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RESUMO

A demanda por produtos naturais seguros tem aumentado ao longo dos anos, 0
gue acarretou no aumento do entusiasmo da industria alimenticia para a
producdo de corantes naturais em substituicdo aos sintéticos, possibilitando
suprir as exigéncias dos consumidores. Assim, 0 uso de microrganismos como
fonte para obtencdo de pigmentos passa a ser uma boa alternativa, sendo
necessario o desenvolvimento de estudos que analisem as melhores condicdes
para producdo, com menores custos e maior rendimento. A luz é um fator
ambiental crucial para regular o desenvolvimento e processos fisiolégicos na
maioria dos organismos. O objetivo deste projeto foi investigar o efeito de
diferentes cores de luz (branca, azul, verde, vermelha, amarela e ausénciade
luz) na producao extracelular de pigmentos pelo fungo Pseudofusicoccum sp.
isolado da planta Manilkara sp. em fermentacdo submersa e avaliar a atividade
citotoxica do extrato de pigmentos em linhagens de células humanas. O fungo
foi cultivado em Meio Agar Sabouraud Dextrose em placas de Petri, incubadas
em estufaa 28 °C por 7 dias. O crescimento do fungo Pseudofusicoccum sp. néo
foi estatisticamente afetado durante a incubacdo em diferentes condi¢gOes de
comprimento de ondas de luz. A producdo de pigmentos aumentou de acordo
com as diferentes luminosidades, branca<azul<verde<vermelha<auséncia de
luz<amarela. A producdo extracelular de pigmentos foi favorecida sob a
influéncia da luz amarela e auséncia de luz (valor de absorbancia maximo de
3.56 e 3.03 respectivamente) e o oposto foi observado com luz branca (valor de
absorbancia maximo de 0.06). O extrato de pigmento ndo apresentou atividade
citotoxica contra as linhagens celulares testadas (HepG2, SCC4, BJ e MRC-5),

mostrando potencial para ser utilizado naindastria alimenticia.

Palavras-chave: fungo endofitico, luz, citotoxicidade, colorante natural.



ABSTRACT

The demand for safe natural products has increased over the years, which
accelerated the food industry's enthusiasm for the production of natural dyes in
substitution to synthetics, making it possible to meet the demands of consumers.
Therefore, the use of microorganisms as a source for obtaining pigments
becomes a good alternative, requiring the development of studies that analyze
the best conditions for production, with lower costs and greater yield. The lightis
a crucial environmental factor for regulating developmental and physiological
processes in most organisms. The fungus was grown on Medium Sabouraud
Dextrose Agar in Petri dishes, incubated in an oven at 28 °C for 7 days. The
objective of this work was to evaluate the effect of luminosity - darkness and
different color light (white, blue, green, red, yellow) - quality on biomass and
extracellular pigment yield of Pseudofusicoccum sp. in submerged fermentation
andto verify the in vitro cytotoxicity of the submerged extract in tumor and normal
cell lines. The growth of Pseudofusicoccum sp. was statistically not affected by
the incubation under different wavelengths of light. Pigment production has
increased according to the color of light,
white<blue<green<red<darkness<yellow. Extracellular pigment production
resulted maximum in yellow lightandtotal darkness (maximum absorbance value
of 3.56 and 3.03 respectively) and the opposite was observed in unscreened
white light (maximum absorbance value of 0.06). The pigment extract is not
cytotoxic against cells lines tested (HepG2, SCC4, BJ and MRC-5), showing

potential for use in food industry.

Keywords: endophytic fungi, light, cytotoxicity, natural dye.
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1. INTRODUCAO

Colorantes derivados de microrganismos estdo continuamente ganhando
mercado na inddstria, principalmente na de alimentos, por existir uma grande
demanda por produtos naturais no mercado atual, devido a uma maior
preocupacado com a saude e bem estar. A reducéo dos custos de producao de
colorantes naturais de microrganismos é um dos objetivos da industria, uma vez
gue colorantes sintéticos e os extraidos de plantas sdo geralmente produzidos
mais economicamente (SUN et al., 2021).

Muitos aditivos sao utilizados pela industria para a fabricacédo de produtos,
a fimde aumentar a vida til destes ou para torné-los mais atrativos. A avaliacéo
dos aditivos alimentares no ambito mundial € baseada no controle das IDAs
(Ingestdo Diéria Aceitavel), desenvolvida pelo Comité de Expertos em Aditivos
Alimentaresda Organizagdo Mundial da Satude (OMS)/Organizagéo das Nacgles
Unidas para Agricultura e Alimentacéo (FAO) (FAO/WHO, 2016). Dentre eles,
estdo os colorantes que sao inseridos para conferir cores (MARTINS et al.,
2019). Eles podem ser classificados como colorantes naturais ou sintéticos
(AMCHOVA et al., 2015).

