superóxido foi avaliada nos leucócitos recrutados na cavidade 

peritoneal pelo ensaio microscópico de NBT. O lavado foi incubado com solução de NBT (1 

mg mL-1) e transferido para uma lâmina, que posteriormente foi corada pelo método de 

Romanowsky (Kit Panótico Rápido, Laborclin®, Pinhais, Paraná). Os resultados foram o 

número de células positivas para NBT x 106 (HYUNG et al., 2006). 

 

3.2.10. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os resultados foram apresentados como média ± desvio padrão das 

medidas de 6 camundongos, por grupo por experimento e são representativos de dois 

experimentos separados. A análise de variância de medidas repetidas de duas vias (ANOVA 

de duas vias) seguida pelo pós-teste de Tukey foi usada para comparar todos os grupos em 

todos os tempos quando as respostas foram medidas em diferentes momentos após a 

injeção de estímulo (avaliação de hiperalgesia mecânica). ANOVA de uma via seguida pelo 

pós-teste de Tukey foi realizada para dados de experimentos de ponto de tempo único. Para 

as análises histológicas foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis seguido do pós-teste de Dunn. 

p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo. Todas as análises dos dados foram 

realizadas no GraphPad Prism® 9.0 (GraphPad Software, San Diego, Califórnia, EUA), bem 

como a elaboração das figuras. 
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Capítulo 4  

RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

 

Neste capítulo estão apresentados os resultados e discussão dos 

procedimentos de extração e purificação dos compostos bioativos produzidos por dois tipos 

de processos fermentativos de Pseudomonas aeruginosa (itens 4.1 e 4.2). Adicionalmente, 

são apresentados resultados de modelagem molecular das principais moléculas obtidas 

(item 4.3). 

 

4.1. EXTRATOS ORGÂNICOS DO CULTIVO COM ADIÇÃO DE CASEINATO DE SÓDIO 

Os extratos orgânicos advindos do processo de extração ácido-base 

empregado para o sobrenadante do cultivo com adição de caseinato de sódio (cultivo B) 

apresentaram diferentes colorações que variaram de azul (pH 11) até tons amarelados (pHs 

6 e 4) e alaranjados/avermelhados (pH 2), como pode ser visualizado na Figura 4.1.  

 



48 

 

 

 

Figura 4.1 - Processo de extração ácido-base do sobrenadante livre de células do cultivo 
de 13 dias com adição de caseinato de sódio 1%, nos pHs 11, 6, 4 e 2 

 
Acima (A), está apresentada a separação das fases aquosa e orgânica durante a extração.  Setas indicam a 
fração orgânica. Abaixo (B), as fases orgânicas dos respectivos pHs após evaporação do solvente 
 
 
 

As CCDs analíticas dos extratos avaliados mostraram a existência de 

compostos pigmentados e fluorescentes com diferentes fatores de retenção, como pode ser 

visualizado na Figura 4.2. A existência de diversos compostos pigmentados, assim como as 

diferentes cores dos extratos orgânicos, já era esperada, uma vez que a capacidade de 

secretar estes tipos de compostos coloridos é característica de  P. aeruginosa (Ali Pambuk, 

2017), em especial de compostos da classe de fenazinas (Laursen e Nielsen, 2004; Mentel 

et al., 2009). 
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Figura 4.2 - CCDs analíticas dos extratos brutos orgânicos nos pHs 11, 6, 4 e 2 utilizando 
como fase móvel clorofórmio: metanol 1% 

 
A) Placa sem revelação; B) revelada sob luz UV; C) com revelador ácido; D) com revelador ácido seguido de 

aquecimento; E) com orcinol seguido de aquecimento. Setas azuis  mostram moléculas azuis. Colchetes 
vermelhos indicam moléculas fluorescentes. Setas amarelas indicam PCA. Setas verdes indicam composto 
amarelo. Setas alaranjadas indicam IQS. Ao lado esquerdo encontra-se uma escala de fator de retenção 
(Rf). 

 

 

As placas de CCDs analíticas mostram diversos compostos presentes nos 

extratos: nas placas sem revelação e reveladas sob diferentes formas, como luz UV, e com 

o uso de reveladores ácido e orcinol, e adicionalmente aquecidas após uso destes 

reveladores. Os métodos de revelação foram empregados para melhor visualização dos 

compostos extraídos. 

No extrato alcalino, é visível a existência de uma molécula azul 

desconhecida (indicada pela seta azul), amarela (indicada pela seta verde) e compostos 

fluorescentes (colchetes vermelhos). O extrato de pH 6 contêm compostos fluorescentes 

(colchetes vermelhos), a fenazina amarela PCA (indicado pela seta amarela) e o IQS 

(indicado pela seta laranja), ambas já conhecidas e com processos de purificação 
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estabelecidos pelo grupo, e caracterizadas por espectrometria de massas e ressonância 

magnética nuclear. Nos extratos mais ácidos (pHs 4 e 2) é possível observar que ainda 

possui moléculas fluorescentes, IQS e PCA, mas em menor quantidade, e uma proporção 

maior de moléculas que permaneceram no ponto de aplicação. 

As moléculas mais polares permaneceram no ponto de aplicação devido a 

sua maior afinidade com a sílica em relação à fase móvel de caráter mais apolar. Sendo 

assim, para obter uma melhor separação destes compostos polares foi necessário utilizar 

uma fase móvel também de caráter polar como metanol 70% (Figura 4.3).  

Nesta fase móvel, as moléculas mais polares migraram do ponto de 

aplicação, com destaque para moléculas vermelhas desconhecidas e com formato 

característico extraídas nos pHs 4 e 2, que podem ser observadas na placa sem revelação 

(entre parênteses). Além disso, ramnolipídeos (de caráter polar) também migraram nesta 

fase móvel (indicados pela seta roxa) nos extratos de pHs 6, 4 e 2, possuindo o mesmo fator 

de retenção das moléculas vermelhas. No caso deste processo de extração, ramnolipídeos 

são contaminantes, já que o processo empregado não foi específico para este composto e 

mesmo assim foram extraídos em alta quantidade (Wessel, 2018).  

Já era esperado que houvesse aumento na produção de ramnolipídeos 

devido a condição de cultivo empregada, ou seja, da suplementação do meio com caseinato 

de sódio, uma proteína que atua como indutor transcricional de diversos genes que 

expressam compostos quorum-regulados em P. aeruginosa. A adição da caseína no meio 

foi utilizada com o objetivo de promover maior expressão dos genes relacionados à 

biossíntese de fenazinas, consequentemente a produção de outras moléculas que também 

são induzidas por caseinato foram influenciadas positivamente, como  a expressão de 

proteínas envolvidas na biossíntese de ramnolipídeos (Camilios-Neto, 2010; Sandoz, 

Mitzimberg e Schuster, 2007). 
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Figura 4.3 - CCDs analíticas dos extratos brutos orgânicos nos pHs 11, 6, 4 e 2 utilizando 
como fase móvel metanol 70% 

 

 
A) Placa sem revelação; B) revelada sob luz UV; C) com revelador ácido; D) com revelador ácido seguido de 

aquecimento; E) com orcinol seguido de aquecimento. Setas azuis  mostram moléculas azuis. Colchetes 
vermelhos indicam moléculas fluorescentes. Setas amarelas indicam PCA. Setas alaranjadas indicam IQS. 
Setas verdes indicam composto amarelo. Setas roxas indicam ramnolipídeos. Parênteses indicam 
moléculas vermelhas. Ao lado esquerdo encontra-se uma escala de fator de retenção (Rf). 

 
 
 
 

Os rendimentos médios dos extratos orgânicos de três cultivos separados 

em diferentes pHs estão apresentados na Tabela 4.1. Os extratos de pHs 11 e 6 obtiveram 

maiores rendimentos e os extratos de pHs 4 e 2 apresentaram menores rendimentos. Esses 

dados de rendimento foram condizentes com os resultados de Oliveira (2021), que 

empregou o mesmo processo de produção e extração de compostos bioativos de P. 

aeruginosa.  
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Tabela 4.1 - Rendimento dos extratos brutos orgânicos dos cultivos B. 

Extrato orgânico Rendimento (mg L-1) 

pH 11 105,67 ± 30,32 

pH 6 141,66 ± 44,47 

pH 4 92,06 ± 28,25 

pH 2 83,25 ± 25,47 

 

 

4.1.1. PURIFICAÇÃO DO EXTRATO ORGÂNICO DE PH 11 

 

Após análise dos extratos orgânicos por CCDs analíticas, eles também 

puderam ser analisados por espectrometria de massas. A Figura 4.4 mostra o espectro de 

massas do extrato bruto orgânico obtido no pH 11, o qual identificou moléculas pertencentes 

à classe de quinolonas de P. aeruginosa, como HHQ e PQS.  

 

 

Figura 4.4 - Espectros de massas obtidos por ESI-qTOF do extrato orgânico alcalino 

 

A) Modo positivo e B) modo negativo. Seta laranja indica aeruginol, setas verdes indicam HHQ e seta vermelha 
indica PQS. 
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O intenso pico do íon molecular em m/z 206,0254, observado no modo 

negativo [M – H]-, caracteriza 2-(2- hidroxi-fenil)-4-hidróxi-metil-tiazol), também denominado 

aeruginol (indicado pela seta laranja), composto que apresenta massa exata de 207,0354 Da 

e fórmula molecular C10H9NO2S. Há indícios de que aeruginol e aeruginaldeído (IQS) 

coexistem e podem funcionar como tampão para evitar o estresse oxidativo no 

microrganismo produtor (Figura 4.5), uma vez que aeruginol pode ser convertido em IQS por 

oxidação (Ye et al., 2014).  

 

Figura 4.5 - Estrutura do IQS e do aeruginol 

 

 

 

As setas verdes indicam os picos em m/z 244,1675 [M + H]+ e 242,1518 [M 

– H]-, nos modos positivo e negativo, respectivamente, referentes a molécula da quinolona 

HHQ, precursora de PQS, de massa exata 243,1623 Da e fórmula molecular C16H21NO. O 

espectro de ESI em modo negativo revela ainda o pico em m/z 258,1465 [M – H]-, que se 

trata da quinolona sinalizadora PQS, a qual possui massa exata de 259,1570 Da e fórmula 

molecular C16H21NO2. 

O extrato bruto de pH 11 foi submetido a cromatografias de camada delgada 

preparativa (CCDP) para separação e identificação dos constituintes extraídos. Para o 

primeiro processo de purificação deste extrato foi utilizada a mistura clorofórmio: metanol 

10% como fase móvel. O resultado deste processo está apresentado na Figura 4.6. 

Diversos compostos coloridos e fluorescentes foram observados. As zonas 

de interesse (indicadas pelos números) foram raspadas das placas e extraídas com solvente, 

sendo a purificação acompanhada por CCDs analíticas. A Figura 4.7 mostra o resultado 

desta separação, por CCD analítica. Os números representam os compostos purificados na 
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Figura 4.6, sendo o número 4 a fração que extraiu o restante da placa, incluindo o ponto de 

aplicação, exceto as zonas 1, 2 e 3. 

Figura 4.6 - Processo de purificação do extrato de pH 11 por CCDP 

 
A fase móvel utilizada foi clorofórmio: metanol 10%. A) Placa após a eluição (sem revelação) e B) placa 
revelada sob luz UV. Os números indicam as bandas de compostos separados que foram extraídos da placa. 
Ao lado esquerdo encontra-se uma escala de fator de retenção (Rf). 
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Figura 4.7 - CCDs analíticas das frações provenientes do processo de purificação, por 
CCDP, do extrato de pH 11 

 
A fase móvel utilizada foi clorofórmio: metanol 10%. A) Placa sem revelação, B) placa revelada sob luz UV e 
C) placa revelada com metanol:ácido sulfúrico 10%. Seta amarela indica composto amarelo, seta laranja indica 
composto alaranjado, seta  marrom indica composto marrom e seta azul indica composto azul. Ao lado 
esquerdo encontra-se uma escala de fator de retenção (Rf). 
 