Os colorantes naturais séo considerados menos estaveis que os colorantes
sintéticos frente ao calor, oxigénio, pH ou luz. Porém, isto ndo é verdade para
todos os colorantes e condicdes, alguns corantes naturais in vivo sdo mais
estaveis que os mesmos isolados (GMOSER, 2017). Além disso, a adi¢do de
alguns colorantes naturais, podem agregar valor nutricional ao alimento, como é
0 caso dos Betacarotenos, que enriquecem o0s alimentos com atividade
provitamina A, fortalece o sistema imunoldgico e diminui a suscetibilidade de
doencas degenerativas (RODRIGUEZ-CONCEPCION, 2010). Embora
colorantes derivados de microrganismos sejam varias vezes mais caros, eles
ainda podem competir com corantes sintéticos por serem naturais e mais
seguros (VENIL et al., 2014).

Dentre os pigmentos de microrganismos, uma atencao especial tem sido
direcionada aos fungos endofiticos, visto que sdo mais adequados para a
producao de colorantes, pois podem ser cultivados a fim de produzir grandes

guantidades de metabdlitos e possuem capacidade de utilizar uma grande
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variedade de fontes de carbono e nitrogénio como fonte para producao de seus
metabdlitos, e ainda sdo produtores potenciais de inUmeros tons de pigmentos
(MAPARI et al., 2010).

A biossintese de pigmentos é diretamente influenciada pelas condi¢fes de
fermentac&o, como composicdo do meio e parametros de processo. Na maioria
dos organismos, a luz, assim como a temperatura, € um sinal ambiental que
influencia a regulacdo dos processos de desenvolvimento e fisiologicos em
microrganismos (BABITHA et al., 2008).

As respostas a luz sdo mediadas por fotorreceptores capazes de iniciara
transmissédo de sinais que podem causar modificacdes na expressao génica que
codificam enzimas responsaveis pelo crescimento micelial e producao de
metabdlitos secundarios em fungos (ZHENG et al., 2009). Os efeitos da luz ja
foram investigados em varias espécies de fungos a nivel morfolégico (MIYAKE
et al.,, 2005), nivel molecular, (VELMURUGAN et al., 2010b) e estrutural
(BAYRAM et al., 2008). No entanto, pouco se sabe sobre a influéncia das
diferentes cores da luz em meio sintético no crescimento micelar e producéo de
pigmentos.

Uma das limitagcdes comerciais associadas ao uso de pigmentos fungicos
é a atividade citotoxica de certos metabolitos produzidos (DUFOSSE, 2005). Por
isso € importante realizar estudos que demonstrem o potencial de toxicidade, a
naturezando micotoxigénicado fungo especifico utilizado para obter o pigmento,
e também a identificacdo de estrutura quimica dos metabdlitos associados
(Hernandez et al., 2019). Alguns estudos de citotoxicidade ja foram realizados
com algumas espécies de fungos endofiticos onde a atividade citotoxica foi
verificada contra algumas linhagens de células cancerigenas e sendo atoxico
contra células humanas normais, o que possibilita 0 uso desses compostos na
Industria alimenticia e framacéutica (SHARMA et al., 2018; XIN et al., 2019).

Assim, o objetivo deste trabalho € investigar o efeito de diferentes
luminosidades na producdo extracelular de pigmentos pelo fungo
Pseudofusicoccum sp. isolado da planta Manilkara sp. em fermentacao
submersa e avaliar a atividade citotoxica do extrato de pigmentos em linhagens

de células humanas.
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O trabalho foi dividido em dois capitulos, no Capitulo | sera abordada a
revisdo de Literatura que embasa o estudo e o Capitulo Il € composto pelo

Manuscrito a ser submetido em Revista Cientifica.
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CAPITULO I

Revisdo de Literatura
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2. REVISAODELITERATURA

2.1. COLORANTES

A naturezaé rica em cores, como notado em plantas, minerais, microalgas,
etc., além disso, elas também podem ser observadas através de muitos
microrganismos produtores de pigmentos (fungos, leveduras e bactérias)
(DUFOSSE, 2019). As cores sempre fascinaram os humanos e desempenham
um papel importante na aceitabilidade de produtos de diversos segmentos
industriais, uma vez que os consumidores primeiro julgam a qualidade de um
produto por sua cor (WROLSTAD e CULVE, 2012).