 
 

As placas de CCDs analíticas acima mostram que um composto amarelo 

(indicado pela seta amarela) foi purificado na segunda fração (40 mg L-1), que possivelmente 

é aeruginol, porém ainda possui um contaminante fluorescente (visualizado sob luz UV) com 

fator de retenção muito próximo. Composto azul (indicado pela seta azul) desconhecido foi 

purificado na terceira fração (4 mg L-1), com alto grau de pureza. Inicialmente, acreditávamos 

que esse composto seria PYO, pelo fato do pigmento  apresentar cor azul em valores de pH 

alcalino e próximo ao neutro  e após revelação com ácido o mesmo se torna rosa/vermelho, 

essa alteração da cor dependente do pH é característica da PYO (Figura 4.8), como já foi 

demonstrado por Rada e Leto (2013) e (O’Malley et al., 2004). Porém, o espectro de massas 

do extrato bruto não apresentou o pico que indica a presença desta molécula, que possui 

massa exata de 210,079313 Da e fórmula molecular C13H10N2O. 
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Figura 4.8 - Estrutura da PYO em dois estados de protonação 

 

Fonte: Adaptado de Rada e Leto (2013) e (O’Malley et al., 2004). 
 

 

A amostra 4, que contêm o restante da placa do primeiro processo de 

purificação, apresentou substâncias de cor marrom (indicada pela seta marrom), laranja 

(seta laranja) e compostos fluorescentes. Ainda é necessário confirmar a estrutura  dessas 

moléculas purificadas. Dessa forma, a quarta fração passou por mais uma purificação, uma 

vez que apresentava mais de um composto. Porém, foi utilizada a fase móvel diclorometano: 

metanol 5% e a placa foi ativada com KH2PO4 5%. Como visualizado na Figura 4.9, foram 

separadas quatro substâncias fluorescentes, sendo possível identificar a molécula de PQS 

pela sua fluorescência natural (banda azul fluorescente) visualizada sob luz UV (número 3). 
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Figura 4.9 - Purificação da amostra 4 do extrato básico por CCDP 

 
A fase móvel utilizada foi diclorometano: metanol 5% e a placa foi ativada com KH2PO4 5%. A) Placa sem 
revelação e B) placa revelada sob luz UV. Os números indicam as bandas de compostos separados que foram 
extraídos da placa. Ao lado esquerdo encontra-se uma escala de fator de retenção (Rf). 
 
 

De acordo com a CCD analítica (Figura 4.10) dos compostos purificados 

anteriormente foi possível confirmar  a presença de PQS (indicado pela seta vermelha) pela 

comparação da fluorescência com o padrão comercial desta molécula, o qual foi obtido com 

bastante pureza, corroborando com os achados do espectro de massas (Figura 4.4). 

Entretanto, não foi possível avaliar o rendimento devido a pouca massa do composto obtido. 

Trabalhos anteriores do grupo, Bueno  (2021) e Velasco (2020) avaliaram os 

tempos de produção de PQS, com 3 e 9 dias, utilizando meio de cultivo sem caseinato de 

sódio como indutor do sistema QS da bactéria, bem como a extração alcalina com acetato 

de etila e purificação deste composto. No presente trabalho, PQS foi obtido a partir de um 

cultivo que utilizou indutor de produção de moléculas QS-reguladas e com duração de 13 

dias, ou seja, as condições empregadas provocaram um aumento na produção de 

substâncias que poderiam dificultar a obtenção de PQS. Bueno (2021), encontrou maior 

produção de PQS com 3 dias de cultivo (7 mg), indicando que maior produção ocorre nos 

primeiros dias de fermentação, o que explicaria o baixo rendimento obtido aqui. 
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Figura 4.10 - CCD analítica das frações provenientes do processo de purificação da amostra 
4 do extrato básico por CCDP 

  
A fase móvel utilizada foi diclorometano: metanol 5% e a placa foi ativada com KH2PO4  5%. Placa revelada 
sob luz UV. Ao lado esquerdo encontra-se uma escala de fator de retenção (Rf). 
 
 

 

Consistente com esses resultados, McKnight, Iglewski e Pesci (2000) 

constataram que PQS é produzido em maior concentração entre 30 e 42 h, diminuindo após 

48 h de crescimento. Outro fator relacionado ao baixo rendimento, pode ser o fato de P. 

aeruginosa sintetizar dioxigenases que degradam PQS (Pustelny et al., 2009). 

Segundo Häussler e Becker (2008), PQS diminui os níveis intracelulares de 

EROS,  exibindo atividade antioxidante semelhante à do ascorbato, propriedades não 

pertencentes à HHQ. Além disso, essa molécula está envolvida na tolerância da bactéria à 

raios UV. Skindersoe e colaboradores (2009), demonstraram que essa quinolona 

sinalizadora diminui a produção de IL-12 por células dendríticas derivadas da medula óssea 

estimuladas por LPS de Escherichia coli, sem alterar sua liberação de IL-10. No estudo de 

Kim e colaboradores (2010), foi revelado que PQS e HHQ suprimem a resposta imune inata 

de mamíferos, ao atrasar a degradação de IκB e consequentemente reduzir a ativação do 

fator de transcrição NF-κB, responsável pela expressão de genes de inflamação, como das 

citocinas TNF-α e IL-6. 
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4.1.2. PURIFICAÇÃO DO EXTRATO ORGÂNICO DE PH 6 

 

O espectro de massas do extrato bruto orgânico obtido no pH 6 (Figura 

4.11), mostrou o pico do íon molecular em m/z 225,0638 [M + H]+  e um pico abundante em 

m/z 247,0456 [M + Na]+, indicados pelas setas vermelhas, ambos caracterizando a molécula 

de PCA, cuja massa exata é 224,0585 Da e fórmula molecular C13H8N2O2.  

 

Figura 4.11 - Espectros de massas obtidos por ESI-qTOF do extrato orgânico de pH 6 

 

A) Modo positivo e B) modo negativo. Setas vermelhas indicam PCA. 

 

 

A partir da purificação por CCDP do extrato de pH 6 (Figura 4.12 A) foram 

visivelmente separadas três substâncias pigmentadas: composto alaranjado (1), composto 

vermelho (2) e composto amarelo (3). Estes foram extraídos da placa e posteriormente 

avaliados por CCD analítica (Figura 4.12 B e C).  
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Figura 4.12 - Processo de purificação do extrato de pH 6 por CCDP 

 

A) A fase móvel utilizada na CCDP foi clorofórmio: metanol 5%. Placa sem revelação. A fase móvel utilizada 
nas CCDs analíticas (B, C e D) foi clorofórmio: metanol 1%, sendo B) placa revelada com ácido,  C) placa 
revelada sob luz UV e D) placa revelada sob luz UV após processo de dissolução fracionada. Os números 
indicam as bandas de compostos separados que foram extraídos da placa de CCDP. Seta azul indica IQS. 
Seta verde indica composto vermelho. Seta vermelha indica PCA e colchete vermelho indica quinolina. Fração 
“A” indica PCA e fração “F” indica quinolina. Ao lado esquerdo encontra-se uma escala de fator de retenção 
(Rf). 

 

 

O composto laranja, foi obtido com alta pureza (4 mg L-1), sendo identificado 

como IQS (Figura 4.13), com pico predominante em m/z 206,0271 [M + H]+ (indicado pela 

seta vermelha). A massa exata deste composto é 205,0192 Da, cuja forma molecular é 

C10H7NO2S. 
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Figura 4.13 - Espectro de massas obtidos por ESI-qTOF de IQS 

 

Seta vermelha indica IQS. 

 

É provável que IQS tenha efeito contra fungos e bactérias, pois já foi 

reportado que seu precursor, o ácido di-hidroaruginóico sintetizado por P. fluorescens PFM2, 

mostrou atividade antimicrobiana contra Bacillus subtilis, Erwinia herbícola, Staphylococcus 

albus, Pseudomonas fluorescens e atividade antifúngica contra Pythium ultimum, Sclerotium 

rolfsii, Colletotrichum gloeosporioides e Rhizoctonia solani (Carmi et al., 1994). Mais 

recentemente, Thissera e co-autores (2020), mostraram que o IQS apresenta boa atividade 

antifúngica contra Penicillium citrinum e Aspergillus niger. 

Wang e colaboradores (2019), forneceram evidências de que IQS induz a 

apoptose de células do hospedeiro, contribuindo para a infectividade de P. aeruginosa. Além 

disso, Kaplan, Musaev e Wuest (2021) avaliaram os subprodutos ácido di-hidroaeruginóico, 

ácido aeruginóico, IQS e aeruginol, da via biossintética da pioquelina, e revelaram que essas 

moléculas são capazes de se ligarem ao ferro e promover o crescimento de P. aeruginosa, 

de forma semelhante a um sideróforo.  

O composto vermelho também foi purificado (2 mg L-1), e será caracterizado 

posteriormente. Por outro lado, a fração de número 3 (Figura 4.12 C) que contém o composto 

amarelo (indicado pela seta vermelha) ainda continha um contaminante fluorescente de Rf 

menor, indicado pelos colchetes. Para separar estes compostos desta amostra, foi utilizado 

o método de dissolução fracionada, que consistiu em utilizar metanol para solubilizar apenas 

uma das moléculas, e assim possibilitando a separação. Pela análise da placa D  da Figura 

4.12 constatou-se que foi possível purificar o composto amarelo (fração A), solúvel em 
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metanol, sem contaminantes (seta vermelha). Porém, a fração que concentrou o composto 

fluorescente (fração F) ainda continha pequena quantidade do composto amarelo. 

Esse composto amarelo purificado foi identificado por espectrometria de 

massas como PCA (Figura 4.14), apresentando o pico do íon molecular em m/z 225,065 [M 

+ H]+. A massa exata de PCA é 224,0580 Da com a fórmula molecular C13H8N2O2.  

 

Figura 4.14 - Espectro de massas obtidos por ESI-qTOF de PCA 

 
Seta vermelha indica PCA. 

 

 

A estrutura desta molécula (Figura 4.15) foi confirmada por dados de RMN. 

O espectro de 13C RMN apresenta 7 sinais de carbonos acoplados a hidrogênios, que 

poderiam corresponder aos carbonos 2, 3 e 4 no anel substituído e 6, 7, 8 e 9 no anel à 

esquerda. 
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Figura 4.15 - Estrutura do ácido fenazina-1-carboxílico (PCA) 

 

 

O espectro de 13C RMN apresentando 13 carbonos (Figura 4.16) está 

simplificado na Tabela 4.2, sendo os sinais de 13C e 1H RMN  assinalados segundo descrito 

na literatura (Luo et al., 2015; Rosandy & Khalid, 2020).  

 

 

Figura 4.16 - Espectro de ressonância magnética nuclear de 13C de PCA, em DMSO-d6, a 
25 ˚C 
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Tabela 4.2 - Assinalamentos de  1H e 13C para a molécula PCA obtidos a partir da análise 
dos espectros de ressonância magnética nuclear 

 

* Luo et al., 2015 
** Rosandy & Khalid, 2020 

 

 

O sinal mais característico é o do grupo carboxílico em 166,9 ppm, sem 

acoplamento com hidrogênio, assim como os quatro sinais de carbono quaternários do 

heterociclo. Os núcleos de hidrogênio 2, 3, 4 e 6, 7, 8, 9 tem sinais próximos e foram 

assinalados segundo os deslocamentos químicos e acoplamentos observados no espectro 

de 13C-1H HSQC (Figura 4.17), e encontrados na literatura. 

 

Posição 1H (ppm) 1C (ppm) 1H (ppm) * 1C (ppm) ** 

1 --- 128,8 --- 125,0 

2 8,51 133,8 8,54 135,1 

3 8,09 130,9 8,05 130,3 

4 8,56 134,5 8,99 137,5 

4a --- 143,7 --- 144,1 

10a --- 143,1 --- 143,4 

5a --- 141,2 --- 140,1 

6 8,33 132,9 8,35 130,1 

7 8,09 130,9 7,99 131,8 

8 8,07 133,3 8,02 133,2 

9 8,38 129,9 8,29 128,0 

9a --- 140,2 --- 139,9 

-COOH --- 166,9 --- 165,9 
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Figura 4.17 - Espectro de ressonância magnética nuclear de 1H-13C HSQC de PCA, em 
DMSO-d6, a 25 ˚C 

 

 

 

A análise de pureza deste composto foi realizada por quantificação do 

espectro de 1H RMN. A medida de integração da região de sinais de hidrogênio relativos ao 

analito principal, rA, foi de 1,00. Enquanto a soma dos sinais das regiões de contaminantes, 

rC, foi de 0,04 (Figura 4.18). Aplicadas na fórmula a quantificação relativa indicou 96% de 

pureza para o analito principal.  
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Figura 4.18 – Análise da pureza de PCA por quantificação relativa a partir do espectro de 
1H RMN 

 

 

 

Este processo de obtenção de PCA com alta pureza teve pedido de patente 

solicitado (número do processo: BR 10 2021 018835-9). Com base neste processo, foi 

avaliado a melhor forma de separar o composto fluorescente do PCA, a fim de obtê-lo com 

maior pureza. A Figura 4.19 apresenta o resultado da purificação por CCDP de uma mistura 

de PCA (indicada pela seta vermelha) e do composto fluorescente (indicada pela seta 

amarela), utilizando acetato de etila: metanol 5% para a eluição dos componentes da 

mistura.  
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Figura 4.19 - Processo de purificação conjunta de PCA e quinolina por CCDP 

 
A) A fase móvel utilizada na CCDP foi  acetato de etila: metanol 5%. A fase móvel utilizada na CCD 

analítica foi clorofórmio: metanol 1%, sendo B) placa revelada com ácido e C) placa revelada sob luz 
UV. Seta vermelha indica PCA e seta amarela indica quinolina. Fração “A” indica PCA e fração “F” 
indica quinolina. Ao lado esquerdo encontra-se uma escala de fator de retenção (Rf). 

 

 

 

A revelação sob luz UV permitiu visualizar a separação de ambas as 

substâncias, na qual foi possível extraí-las da placa. A CCD analítica das zonas purificadas 

permitiu constatar que as substâncias foram efetivamente separadas, com alto grau de 

pureza e sem perda, obtendo 3,75 mg L-1 de PCA. Através de uma CCD comparativa (Figura 

4.20), foi possível identificar essa substância fluorescente como sendo a quinolina 2-

hidroximetil-4-quinolinol (2-HM-4Q) indicada pela seta vermelha (3,1 mg L-1), utilizando como 

padrão de referência a molécula obtida por  Velasco (2020) em cultivos submersos de seis 

dias em meio de sais e  caracterizada por RMN de 1H e 13C (indicada pela letra P). O presente 

processo de obtenção desta quinolina também foi solicitado depósito de patente pelo grupo 

(número do processo: BR 10 2022 017052-5). 
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Figura 4.20 - CCDs analíticas da quinolina 2-hidroximetil-4-quinolinol purificada do extrato 
de pH 6 por CCDP 

 
A fase móvel utilizada foi clorofórmio: metanol 1%. A) Placa revelada sob luz UV e B) placa revelada com 
revelador ácido seguido de aquecimento. Fração “1” indica quinolina obtida neste processo e fração “P” indica 
um padrão de referência deste mesmo composto obtido por outro processo em trabalho prévio do grupo. Ao 
lado esquerdo encontra-se uma escala de fator de retenção (Rf). 
 
 
 
 

Esses achados nos levam a concluir que ambas as moléculas, PCA e 2-HM-

4Q são produzidas, extraídas e purificadas concomitantemente pelo processo fermentativo 

de treze dias, na presença de caseinato de sódio. 

 

 

4.1.3. PURIFICAÇÃO DO EXTRATO ORGÂNICO DE PH 4 

 

O espectro de massas do extrato orgânico de pH 4 (Figura 4.21) apresentou 

um pico intenso de íon molecular em m/z 224,0357 [M + H ]+  e em m/z 222,0195 [M – H ]-  

(indicados pelas setas vermelhas), o qual caracteriza a fenazina PCN, de fórmula molecular 

C13H9N3O, e massa exata igual a 223,0745 Da. 
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Figura 4.21 - Espectros de massas obtidos por ESI-qTOF do extrato orgânico de pH 4 

 
A) Modo positivo e B) modo negativo. Setas vermelhas indicam PCN. 

 

 

O extrato bruto de pH 4 foi purificado por CCDP utilizando como fase móvel 

clorofórmio: metanol 7% e o resultado deste processo encontra-se na Figura 4.22. Como 

observado, neste extrato ainda havia aeruginaldeído (2,5 mg L-1) (representado pelo número 

1), bem como a mistura de PCA e quinolina (1,5 mg L-1) (representados pelo número 2). 

Então, o objetivo para este extrato foi purificar as moléculas presentes no ponto de aplicação 

(representado pelo número 3). 

Sabe-se que as moléculas presentes nesta fração são altamente polares, 

uma vez que interagiram com a  sílica, e não eluíram com a fase móvel (de natureza mais 

apolar), e por isso permaneceram no ponto de aplicação. Dessa forma, o ponto de aplicação 

foi extraído da placa para ser submetido a um processo adicional de purificação por extração 

em fase sólida utilizando um cartucho de sílica C18 (apolar). Deste processo, obteve-se seis 

frações, que foram analisadas por CCD analítica (Figura 4.23). 
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Figura 4.22 - Processo de purificação do extrato de pH 4 por CCDP 

 
A fase móvel utilizada na CCDP foi clorofórmio: metanol 7%. A) Placa sem revelação e B) placa revelada sob 
luz UV. Os números indicam as bandas de compostos separados que foram extraídos da placa. Ao lado 
esquerdo encontra-se uma escala de fator de retenção (Rf). 
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Figura 4.23 – CCDs analíticas do processo de purificação da fração 3 (ponto de aplicação) 
pré-purificada por CCDP por extração em fase sólida (C18) 

 
A fase móvel utilizada foi metanol 70%. A) Placa após a eluição, B) placa revelada sob luz UV e C) placa 
revelada com orcinol seguido de aquecimento. Cores das setas indicam possíveis compostos diferentes. Ao 
lado esquerdo encontra-se uma escala de fator de retenção (Rf). 

 

 

Compostos vermelhos de natureza muito polar foram visivelmente obtidos 

com bastante pureza, como mostram as placas A e B. Aparentemente, pela coloração e 

formato característicos, acreditamos que as frações 1 (9,3 mg L-1) e 2 (1,43 mg L-1) (setas 

azuis) se tratam do mesmo composto, as frações 3 (7,81 mg L-1) e 4 (3,75 mg L-1) (setas 

vermelhas) de outro composto semelhante, e a sexta fração (0,93 mg L-1) (setas verdes) 

extraída com acetonitrila seja outro composto. No placa C, revelado com orcinol, a quinta 

fração apresenta grande quantidade de contaminante extraído com metanol, que foi 

separado das demais frações, e que possivelmente são ramnolipídeos. 

Estes compostos ainda necessitam identificação, mas podemos inferir que 

em uma ou mais frações há PCN, pois esses resultados corroboram com os achados de 

Oliveira (2021) que obteve PCN com elevado grau de pureza nestas condições. 
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4.1.4. PURIFICAÇÃO DO EXTRATO ORGÂNICO DE PH 2 

 

Os espectros de massas do extrato orgânico de pH 2 (Figura 4.24) mostram 

picos referentes ao íon molecular de PCN em m/z 224,0356 [M + H ]+  e em m/z 222,0195 

[M – H ]- (indicados pelas setas). 

 
 

Figura 4.24 - Espectros de massas obtidos por ESI-qTOF do extrato orgânico de pH 2 

 
A) Modo positivo e B) modo negativo. Setas vermelhas indicam PCN. 

 

 

O extrato de pH 2 foi purificado por CCDP (Figura 4.25) e da mesma forma 

que o anterior foi possível constatar a presença de aeruginaldeído (2,2 mg L-1) (representado 

pelo número 1) e de PCA + quinolina (1,1 mg L-1) (representados pelo número 2), sugerindo 

que estas moléculas, apesar de serem extraídas mais abundantemente no pH 6, ainda são 

extraídos, como resquícios, subsequentemente nos pHs 4 e 2.  
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Figura 4.25 – Processo de purificação do extrato de pH 2 por CCDP 

 
A fase móvel utilizada na CCDP foi clorofórmio: metanol 7%. A) Placa sem revelação e B) placa revelada sob 
luz UV. Os números indicam as bandas de compostos separados que foram extraídos da placa. Ao lado 
esquerdo encontra-se uma escala de fator de retenção (Rf). 
 

 

Foi realizado um passo adicional de purificação do ponto de aplicação, 

submetendo-o a processo de extração em fase sólida utilizando cartucho de C18, seguindo 

a mesma sequência utilizada anteriormente para o ponto de aplicação do extrato de pH 4. 

Os resultados encontram-se na Figura 4.26.  

Pigmentos vermelhos com alto grau de pureza foram obtidos deste 

processo. Os compostos, aparentemente são os mesmos encontrados  no extrato de pH 4, 

e PCN provavelmente foi purificada em alguma(s) da(s) fração(ões). Setas nas mesmas 

cores sugerem compostos iguais. Os rendimentos obtidos foram 12,5; 0,46; 3,35; 3,28; 10,78 

e 1,81 mg L-1, para cada fração. Ramnolipídeos (indicados pela seta roxa) foram separados 

na quinta fração. 
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Figura 4.26 – CCDs analíticas do processo de purificação da fração 3 (ponto de aplicação) 
pré-purificada por CCDP por extração em fase sólida (C18) 

 
A fase móvel utilizada foi metanol 70%. A) Placa após a eluição, B) placa revelada sob luz UV e C) placa 
revelada com orcinol seguido de aquecimento. Cores das setas indicam possíveis compostos diferentes. Ao 
lado esquerdo encontra-se uma escala de fator de retenção (Rf). 
 

 

4.2. EXTRATOS ORGÂNICOS DO CULTIVO SEM ADIÇÃO DE CASEINATO DE SÓDIO 

 

O sobrenadante do cultivo de três dias em meio de sais sem caseinato de 

sódio foi extraído com acetato de etila, originando extratos orgânicos ácido (pH 2) e alcalino 

(pH 11) de colorações distintas, como mostra a Figura 4.27. 
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Figura 4.27 - Processo de extração ácido-base do sobrenadante livre de células do cultivo 
de três dias em meio de sais nos pHs 11 e 2 

 
Acima, mostra o processo de extração com acetato de etila nos pH’s 11 e 2, respectivamente. As setas indicam 
a fase orgânica da extração. Abaixo, mostra os extratos brutos orgânicos de cada extração (fases orgânicas) 
após evaporação do solvente. 

 

 

Ambos os extratos foram avaliados por CCD analítica (Figura 4.28), em 

comparação com  o padrão comercial de PQS e os padrões identificados de IQS e PCA.  

Como observado, o extrato alcalino apresenta PQS (indicado pelos colchetes vermelhos), 

enquanto o extrato ácido possui IQS (indicado pela seta laranja) e PCA (indicado pela seta 

amarela). 
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Figura 4.28 - CCDs analíticas dos extratos brutos orgânicos nos pHs 11 e 2 

 
A fase orgânica utilizada foi clorofórmio: metanol 1%. A) Placa revelada sob luz UV, B) placa revelada com 
revelador ácido e C) placa revelada com revelador ácido seguido de aquecimento. Setas laranjas indicam IQS, 
setas azuis indicam PCA e colchetes vermelhos indicam PQS. Ao lado esquerdo encontra-se uma escala de 
fator de retenção (Rf). 
 
 

Os rendimentos médios dos extratos orgânicos de três cultivos separados 

foram de 283,04 ± 85,61 e 391,86 ± 150,16 mg para os pHs 11 e 2 respectivamente.  

 

 

4.2.1. PURIFICAÇÃO DO EXTRATO ORGÂNICO DE PH 11 

 

PQS foi purificado por CCDP a partir do extrato bruto alcalino, utilizando uma 

placa de sílica ativada como fase estacionária e como fase móvel diclorometano: metanol 

5%. A Figura 4.29 mostra o resultado desse processo, no qual foi purificado além do PQS 

(representado pelo número 2) um outro composto desconhecido de coloração amarela 

(representado pelo número 1).  

A fim de melhorar a pureza, o composto amarelo passou por outro processo 

de purificação por CCDP (Figura 4.30), porém utilizando uma fase móvel mais apolar, 

constituída apenas de diclorometano. Nesta eluição, o fator de retenção da molécula 
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desconhecida (indicada pela seta vermelha) diminuiu, permitindo uma melhor separação dos 

contaminantes. 

 

Figura 4.29 - Processo de purificação do extrato de pH 11 por CCDP 

 
A fase móvel utilizada foi diclorometano: metanol 5% e a placa foi ativada com KH2PO4 5%. A) Placa sem 
revelação e B) revelada sob luz UV. Os números indicam as bandas de compostos separados que foram 
extraídos da placa. Ao lado esquerdo encontra-se uma escala de fator de retenção (Rf). 
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Figura 4.30 -  Re-purificação do composto de número 1 obtido do processo anterior, por 
CCDP 

 
A fase móvel utilizada foi diclorometano puro. A) Placa sem revelação e B) revelada sob luz UV. A seta indica 
o composto de interesse purificado. Ao lado esquerdo encontra-se uma escala de fator de retenção (Rf). 

 

 

Estes dois compostos purificados foram avaliados por CCD comparativa 

(Figura 4.31) e com base nos padrões utilizados (IQS, PCA e PQS) pôde-se constatar que 

a substância 1 trata-se de aeruginaldeído (indicado pela seta laranja), com rendimento de 

6,4 mg L-1, como pode ser observado nas placas A, B e C. Já a fração 2 contém PQS 

(indicado pelos colchetes vermelhos), com rendimento de 4,1 mg L-1 (placa D), o qual pôde 

ser melhor visualizada utilizando uma placa ativada com solução de KH2PO4 5%, que foi 

eluída com a fase móvel diclorometano: metanol 5%. 
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Figura 4.31 - CCDs analíticas das frações provenientes do processo de purificação do 
extrato básico por CCDP 

 
A fase móvel utilizada em A, B e C foi clorofórmio: metanol 1%. A) placa revelada sob luz UV, B) placa revelada 
com revelador ácido e C) placa revelada com revelador ácido seguido de aquecimento. A fase móvel utilizada 
em D foi diclorometano: metanol 5%. As placas foram ativadas com KH2PO4 5%. Setas laranjas indicam 
aeruginaldeído, setas amarelas indicam PCA e colchetes vermelhos indicam PQS. Ao lado esquerdo encontra-
se uma escala de fator de retenção (Rf). 
 

 

 

4.2.2. PURIFICAÇÃO DO EXTRATO ORGÂNICO DE PH 2 

 

O extrato bruto ácido também foi purificado por CCDP. A Figura 4.32 mostra 

o resultado deste processo, que separou a molécula de IQS (seta vermelha) e de PCA (seta 

verde), utilizando clorofórmio: metanol 5% como fase móvel. 
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Figura 4.32 - Primeiro processo de purificação por CCDP de IQS presente no extrato bruto 
orgânico de pH 2 

 
A fase móvel utilizada foi clorofórmio: metanol 5%. A seta vermelha indica IQS e seta verde indica PCA. Ao 
lado esquerdo encontra-se uma escala de fator de retenção (Rf). 
 
 
 

Com o objetivo de melhorar a pureza, a molécula de IQS purificada      

anteriormente, foi repurificado por CCDP, utilizando a mesma fase móvel (Figura 4.33 A e 

B). Após esses processos de purificação pôde ser constatado por CCD analítica que a 

substância obteve alto grau de pureza, com rendimento de 3,38 mg L-1, ao ser comparada 

com o seu padrão (Figura 4.33 C). 
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Figura 4.33 – Repurificação de IQS obtido do processo anterior, por CCDP 

 
A fase móvel utilizada foi clorofórmio: metanol 5%. A) Placa sem revelação e B) placa revelada sob luz UV. C) 
Fase móvel utilizada foi clorofórmio: metanol 1%. A seta vermelha indica IQS. Ao lado esquerdo encontra-se 
uma escala de fator de retenção (Rf). 
 

 

PCA, indicado pela seta verde na Figura 4.32, também foi purificado, com 

rendimento de 3 mg L-1. O resultado deste processo encontra-se na CCD analítica da Figura 

4.34. Diferentemente do PCA purificado do cultivo de 13 dias, este não apresentou a 

presença concomitante da quinolina, que seria uma substância de Rf menor e fluorescência 

opaca nesta fase móvel. Esses dados são consistentes com aqueles encontrados por 

Velasco (2020), que demonstrou que a quinolina é produzida a partir do sexto dia de cultivo 

em meio de sais. 
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Figura 4.34 - CCDs analíticas de PCA purificado do extrato ácido por CCDP 

 
A fase móvel utilizada foi clorofórmio: metanol 1%. A) placa revelada sob luz UV, B) placa revelada com 
revelador ácido e C) placa revelada com revelador ácido seguido de aquecimento. Ao lado esquerdo encontra-
se uma escala de fator de retenção (Rf). 
 
 

 

4.3. MODELAGEM MOLECULAR DOS COMPOSTOS OBTIDOS 

 
Os resultados da modelagem molecular dos principais compostos obtidos 

nos dois processos de extração ácido-base corroboraram com os resultados experimentais, 

uma vez que foi possível identificar as moléculas extraídas em diferentes pHs e seus 

respectivos estados de protonação, por meio das análises das seguintes propriedades físico-

químicas: pKa, coeficiente de partição, solubilidade em água e ponto-isoelétrico.   
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4.3.1. PCA 

 

A Figura 4.35 apresenta os resultados dos cálculos dos valores de pKa e a 

distribuição das microespécies, em porcentagem molar, da molécula de PCA nos diferentes 

pHs. O pKa ácido mais forte é igual a 3,72 e o pKa básico mais forte é 2,59.  Conforme 

mostra o gráfico, a espécie de PCA desprotonada no grupo carboxílico (indicado na cor 

verde) prevalece nos pHs superiores a 6 e no pH 4 essa espécie predomina com 

aproximadamente 65%. Já no pH 2, a molécula protonada no grupo ácido carboxílico e no 

átomo de nitrogênio do anel (indicado na cor amarela) é a mais abundante apresentando 

aproximadamente 78%. 

 

Figura 4.35 – Valores de pKa calculados e distribuição das microespécies (% molar) da 
molécula de PCA 

 

As linhas vermelhas indicam os pHs que a molécula foi extraída experimentalmente. 
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Esses dados são consistentes com a obtenção de PCA no pH 6 no cultivo 

B, uma vez que a forma desprotonada da molécula (indicada em verde) é polar, 

apresentando solubilidade parcial (Figura 4.36) em solvente apolar (logD = 0,42). Assim, o 

gráfico do coeficiente de partição (em vermelho) explica o porquê desta molécula não ser 

obtida no pH 11 (logD = -0,81) e que parte da extração ocorreu nos pHs 4 (logD = 2,21)  e 2 

(logD = 2,02) devido a não ter sido totalmente extraído no pH 6 (parcialmente solúvel), uma 

vez que PCA apresenta maior solubilidade em solvente apolar nos pHs 4 e 2. Isto também 

explica PCA ser obtido no pH 2 da extração com acetato de etila do cultivo em meio de sais 

(cultivo A). 

Este gráfico também mostra a solubilidade do PCA em água (em azul). A 

partir do pH 6,3 a molécula apresenta alta solubilidade em água (aproximadamente 224 

mg mL-1). É interessante observar que a curva de solubilidade em água apresenta seus 

valores mínimos entre os pHs 4 e 2, voltando a ficar solúvel em valores de pH iguais a 0 

(224  mg mL- 1). Estes dados são importantes, pois auxiliam a previsão de qual o pH indicado 

(neste caso em torno de 7) para solubilizar a molécula em meio aquoso, para posterior 

aplicação. 

 

Figura 4.36 – Coeficiente de partição e solubilidade da PCA em água  

 
logD é o logaritmo do coeficiente de partição octanol-água. 
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O gráfico da Figura 4.36 ainda demonstra que o pH 3 é o melhor para 

extração deste composto, obtendo-o em sua forma neutra (indicada em azul escuro) e, 

portanto, mais apolar e solúvel em solventes apolares e menos solúvel em água. 

Esse dado de solubilidade em pH 3 também pode ser relacionado ao valor 

do ponto isoelétrico da molécula. Como mostra o gráfico da Figura 4.37, o ponto isoelétrico 

do PCA é aproximadamente 3. Ou seja, neste valor de pH, PCA não apresenta carga elétrica 

líquida. 

 

 

Figura 4.37 - Ponto isoelétrico do PCA 

 

 

 

 

4.3.2. PCN 

 

A distribuição de cinco formas da molécula de PCN em diferentes pHs está 

apresentada na Figura  4.38. A forma neutra (indicada pela cor azul) prevalece nos pHs 

superiores a 2. No pH 1,3 a distribuição das formas em azul e verde é de 50%. O pKa ácido 

mais forte é igual a 14,16 e o pKa básico mais forte é 1,32. 
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Figura 4.38 - Valores de pKa calculados e distribuição das microespécies (% molar) da 
molécula de PCN 

 

As linhas vermelhas indicam os pHs que a molécula foi extraída experimentalmente. 

 

 

O cálculo da solubilidade em água e o coeficiente de partição de PCN está 

representado pelo gráfico da Figura 4.39, apresentando maior solubilidade em solvente 

apolar (em vermelho) a partir de pH 2 com valores de logD entre 1,83 (pH 2) e 1,91 (pH 11). 

Estes dados sugerem que PCN é extraída em todos os pHs utilizados, porém até o momento 
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constatamos a presença desta molécula nos extratos brutos de pHs 4 e 2, segundo análise 

por espectrometria de massas.  Além disso, apresenta baixa solubilidade em água, 

possuindo solubilidade de aproximadamente 12 mg mL-1 em pH 0.  

 

 

Figura 4.39 – Coeficiente de partição e solubilidade da PCN em água 

 
logD é o logaritmo do coeficiente de partição octanol-água. 
 

 

Conforme mostra a Figura 4.40, o valor do  ponto isoelétrico da PCN foi 

calculado como 7,73. 
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Figura 4.40 - Ponto isoelétrico da PCN 

 

 

 

4.3.3. IQS 

 

De acordo com as propriedades preditas, IQS apresenta três formas 

possíveis representadas em cores diferentes, com pKa ácido mais forte de 8,89 e o pKa 

básico mais forte de 0,42 (Figura 4.41). No pH 11 a forma desprotonada de IQS prevalece 

(indicada pela cor amarela), com distribuição de 99,23%. Já nos pHs 6, 4 e 2 a forma neutra 

(indicada pela cor azul) é a mais abundante. 
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Figura 4.41 - Valores de pKa calculados e distribuição das microespécies (% molar) da 
molécula de IQS 

 
As linhas vermelhas indicam os pHs que a molécula foi extraída experimentalmente. 

 

 

Em relação à solubilidade em n-octanol (Figura 4.42), IQS é mais solúvel 

nos pHs 6, 4, e 2 (logD  = 2,74) e apresenta solubilidade parcial no pH 11 (logD = 0,91). Isso 

explica a  obtenção de IQS nos extratos de pHs 6, 4 e 2 do cultivo de treze dias com 

caseinato (cultivo B), bem como a presença desta molécula nos extratos de pHs 11 e 2 no 

cultivo de três dias em meio de sais (cultivo A). Por outro lado, IQS apresenta alta 

solubilidade em água a partir do pH 11,4 (aproximadamente 205 mg mL-1). O valor do ponto 

isoelétrico calculado para esta molécula é 4,65 (Figura 4.43). 
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Figura 4.42 – Coeficiente de partição e solubilidade em água do IQS 

 
logD é o logaritmo do coeficiente de partição octanol-água. 

 

 

Figura 4.43 – Ponto isoelétrico do IQS 
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4.3.4. PQS 

 

PQS possui valor de pKa igual a 9,96 (Figura  4.44) e quatro possíveis 

estados de ionização. No pH 11, no qual foi extraído PQS em ambos os processos 

fermentativos empregados para os cultivos A e B, a espécie prevalente, com 

aproximadamente 75%, é desprotonada no heteroátomo de nitrogênio (indicada pela cor 

amarela). Porém, é mais abundante a molécula em sua forma neutra (mais apolar) entre os 

pHs 0 e 8.  

Dessa forma, essa quinolona é mais solúvel em n-octanol em pHs que 

variam entre 0 e 8 (Figura 4.45), com valor aproximado de logD = 4,11. Como observado, 

PQS apresenta pouca solubilidade em água, em pH 14 a solubilidade é aproximadamente 

29 mg mL-1. O valor do ponto isoelétrico da PQS é 4,1 (Figura 4.46). 

 

Figura 4.44 - Valores de pKa calculados e distribuição das microespécies (% molar) da 
molécula da PQS 

 
A linha vermelha indica o pH que a molécula foi extraída experimentalmente. 
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Figura 4.45 – Coeficiente de partição e solubilidade em água da PQS 

 
logD é o logaritmo do coeficiente de partição octanol-água. 

 

 

Figura 4.46 - Ponto isoelétrico da PQS 
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4.3.5. 2-HM-4Q 

 

A quinolina 2-HM-4Q apresentou pKa ácido mais forte de 10,05 e três 

possíveis formas (Figura 4.47). Em pH 11 a forma mais abundante é a desprotonada no 

átomo de nitrogênio do anel (indicada em vermelho), enquanto entre os pHs 0 e 8 prevalece 

a molécula neutra (indicada em azul). 

 

Figura 4.47  - Valores de pKa calculados e distribuição das microespécies (%) da quinolina 

 
A linha vermelha indica o pH que a molécula foi extraída experimentalmente. 

 

 

No presente trabalho, obtivemos a quinolina em pH 6, ou seja, na forma 

neutra. Velasco (2020), obteve o mesmo composto ao extrair o sobrenadante de cultivo de 
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seis dias em meio de sais, no pH 11 com acetato de etila. Então, possivelmente houve uma 

extração parcial deste composto no pH básico, sendo obtido em sua forma desprotonada 

(indicada em vermelho). 

De acordo com a Figura 4.48, esta quinolina é mais solúvel em solventes 

orgânicos entre os pHs 0 e 9, com logD aproximado em 0,83. Em relação à solubilidade em 

água, a quinolina apresenta alta solubilidade a partir do pH 12, atingindo aproximadamente 

175 mg mL-1. Esse composto apresenta carga nula entre os pHs 0 e 8 não sendo possível 

definir um único ponto isoelétrico (Figura 4.49). 

 

Figura 4.48 – Coeficiente de partição e solubilidade da quinolina em água 

 
logD é o logaritmo do coeficiente de partição octanol-água. 
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Figura 4.49 – Ponto isoelétrico da quinolina 
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Capítulo 5  

ARTIGO PARA PUBLICAÇÃO 
 

Neste capítulo estão apresentados os resultados e discussão, no formato de 

artigo, sobre a aplicação de Di-ramnolipídeos purificados de P. aeruginosa em modelos de 

dor e inflamação, realizada no Laboratório de Dor, Inflamação, Neuropatia e Câncer, da 

Universidade Estadual de Londrina. A intenção  é a publicação desse trabalho na revista 

International Journal of Biological Macromolecules, com o título “Di-rhamnolipids from 

Pseudomonas aeruginosa reduces pain behaviors, leukocyte recruitment and superoxide 

anion production”. 
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ABSTRACT 

 

Inflammatory pain is caused by the release of inflammatory mediators that sensitize 

peripheral nociceptive sensory neurons. In this sense, it is relevant to seek new therapeutic 

approaches with fewer adverse effects. Thus, we aimed to obtain di-rhamnolipid (Di-RL), a 

biosurfactant produced by Pseudomonas aeruginosa, in an unprecedented production and 

purification process, and to investigate the effects of this purified compound (pDi-RL) in 

animal models of pain and inflammation induced by carrageenan, acetic acid and formalin. 

The mice were pre-treated with pDi-RL at doses of 0.3 and 3 mg/kg, subcutaneously, 30 

minutes before stimulus administration. pDi-RL at a dose of 3 mg/kg reduced mechanical 

hyperalgesia and leukocyte infiltrate in plantar skin induced by carrageenan, overt pain 

behaviors induced by formalin and acetic acid. Furthermore, it reduced the number of total 

leukocytes, mono and polynuclear cells and the production of superoxide anion induced by 

carrageenan in the peritoneal lavage. Thus, we demonstrate for the first time the analgesic 

and anti-inflammatory effects of di-rhamnolipid in these models of pain and inflammation. 
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INTRODUCTION 

 

Inflammation is a natural protective response of the body, which occurs to combat 

tissue damage, with the aim of restoring tissue homeostasis[1]. When recognizing the harmful 

agent, resident cells, such as macrophages and mast cells, lead to the activation of the 

nuclear factor kappa B (NF-κB), responsible for the transcription of pro-inflammatory 

mediators, such as adhesion molecules and the cytokines as tumor necrosis factor (TNF-α), 

interleucin (IL)- 1β, IL-6 and IL-8 [2]. These cytokines stimulate the production of more 

cytokines and other mediators of inflammation by endothelial cells, such as chemokines, 

vasoactive amines, leukotriene and prostaglandin, which are responsible for increased 

vascular permeability and increased chemotaxis [3]. Through a chemotactic gradient, 

chemokines such as CXCL1 together with adhesion from the selectin family, recruit 

leukocytes to the inflamed focus [4].  

In acute inflammation, these recruited leukocytes are monocytes and mainly 

neutrophils, which produce reactive oxygen species (ROS), such as superoxide anion and 

nitric oxide [5,6]. The superoxide anion gives rise to other ROS, such as hydroxyl radical, 

hypochlorous acid and singlet oxygen [7], which cause tissue damage triggered by oxidative 

stress [8]. 

One of the characteristic signs of the inflammatory response is pain, an important 

signal that indicates damage to the organism [9]. Inflammatory pain is caused by the release 

of inflammatory mediators that sensitize primary sensory neurons (nociceptors) [10]. 

Recruited neutrophils play an important role in pain, since these cells produce prostaglandin 

E2 (PGE2), a mediator that acts on EP2 and EP4 nociceptors in neurons, causing neuronal 

sensitization and activating the transmission of painful stimuli [11]. In addition, neutrophils 

are also induced to produce cytokines, such as TNF-α and IL-1β, and superoxide anion [5]. 

The exacerbated production of superoxide anion activates signaling pathways that contribute 

to improving its own production [6], and triggers a cascade of events that stimulate NF-kB to 

produce inflammatory molecules, such as TNF-α and IL-1β, that amplify inflammation and 

pain [12–14]. 

Pharmacological control of pain is mostly performed using non-steroidal anti-

inflammatory drugs. However, there is evidence that the use of this type of drug causes 
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significant adverse effects. Therefore, it is of great importance to develop new drugs that 

control pain and inflammation and do not cause as many side effects [15]. 

Rhamnolipids (RL) are glycolipids consisting of one or two rhamnose molecules, 

respectively called mono and di-rhamnolipids (Di-RL), linked to β-hydroxylated fatty acids 

[16,17]. This class of compounds are biosurfactants produced by the bacterium 

Pseudomonas aeruginosa as a mixture of congeners, being varieties of mono and Di-RL [18]. 

RLs have known antibacterial [19–21] and antifungal [19,22] action, and are widely used in 

agriculture, bioremediation and in the oil, food, cosmetics, pharmaceuticals and cleaning 

products industries [17]. They are the most studied biosurfactants, due to their high 

production yield, excellent physicochemical properties, biodegradability and high stability 

under extreme conditions [16,23]. The main congener produced, Di-RL, is cytotoxic against 

some types of human cancer cells [22] and is an important agent in healing different types of 

wounds in animal models [24–26]. In addition, this molecule has low toxicity and its use is 

safe, being approved by the Food and Drug Administration for use in vegetable, fruit and 

legume crops [27]. In this sense, we sought to purify Di-RL produced by P. aeruginosa and 

test its therapeutic effects in murine models of inflammatory pain. 

 

 

MATERIAL AND METHODS 

 

Production and extraction of rhamnolipids 

Pseudomonas aeruginosa PAO1 was the strain used for RL production [28]. PAO1 

was stored in Luria-Bertani (LB) broth with 20 % glycerol at – 80 °C. Seed culture was 

prepared by inoculating colonies from LB agar plate into 25 mL of LB broth, within a 125-mL 

Erlenmeyer flask. The culture was incubated at 37 °C, 200 rpm in an orbital shaker until mid-

exponential phase (optical density at 600 nm between 0.6 to 0.8). 2.0 mL of mid-exponential 

phase seed culture was inoculated into a 250-mL Erlenmeyer flask containing 100 mL sterile 

salt solution, contained, per liter, 3.0 g KH2PO4, 7.0 g K2HPO4, 0.2 g MgSO4∙7H2O, 1 g 

(NH4)2SO4 and 3% (v/v) glycerol. Submerged cultivations were incubated in orbital shaker at 

200 rpm for 9 days at 37 °C. Cultures were interrupted by centrifugation for 20 min at 2500g 

[29,30]. The cell-free supernatant was acidified to pH 2 with 1 M HCl solution and stored at 4 
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°C for 5 days, followed by centrifugation for 25 min, 2500g at 4°C. The RL pellet was extracted 

with chloroform–methanol (9:1, v/v). The organic solvents were evaporated through reduced 

pressure at 60 °C giving rise to a crude extract of RL, which was solubilized in distillated 

water and lyophilized. 

 

Rhamnolipids purification 

A silica cartridge purification procedure was carried according to Mello (2019); briefly, 

the cartridge consisted of a 5 mL tip packed with 300 mg of silica Gel 60 PF254 (Merck®), 

activated with 5 ml of methanol followed by a cleaning step with 5 ml of dichloromethane. The 

lyophilized crude RL was solubilized in methanol and applied directly on the silica cartridge, 

followed by two steps of cleaning with 5 ml of dichloromethane and 5 ml of chloroform: 2% 

methanol. Purified Di-RL (pDi-RL) was recovered by elution of 5 ml methanol: 2% acetic acid 

[31]. The purified Di-RL (pDi-RL) was evaluated by orcinol stained thin layer chromatography 

(TLC), on silica (DC-Fertigfolien ALUGRAM® Xtra SIL G/UV254, 20×20 cm), with a mobile 

phase of chloroform-methanol-acid acetic (65:15:2). pDi-RL was also subjected to mass 

spectrometry analysis and liquid nuclear magnetic resonance. The first was performed on a 

high-resolution Impact II mass spectrometer (Bruker Daltonics Corporation, Germany) with 

Q-TOF geometry, equipped with an electrospray type ionization source, operated in negative 

modes with an acquisition rate of 1 Hz (MS and MS/MS) in the mass range of m/z 50 – 600. 

The analyzes were performed with a capillary voltage of 4.0 kV; source temperature 180 °C; 

and desolvation gas flow 4 L min-1. MS/MS experiments were performed using collision-

induced dissociation (CID) with a collision energy ramp in the range of 15 – 40 eV. For nuclear 

magnetic resonance (NMR) analysis, 1H and 13C spectra were obtained in a direct Bruker 

Avance III spectrometer 400 MHz operating at a frequency of 400.6 MHz for 1H, and 100 

MHz for 13C using a 5 mm probe, BBO, at 25°C. Chemical shifts (δ) for hydrogen are 

expressed in ppm and calibrated according to the TMS signal do not show CDCl3 at 0 ppm. 

For carbon, the scale with units in ppm was also used and calibrated with internal TMS at 0 

ppm. 

 

Animals 

Swiss mice were used in this study, male or female, (20-25g) from Londrina State 

University, Londrina, Paraná, Brazil. Mice were kept in standard clear cages with water and 
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food ad libitum, in a light/dark cycle (12/12 h) and controlled temperature (21ºC). The 

behavior experiments were carried out between 9 a.m. and 5 p.m. in a temperature-controlled 

room. The animals were euthanized by inhalation of 5% isoflurane followed by 

exsanguination. This study was approved by the animal welfare from Londrina State 

University (037.2020 CEUA-UEL). All efforts were made to minimize animal numbers and 

suffering. 

 

Drugs 

The compounds used in this study were saline (NaCl 0.9%, Eurofarma Laboratórios 

S.A., Ribeirão Preto, SP, Brazil), carrageenan (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, 

USA), nitroblue tetrazolium dye (NBT), hematoxylin, eosin (Laborclin, Pinhais, PR, Brazil), 

xylene (Synth, Diadema, SP, Brazil), acetic acid and formaldehyde (Mallinckrodt Baker, S.A., 

Mexico, Mexico City) and pDi-RL obtained as aforementioned. 

 

Experimental procedures 

Mice were treated subcutaneously with pDi-RL (0.3 and 3 mg/kg) or vehicle (saline 

0.9%) 30 minutes before carrageenan administration intraperitoneally (1 mg, 100 µL; i.p.) or 

intraplantar (i.pl.; 300 µg, 20 µL). Saline group was used as negative control. Mechanical 

hyperalgesia was assessed using an von Frey filaments or its electronic version at 1, 3, and 

5 h after carrageenan stimuli by von Frey electronic. The dose of 3 mg/kg of Di-RL was 

chosen for the following experiments. Overt pain-like behavior was evaluated through paw 

flinches induced by formalin (1.5%, 20ul, i.pl), or writings induced by acetic acid. The number 

of paw flinches was assessed over 30 minutes after administration, and writings during 20 

minutes after stimuli. Paw histopathology was assessed after 5h carrageenan induced 

inflammatory pain. Total leukocyte recruitment, polymorphonuclear and, mononuclear cells 

were assessed in the peritoneal lavage 5h after carrageenan-induced peritonitis. Moreover, 

superoxide anion-positive recruited leukocytes were also evaluated 5h after carrageenan-

induced peritonitis. 
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Mechanical hyperalgesia test 

Mechanical hyperalgesia was assessed by the electronic von Frey method [32]. This 

test consists of applying a mechanical stimulus to the animals' hind paw, with a 0.5 mm2 

diameter tip. Thus, increasing pressure was applied to the right hind paw until the pressure 

required for the paw withdrawal response was recorded, and the force (g) required to induce 

this nociceptive response was quantified by a digital analgesimeter (Insight®). The results 

were expressed by the delta value (Δ), obtained by the difference between the measurement 

of each animal on the time points 1, 3 and 5 h after the stimulus with carrageenan (i.pl.; 300 

µg, 20 µL) and the measurement before the stimulus (baseline).  

To measure the mechanical nociceptive threshold, the von Frey filament test 

(Aesthesio®) was also performed, as described by Chaplan et al. (1994) [33]. The 

mechanical stimulus was applied to the animal's right hind paw, using a set of filaments of 

von Frey with increasing bending forces (0.07, 0.16, 0.4, 0.6, 1.0, 1.4, 2.0 and 4.0 g). Each 

filament was kept in the paw for 2 to 3 seconds, being slightly flexed and the pressure caused 

by a given filament was detected by the movement of withdrawal of the paw. In the absence 

of a paw withdrawal response to the initially selected filament, a thicker filament 

corresponding to a stronger stimulus was used. In the case of paw withdrawal, a weaker 

stimulus was used. The analysis of the result was carried out by a computer program, the 

UDReader (Up–Down Reader) as described previously by Gonzalez-Cano et al. (2018) [34]. 

The results were expressed by the log of gross values. 

 

Writhing test 

Writhing was induced by an i.p. stimulus with acetic acid (0.8%). Each mouse was 

individually placed in a glass cylinder and the writhing behavior was assessed. Results are 

expressed by the total number of writhes over 20 minutes [35]. 

 

Formalin test 

Mice were stimulated i.pl. with 1.5% formalin solution (1.5% formaldehyde) which 

induced a biphasic response over 30 minutes. The neurogenic phase is observed for 0-5 

minutes and the inflammatory phase between 10-30 minutes after the formalin stimulus. The 
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number of paw flinches was counted during both phases. Results were indicated by the 

number of flinches in both phases [36]. 

Histology 

After 5h of carrageenan-induced inflammatory pain, plantar skin tissue was dissected 

for histopathological analysis. The samples were stored in 10% formalin for 24h and then 

washed in running water for 2h. Subsequently, plantar skin was dehydrated in ethanol baths 

with increasing concentrations (70%, 80%, 95% and 100%), followed by diaphanization with 

xylene for paraffin embedment. Six slices of each sample were cut in a serial interrupted 

manner. Slides were stained with hematoxylin-eosin (H&E) and imaged by optical microscopy 

at 40×. Finally, the photos were analyzed using the Image J® software [37] to assess the 

leukocyte infiltrate through pixels, given in percentage of cells per dermal area.  

 

Peritonitis 

Peritonitis was induced by an i.p. stimulus with carrageenan (1 mg per peritoneal 

cavity) for 5h. The peritoneal cavity was washed using 1 mL of 2mM EDTA containing 0.5% 

of BSA. The total number of leukocytes was counted in a Neubauer chamber using Turk's 

solution to lyse hemaeces (10 uL lavage plus 180 uL Turk’s solution). Differential counting 

was performed by preparing slides stained by Romanowsky stain-based method (Fast 

Panoptic Kit, Laborclin, Pinhais, PR, Brazil). The results were presented as the number of 

total leukocytes, polymorphonuclear and mononuclear cells x 106 [38,39]. 

 

Nitro tetrazolium blue (NBT) assay 

Peritoneal lavage was collected 5h after carrageenan stimulus. Superoxide anion-

positive leukocytes were assessed by NBT assay. Cells suspension was incubated an equal 

part of NBT solution (1 mg mL-1) and added to a slide for later counter stained by 

Romanowsky stain-based method (Fast Panoptic Kit, Laborclin, Pinhais, PR, Brazil). The 

results were the number of NBT positive cells x106 [40]. 
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Statistical analysis 

 Results are presented as mean ± SEM of 6 mice per group per experiment and are 

representative of two separate experiments. Two-way repeated measures analysis of 

variance (two-way ANOVA) followed by Tukey’s post hoc were used to compare groups and 

doses at all time points when responses were measured at different time points after stimulus 

injection (mechanical hyperalgesia assessment). One-way ANOVA followed by Tukey’s post 

hoc was performed for data from single time point experiments. For histological analyses was 

used the Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s post hoc. p < 0.05 was considered 

statistically significant. All data analyses were performed using GraphPad Prism® 9.0 

(GraphPad Software, San Diego, California USA). 

 

 

RESULTS 

Rhamnolipids production  

First, RL production was evaluated by liquid submerged cultivation, using a very basic 

composition medium (salt solution plus glycerol as carbon source), in which, 3.5 g/L of RL 

was reached after 8 days of cultivation (Table 1). The achieved RL yield was not so 

impressive. Wide range of RL concentration have been reported, from 0.43 g/L using palm 

fatty acid distillate as sole under batch fermentation [41] to 70.56 g/L, in soybean oil fed-batch 

pH stage-controlled fermentation [42].  

 

Table 1- Rhamnolipids production and purification: yields, composition, and purity 

 

 

Rhamnolipids 

yield  

(g/L) 

Purity 
Di-

rhamnolipids 
Rha2C10C10 

Recovery 

Rate 

Rhamnolipids 3.5 ± 0.4a - - - - 

Crude Extract 1.5 ± 0.2a > 90.0 %c 95.1 %e 72.4 %e - 

Purified di-RL 0.7 ± 0.1b 99.0 %d 97.5 %e 79.3 %e 52.3 %f,g 

a Values plotted are the means of triplicate flasks ± the standard error of the mean. 
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b Values plotted are the means of duplicate ± the standard error of the mean. 
C Estimated by the sum of integrated signals rhamnolipids proton spectra (Fig S2) 
d Calculated through NMR proton spectra analysis (Fig S5) 
e Calculated through mass spectrometry (Table 2) 
f Percentage of recovery of purified rhamnolipids from crude extract  
 

Production processes that usually reach expressive yields are those based on 

complex-composition substrates, mostly, the hydrophobic ones [29,43] and in bioreactor 

experiments, which might reach concentration up to 100-fold higher than shake flask 

experiments [44].  We also have been working on those complex-medium based process, in 

which, up to 54 g/L of RL might be reached [29,43,45,46]. Even so, the downstream 

processes of purification procedures are usually much more complicated in these complex-

medium based cultivation [30,47]. In fact, we could not find a worthwhile procedure for RL 

purification in any of these processes (data not shown).   

Here, a 1.5 g/L of RL crude-extract (Table 1) was obtained through a simple two steps 

procedures; cold-acid precipitation followed by solvent extraction (Fig. 1 and Fig. S1), which 

turns in a very clean RL extract, achieving at least 90 % of purity (Table 1 and Fig S2).  

Furthermore, solvent extractions were carried out in precipitated RL sample, quite reducing 

the amount of solvent used, turning the whole process more feasible.  Consequently, the 

following purification experiments were run using this easy and clean process for RL 

production and extraction, with an affordable medium in very usual and scalable fermentative 

technology.  

 

Figure 1. Simplified scheme of di-rhamnolipids purification. 
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Purification of Rhamnolipids 

The RL crude-extract was submitted to analysis of congeners composition by mass 

spectroscopy (Table 2), which showed a very high percentage of Di-RL congeners (over 

95%), also checked by nuclear magnetic resonance (NMR) through integration of the 

anomeric proton peaks (Fig S2).  

 

Table 2 - Chemical composition and relative abundance of the crude extract and the purified 

rhamnolipid mixture produced by Pseudomonas aeruginosa PAO1 

 [M-H]- 

Crude Extract Purified * 

Congeners 

percentage 

Total 

percentage 

Congeners 

percentage 

Total 

percentage 

Mono-

rhamnolipids 
  4.9  2.5 

Rha1C10C8 

Rha1C8C10 
475.2657a 0.7  -  

Rha1C10C10 503.2974 4.2  2.5  

Di-

rhamnolipids 
  95.1  97.5 

Rha2C10C8 

Rha2C8C10 
621.3225a 9.3  7.0  

Rha2C10C10 649.3483 72.4  79.3  

Rha2C10C12 

Rha2C12C10 
677.3778a 6.5  6.8  

Rha2C10C12:1 

Rha2C12:1C10 
675.3584a 7.0  4.4  

a Isomers 

 

 

The congener Rha2C10C10 (Fig. 2) is the most abundant (≈ 80 %) (Table 2). It has been 

well reported that the most abundant congener of RL is Rha2C10C10, however the Di-RL 

abundance presented here (over 95 %) is not so frequent. Recently, we have described an 

alternative fermentation technology (static submerged cultivation using membranes of 



107 

 

 

 

bacterial cellulose as substrate) for RL production that reached 95.6 % of Di-RL abundance 

[29]. 

 

 

Figure 2. Most abundant di-rhamnolipid congener (Rha2C10C10). (A) Structure Rha2C10C10, 
(B) mass spectra of Rha2C10C10.  

 

Previous reports of claiming high Di-RL yielding strains, P. aeruginosa YM4 [48] and 

P. aeruginosa KT1115 [49]  achieved 85.7% and 88.5% of Di-RL, respectively. Note that here 

and in our previous report, besides the higher amount of Di-RL attained, we have worked 

with the PAO1 strain, a worldwide laboratory model of P. aeruginosa studies, including for 

RL production [44]. Di-RL have been stated to be the more successful ones in treatment of 

wound healing [26], in stimulation of immune system of animals and plants [50–55], and in 

scar formation therapy [24]. Given that, fermentation processes that produce mixtures of RL, 

highly abundant in Di-RL, might present industrial advantage [29,48,49].  

The crude extracted was then submitted to the purification procedure (Fig. 1 and S1) 

through a home-made silica gel 60 cartridge (Fig. S3). Different sequences of solvent-

washing were run to find the best quality and recovery rate of the Di-RL (Table 1, Fig. S4).  

Different purification procedures were also tried (Table S1), being the silica cartridge the best 

one; highly efficient, easy-to-do and most cost effective. Highly pure mixture of RL, 99.0 % of 
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RL/ 97.5 % of Di-RL (Table 1, Table 2, and Fig S5), was reached following the proposed 

workflow (Fig. 1 and Fig. S1). Since the pure mixture of RL is mainly composed by Di-RL, 

hereafter will be named as pure Di-RL (pDi-RL).  

 

pDi-RL inhibited carrageenan-induced mechanical hyperalgesia 

In the first set of experiments, the analgesic effect of pDi-RL of the doses 0.3 and 3 

mg/kg were evaluated in carrageenan-induced inflammatory pain using an electronic version 

of von Frey filaments. Both doses of pDi-RL inhibited the mechanical hyperalgesia induced 

by carrageenan (Fig. 3A) after 3h. The 3 mg/kg dose induced more analgesia when compared 

to the lowest dose, since there was a significant difference in all evaluated times (1-5h), thus 

being selected for the following experiment. Next, we assessed the mechanical hyperalgesia 

using von Frey filaments. The 3 mg/kg dose induced analgesia in carrageenan-induced 

inflammatory pain (Fig. 3B). Here we also rule out any effect induced by only the drug vehicle 

or pDi-RL (Fig .3B). Therefore, pDi-RL has an analgesic effect in carrageenan-induced 

inflammation.  
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Figure 3. pDi-RL inhibited carrageenan-induced mechanical hyperalgesia. Mice received 
pDi-RL (0.3 and 3 mg/kg; subcutaneous) or vehicle (saline) 30 minutes before carrageenan 
intraplantar stimulus (300 µg, 20 µL, i.pl.). The mechanical hyperalgesia was evaluated 1, 3 
and 5 h after stimulus by electronic von Frey method (A) or von Frey filaments (B). Results 
are presented as means ± SEM of 6 mice per group per experiment and are representative 
of 2 separate experiments. Two-way ANOVA followed by Tukey’s post-hoc were performed. 
*p ˂ 0.05 carrageenan + vehicle compared to saline group; #p ˂ 0.05 pDi-RL (0,3 mg/kg) 
compared to carrageenan + vehicle group; fp ˂ 0.05 pDi-RL (3 mg/kg) compared to the other 
dose and to carrageenan + vehicle group. 
 

 

pDi-RL inhibited overt pain-like behavior induced by acetic acid and formalin 

To verify the effect of pDi-RL on overt pain-like behavior, we analyzed the number of 

abdominal contortions induced by acetic acid (0.8%, 100 µL; i.p.) and paw flinches induced 

by formalin (1.5% formaldehyde, 20 µL, i.pl.). The dose of 3 mg/kg significantly inhibited the 

writhing response induced by acetic acid over 20 minutes (Fig. 4A). We also found that the 

tested dose exerted an analgesic effect on the formalin-induced paw flinches both in the first 

(0 - 5 minutes) and second (10 - 30 minutes) phases (Fig. 4B). 
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Figure 4. pDi-RL inhibited overt pain-like behavior. Mice were treated with pDi-RL (3 mg/kg; 
subcutaneous) or vehicle (saline) 30 minutes before intraplantar injection of 0.8% acetic acid 
(A) and 1.5% formalin (B). The cumulative number of writhing was evaluated over 20 minutes 
and total number of paw flinches were evaluated over 30 minutes. Results are presented as 
means ± SEM of 6 mice, respectively, per group per experiment and are representative of 2 
separate experiments. One-away ANOVA followed by Tukey’s post-hoc test were performed. 
*p ˂ 0.05 carrageenan + vehicle compared to saline group; #p ˂ 0.05 pDi-RL (3 mg/kg) 
compared to carrageenan + vehicle group. 

 

 

pDi-RL reversed the leukocyte infiltrate caused by carrageenan administration 

To verify the effect of pDi-RL on the leukocyte infiltrate, we carried out a histological 

analysis of the plantar skin tissue. Each photo taken after the histological technique was 

analyzed using the Image J® software, which calculated the leukocyte infiltrate, given in 

percentage of cells per dermal area. pDi-RL at a dose of 3 mg/kg reversed the infiltrate 

caused by the administration of carrageenan, since there was no significant difference 

between the saline and treated group. 
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Figure 5. pDi-RL reversed the leukocyte infiltrate caused by carrageenan administration. 
Mice received pDi-RL (3 mg/kg, subcutaneous) or vehicle (saline) 30 minutes before 
carrageenan intraplantar stimulus (300 µg, 20 µL, i.pl.).  5 hours after stimulation, the plantar 
tissue was collected for histological analysis. Leukocyte infiltrate was evaluated by Image J® 
software, given in percentage of cells per dermal area. Results are presented as means ± 
SEM of 6 mice per group per experiment. For statistical analysis was used the Kruskal-Wallis 
test followed by Dunn’s post hoc. *p ˂ 0.05 carrageenan + vehicle compared to saline group; 
#p ˂ 0.05 pDi-RL (3 mg/kg) compared to carrageenan + vehicle group. 

 

pDi-RL inhibited carrageenan-induced total leukocyte recruitment, 

polymorphonuclear and mononuclear cells and superoxide anion production in the 

peritoneal cavity 

After 5h of stimulus administration, peritoneal exudate was collected to assess 

leukocyte recruitment into the peritoneal cavity. The stimulus led to a significant increase of 

total leukocytes as well as at the polymorphonuclear and mononuclear cells recruitment. The 

treatment with pDi-RL at 3 mg/kg reduced the total leukocytes recruitment (Fig. 6A), 

polymorphonuclear (Fig. 6B) and mononuclear cells (Fig. 6C) induced by carrageenan. 
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In addition, the peritoneal exudate was collected to analyze NBT-positive cells. pDi-

RL reduced the number of NBT positive cells from peritoneal cavity (Fig. 6D) suggesting a 

reduction in superoxide anion production in the cells. 

 

Figure 6. pDi-RL inhibited carrageenan-induced leukocyte recruitment and superoxide anion 
production in the peritoneal cavity. Mice were treated with pDi-RL (3 mg/kg, subcutaneous) 
or vehicle (saline) 30 minutes before carrageenan intraperitoneal administration (1 mg, 100 
µL, i.p.). Total number of leukocytes recruitment (A), polymorphonuclear (B) and 
mononuclear cells (C) and the number of NBT positive cells (D) from peritoneal exudate were 
evaluated 5h after stimulus. Results are presented as means ± SEM of 6 mice per group per 
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experiment and are representative of 2 separate experiments. One-away ANOVA followed 
by Tukey’s post hoc test were performed. *p ˂  0.05 carrageenan + vehicle compared to saline 
group; #p ˂ 0.05 pDi-RL (3 mg/kg) compared to carrageenan + vehicle group. 

 

DISCUSSION 

 

Rhamnolipids (RLs) are secondary metabolites produced heterogeneously, as a 

mixture of congeners, mainly by Pseudomonas aeruginosa [18].  This class of compounds 

presents a well-known surfactant activity,  being a great potential for industrial and 

environmental applications [56]. The greatest applicability of RL is in the biodegradation of 

hydrophobic pollutants, such as  oil spills cleaning [57]. RL have higher surface and 

emulsifying activity when compared to chemical surfactants, such as SDS and Tween 80. 

This biosurfactant also showed better stability in extreme conditions of temperature, pH and 

ionic strength [49].  

Additionally, in vitro antimicrobial [19–21] and antifungal properties have also been 

reported [24,27–29]. These properties allow the incorporation of RLs in deodorants, 

repellents and toothpastes [58]. 

We report a cost-effective process for production and purification of Di-RL. Highly pure 

Di-RL mixture (pDi-RL: RL 99.0 %, Di-RL 97.5 %) was reached following the developed 

procedure. RL crude extract was obtained through a simple two steps procedure followed by 

a single step purification procedure. The whole process of production and purification showed 

to be easy, fast and affordable.  

We evaluated the analgesic effect of pDi-RL on mechanical paw hyperalgesia induced 

by carrageenan. Carrageenan is a classic model of acute inflammation. This polysaccharide 

induces the migration of leukocytes to the inflammatory focus [59], and these cells are 

induced to produce pro-inflammatory mediators such as CXCL1, TNF-α and IL-1B. CXCL1 

recruits neutrophils and IL-1β induces these cells to produce PGE2, which in turn acts on 

nociceptors via EP2 and EP4 receptors, causing neuronal sensitization and detected as 

hyperalgesia [60–62]. Our results show that pDi-RL, administered subcutaneously, 

significantly reduced the mechanical hyperalgesia induced by carrageenan between 1 and 5 

h, at the dose of 3 mg/kg, evaluated by the electronic von Frey method. Furthermore, the 

anti-nociceptive effect of this dose was confirmed by the von Frey filament method. 
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Subcutaneous administration of Di-RL in Swiss–Webster mice demonstrated that this 

compound has low toxicity at 120 mg/kg per day [26]. 

Next, the anti-nociceptive efficacy was assessed in the abdominal writhing model 

induced by acetic acid. There is evidence that this compound causes the release of mediators 

that modulate pain in the peritoneum, such as TNF-α, IL-1β, IL-33 and spinal activation of 

MAP-kinases [63,64]. Thus, we demonstrated that treatment with pDi-RL significantly 

reduced the number of abdominal contortions. Also, aiming to evaluate the pDi-RL anti-

nociceptive effect, we used the formalin model to induce pain and inflammation in the animal's 

paw. The formalin test has two phases: the first one is neurogenic pain while the second one 

is inflammatory pain, which are modulated by different mediators [65]. The neurogenic phase, 

which occurs in the first 5 minutes, is associated with direct stimulation of nociceptors. While, 

in the inflammatory phase, which occurs between 15-30 minutes, it involves the sensitization 

of neurons and the release of prostaglandins, serotonins, bradykinins and histamines [66,67]. 

Here we show that pDi-RL was able to reduce pain of neurogenic and inflammatory origin 

(both phases), verified by the decrease in the number of flinches by the mouse. Due to this, 

we decided to evaluate the anti-inflammatory activity. 

From the histological analysis, we observed that pDi-RL at the treated dose reversed 

the leukocyte infiltrate induced by carrageenan in the plantar skin tissue. In view of this, we 

decided to investigate which of these inflammatory cells the molecule had the greatest effects 

on. So, we performed a model of peritonitis induced by carrageenan. Barth et al. (2016) 

demonstrated that carrageenan promotes the generation of ROS and the formation of 

neutrophil extracellular traps (NETs) when injected into the peritoneum of mice [59]. As 

expected, carrageenan increased the migration of total leukocytes, polymorphonuclear and 

mononuclear cells into the inflammatory focus. Pre-treatment with pDi-RL reduced the 

number of these immune defense cells, especially polymorphonuclear cells (mostly 

neutrophils). TNF-α and IL-1β are important mediators involved in the recruitment of 

neutrophils by chemotactic mechanisms [61]; however, pDi-RL did not reduce the production 

of these cytokines in the paw in the carrageenan model (data not shown). Therefore, we 

hypothesize that pDi-RL decreases inflammation induced by carrageenan in the peritoneum 

reducing the recruitment of mono and polymorphonuclear cells. This effect of pDi-RL may 

also be associated with an inhibition of oxidative stress since free radicals also lead to 

inflammation and pain [68]. 
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Neutrophils also produce large amounts of superoxide anion, and the excessive 

production of this free radical triggers signaling pathways that induce its own production, as 

well as pain and inflammation [69]. The production of superoxide anion in cells induced by 

carrageenan was evaluated by microscopic assay of NBT positive cell counts. In this study, 

we found that pre-treatment with pDi-RL reversed the number of positive cells for NBT, since 

there was no significant difference between the control group and the treated group. Thus, 

we demonstrate that pDi-RL has an anti-inflammatory effect by inhibiting the production of 

superoxide anion in stimulated cells, and thus acts by inhibiting oxidative stress in the 

peritoneum. 

It has already been demonstrated that RLs present cytotoxicity against cervical, 

leukemic, breast and bladder cancer cells [22,70]. In addition, the congener produced in 

greater proportion, Di-RL, has therapeutic efficacy in vivo healing processes. Topical 

treatment (ointment) of Di-RL (0.1% in eucerin) was effective in healing burn wounds caused 

by boiling water in Sprague-Dawley rats, an effect achieved through the reduction of collagen 

in the injured area which is associated with failure to heal in chronic wounds [26]. Topical 

treatment of Di-RL (2 g/L in PBS) inhibited keloid formation in rabbit ear wound healing 

caused by puncture, this effect occurs via a cell death mechanism directed at myofibroblasts 

[24]. Topical treatment (ointment) of Di-RL (5 g/L) has effects on the healing of excision 

wounds in Wistar rats caused by an 8 mm circular blade, which is favored by its antimicrobial 

action against Staphylococcus aureus ATCC6588, which contributes to protecting the wound 

site from bacterial infection [25]. 

It has already been reported that rhamnolipids demonstrated anti-inflammatory effects 

in another in vivo model [71], but this is the first work that demonstrated analgesic effects. In 

the present study, Di-RL (pDi-RL) purified from Pseudomonas aeruginosa reduced 

inflammation and pain behaviors in mice, induced by carrageenan and formalin in the paw 

and by acetic acid in the peritoneum, as well as presenting inhibitory effects on leukocyte 

migration and superoxide anion production in carrageenan-induced peritonitis. The use of 

RLs is safe due to their non-toxicity and high biodegradability, being used in the food, 

pharmaceutical, petrochemical and health sectors [22]. Its biological properties combined 

with anti-irritant effects and compatibility with the skin, allow RLs to be used in therapeutic 

applications [26].  
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CONCLUSIONS 

 

In conclusion, this study demonstrated for the first time the analgesic and anti-

inflammatory effects of Di-RL in mice. This compound, which was produced by Pseudomonas 

aeruginosa and purified in an unprecedented process in a fast, simple and high purity way, 

attenuated acute pain behaviors induced by acetic acid in the peritoneum and by formalin in 

the paw, reduced mechanical hyperalgesia and histological damage caused by carrageenan 

in the paw. pDi-RL were able to reduce inflammation induced by carrageenan in the 

peritoneum and its effects may be related to decrease in the production of superoxide anion 

and the recruitment of leukocytes to the inflammatory focus. However, further studies should 

be carried out to establish the mechanisms of therapeutic efficacy of Di-RL in pain and 

inflammation. 
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SUPPLEMENTARY MATERIAL 

 

 

Fig S1 di-Rhamnolipids production and purification: complete workflow 
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Fig. S2 Nuclear magnetic resonance proton spectra with the integrated regions of 
rhamnolipids crude-extract 
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Fig S3 Home-made silica gel cartridge 
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Fig. S4 Evaluation of solvent washing and elution procedure for silica gel cartridge 
purification. (A) sequences of solvent-washing, (B) recovery rate, (C) orcinol stained 
analytical TLC from the recovery di-RL from solvent-washing sequences 1, 2 and 3. TLC 
mobile phase: CHCl3:CH3OH (20%):C2H4O2 (3%). 

 

 Crude Extract of RL 

 
1 

150 mg 

 

Step 1/washing 
CHCl3  

12,2 mg 

 

Step 2/ washing 
CHCl3:MeOH 2% 

12 mg 

 

Step 3/elution 
MeOH:HAc 2% 

62 mg 

 
2 

150 mg 

 

Step 1/washing  
CHCl3  

16,1 mg 

 

Step /washing 
CHCl3:C4H8O2  5% 

0,7 mg 

 

Step 3/elution 
MeOH:HAc 2% 

69,3 mg 

 

Step 1/ washing  
CHCl3 

15 mg  

 

Step 3/elution 
MeOH:HAc 2% 

54 mg 

 
3 

130 mg 

 

Step 1 /washing 
CH2Cl2  

22 mg 

 

Step 2/washing 
CHCl3:MeOH 2% 

18mg 

 

Step 3/elution  

MeOH:HAc 2%  

68 mg 

A 

B 

C 
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Fig S5 Relative purity analysis of purified di-rhamnolipids by nuclear magnetic resonance 
proton-quantification. (A) Deconvolution sum of each hydrogen signal present in the 
rhamnolipids nuclear magnetic resonance proton spectra. (B) Calculated area for each signal 
from the deconvolution of the hydrogen signals in rhamnolipid spectrum, with the integrated 
regions and values. 

 

Relative purity analysis of purified di-rhamnolipids (pdi-RL) by nuclear magnetic 

resonance proton-quantification. 

The determination of the rhamnolipids purity was carried out by the modified method of 

relative quantification [46]. The analysis was performed from the deconvolution graphs of the 

1H NMR spectra, obtained in the Bruker Avance III equipment, using pulse program zgpr with 

8 scans (ns), with fid size of 65536 (td, size of fid), relaxation time (d1, relaxation delay) of 1 

s, with polynomial automatic adjustment of the baseline. First, the deconvolution of all 
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hydrogen signals was performed except for the solvent DMSO-d6, and the graph was 

reconstructed from the quantitative data Fig S5A. The integrated regions were 20-times larger 

than the signal width at their average height. For calculation of relative purity, the areas of 

hydrogen signals (Table 1) were aggregated as values of the analyte, rA. All other signals 

present in the spectrum were assigned as impurities, rC. Note that no perceptible signal of 

these contaminants in the regions quantified as analyte in the 2D spectrum of 1H-13C HSQC 

(hsqcedetgpsp.3, td 512x256, number of scans ns 16) (data not shown). The degree of purity 

was obtained from the ratio of the mass of total hydrogens of the rhamnolipids against the 

total mass of hydrogens of the sample following the formula below: 

 

𝑝% =  𝑟𝐴(𝑟𝐴 + 𝑟𝐶) . 100 

 

The relative hydrogen measurement considered that the total mass of hydrogen is 

representative of the total mass of the sample, and that the hydrogens of each molecular 

entity end up composing the fraction of the whole. Thus, once all the rhamnolipid hydrogen 

signals were characterized, the sum of their areas is a representation of their mass present 

in the sample. Applying the integration data for the main analyte (rhamnolipids), it leads to a 

percent purity of 99.001%. 
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Table S1 Evaluation of different methods for rhamnolipids purification 

Purification 

procedures 

Solvent volume per mass 

of crude extract (mL/g) 

Recovery 

rate (%) a 

Purification 

Efficiency b 

Technical 

difficulties c 

Preparative Thin Liquid 

Chromatography 
3.5 65.6 Low High 

Flash Liquid 

Chromatography 

2.5 69.0 Medium High 

Home-Made Silica 

Cartridge 
0.2 52.3 High Low 

a Recovery rate were estimated based on the difference from initial to final masses 
b Purification efficiency was estimated by analytical TLC performed after each procedure 
c the evaluation of technical difficulties was based on preparation time, materials used and conditions necessary to perform the technique
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CONCLUSÃO 

 

Foram desenvolvidos métodos de produção conjunta das fenazinas 

ácido fenazina-1-carboxílico (PCA) e fenazina-1-carboxiamida (PCN),  da quinolona 

2-heptil-3,4-hidróxi-quinolona (PQS), aeruginaldeído (IQS) e da quinolina 2-

hidroximetil-4-quinolinol (2-HM-4Q) por cultivos na ausência e presença do indutor de 

produção caseinato de sódio. 

O método de produção de PCN e fenazinas vermelhas foi pelo cultivo 

de 13 dias na presença de caseinato. PCA e aeruginaldeído foram produzidos por 

ambos os processos empregados, mostrando a importância destes compostos para 

P. aeruginosa. Foi possível confirmar que a produção da quinolina, recentemente 

descoberta pelo grupo, ocorre a partir do sexto dia de cultivo, em ambos os cultivos. 

Os processos de extração ácido-base foram eficazes na obtenção de 

compostos de diferentes classes separados nos diferentes pHs de extração. 

Os métodos de purificação empregados, utilizando CCDP e cartucho 

de C18, mostraram-se eficientes, rápidos e de fácil operação, para a obtenção das 

fenazinas, PQS, aeruginaldeído e quinolina. Algumas substâncias ainda não 

caracterizadas também foram purificadas.  

Além disso, o trabalho teórico de modelagem molecular destes 

compostos forneceu importantes informações sobre pKa, ponto isoelétrico, os estados 

de protonação, coeficiente de partição e suas solubilidades em água, informações 

úteis para compreender e melhorar o processo de extração. 

Dessa forma, com a junção dos processos de produção, extração e 

purificação foi possível obter alguns compostos bioativos com pureza suficiente para 

testar suas propriedades.  

Além disso, Di-RL purificado de P. aeruginosa, foi testado em modelo 

animal de dor e inflamação. Este composto reduziu comportamentos de dor aguda 

induzida por ácido acético e formalina, reduziu a hiperalgesia mecânica e danos 

histológicos causados por carragenina. Foi capaz de reduzir a inflamação induzida por 

carragenina no peritônio e seus efeitos podem estar relacionados à diminuição da 
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produção do ânion superóxido e do recrutamento de neutrófilos para o foco 

inflamatório. No entanto, mais estudos devem ser realizados para estabelecer os 

mecanismos de eficácia terapêutica do Di-RL na dor e na inflamação. 
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Título da Invenção ou Modelo de PRODUÇÃO, EXTRAÇÃO E PURIFICAÇÃO DE ÁCIDO FENAZINA -
Utilidade (54): 1- CARBOXÍLICO POR CULTIVOS SUBMERSOS DE Pseudomonas 

aeruginosa 
Resumo: A presente invenção refere -se ao desenvolvimento de um processo 

de produção , extração e purif icação de ácido fenazina -1-carboxílico 
produzido por cultivos submersos de Pseudomo nas aeruginosa. 
Com este processo de produção é possível induzir a biossíntese de 
moléculas da classe de fenazinas por increme ntar o meio de cultivo 
com caseinato de sódio, que atua como indutor do mecanismo de 
quorum sensing, o qual é responsável pela regulação da síntese de 
diversas moléculas relacio nad as com a virulência, inclusive de 
compostos fenazínicos. O processo de extração foi desenvolvido 
para obter um extrato mais concentrado de fenazinas . E a 
purif icação empreg ad a possibilita a obtenção da fenazina com 
poucas perdas utilizando um método simples, rápido e de baixo 
custo. Desta forma, este processo apresenta caracter ísticas 
biotecnológicas para obter ácido fenazina-1-carbox ílico com pureza 
signif icativa para avaliação in vivo de suas propried ad es biológicas. 

Figura a publicar: Fig1 
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ANEXO 2 – PEDIDO DE DEPÓSITO DE PATENTE 

 

Título: Di-ramnolipídeos contendo ação analgésica na dor inflamatória. 
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Dados do Pedido 
 

Natureza Patente: 10 - Patente de Invenção (PI) 
 

Título da Invenção ou Modelo de DI-RAMNOLIPÍDEOS CONTENDO AÇÃO ANALGÉSICA NA DOR 
Utilidade (54): INFLAMATÓRIA. 

Resumo: A presente invenção refere -se à utilização de Di-Ramnolip íd eos 
como princípio ativo com ação analg ésica na dor inf lamató ria. O 
invento avaliou os efeitos do composto ramnolip ídico em modelos 
murinos no contexto da dor inflamató ria, com resultados positivos. 
Os Di-RL são seguros para uso em mamíf eros, possuem baixa 
toxicidade, ausência de efeito mutag ênico e podem desemp enhar 
importante eficácia terap êutica no contexto da dor inflamatóri a. 
Adicionalmente, levando em consideração que os medicame ntos 
utilizados clinicamente para este fim possuem diversos efeitos 
colaterais, e que os Di-RL são aprovados pela Food and Drug 
Administratio n (FDA), a invenção apresenta potencial para o 
desenvolvimento de novas abordag ens terap êuticas . 

Figura a publicar: f ig 1 
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