Dentre as classes de aditivos utilizados pelasindustrias estdo os colorantes
ou aditivos de cor, eles sdo especificamente definidos pela FDA (Food and Drug
Admnistration) como "qualquer corante, pigmento ou substancia que, quando
adicionado ou aplicado a alimentos, medicamentos ou cosméticos, ou ao corpo
humano, € capaz (sozinho ou por meio de reacdes com outras substancias) de
transmitir cor” (FDA, 2021).

Colorantes incluem os corantes e pigmentos, a diferenca entre eles esta
relacionada a afinidade e a natureza dainteracao entre o substrato e o colorante
(CHRISTIE, 2014).

Corantes sdo compostos coloridos que tém afinidade por um substrato ao
qual sdo aplicados. Eles interagem com o0s substratos por meio de varios
mecanismos dependendo das propriedades fisicas e quimicas de ambos. Os
corantes sdo convencionalmente entendidos como referentes a moléculas
organicas que sao facilmente dissolvidas no meio de aplicacéo, e sua estrutura
molecular contém um cromoéforo que € responsavel pela caracteristica da cor
desses compostos (GURSES et al., 2016).

Os pigmentos sao compostos coloridos que normalmente precisam de um
veiculo para sua disperséo, eles ndo possuem afinidade para interagir com os
substratos, portanto eles revestem a superficie do substrato através do
aglutinante, eles tendem a ser altamente duraveis, termoestaveis, resistentes a
solventes, a luz e a migracdo. Referem-se principalmente a sais e 6xidos
inorganicos que geralmente séo dispersos em forma de cristal ou em pé no meio
aplicado (GURSES et al., 2016).
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Os colorantes também podem ser classificados de acordo com sua origem
(natural ou sintético) e solubilidade (soltvel ou insoltvel) (AMCHOVA et al.,
2015). O mercado de colorantes alimentares gira em torno de 1,25 bilhdes de
dolares, dos quais 40% séo de colorantessintéticos, 28% de colorantes naturais,
20% para colorantes idénticos ao natural e 12% de caramelo. Os colorantes
sintéticos tém crescimento anual de 2 a 5% enquanto 0os naturais tém
crescimento anual de 5 a 10% (STRINGHETA, 2007). Pode-se afirmar que o
potencial de exportacdo de colorantes de origem vegetal do Brasil € alto, haja
vista que em 2006 houve uma exportacdo de 2,45 milhdes de dolares
(MINISTERIO DA AGRICULTURA, 2006).

2.2. LEGISLACAO DOSCOLORANTESNOBRASIL

As condicoes gerais de elaboragdo, apresentacdo, classificacéo,
designacao, composicao e fatores essenciais de qualidade dos corantes usado
naindudstria alimenticia foi estabelecida na Resoluc¢ao da Comisséo Nacional de
Normas e PadrGes para Alimentos (CNNPA) N° 44, DE 1977, na Legislacéo
Brasileira. E importante que essa Resolucio seja sempre atualizada ja que
muitos dos parametros usados para sua elaboracao ja ndo sdo mais validos na
atualidade. Segundo a legislacao sanitaria vigente, corante € a substanciaou a
mistura de substancias que possuem a propriedade de conferir ou intensificara
coloracédo de alimento (e bebida) (ANVISA, 2021). E a classificagcdo dos corantes
se d& da seguinte forma:

e Corante organico natural, aquele obtido a partir de vegetal, ou
eventualmente, de animal, cujo principio corante tenha sido isolado com o
emprego de processo tecnolégico adequado;

e Corante organico sintético - aquele obtido por sintese organica mediante o
emprego de processo tecnolégico adequado;

e Corante artificial - € o corante organico sintético ndo encontrado em
produtos naturais;

e Corante organico sintético idéntico ao natural - € o corante organico
sintético cuja estrutura quimica é semelhante a do principio ativo isolado

de corante organico natural,
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e Corante inorganico - aquele obtido a partir de substancias minerais e
submetido a processos de elaboracdo e purificagdo adequados a seu
emprego em alimento;

e Caramelo - o corante natural obtido pelo aquecimento de aclUcares a
temperatura superior ao ponto de fusao;

e Caramelo (processo amonia) - € 0 corante organico sintético idéntico ao
natural, obtido pelo processo amdnia, cujo teor de 4-metil-imitazol ndo deve
exceder a 200 mg/kg (duzentos miligramas por quilo), equivalentesa um
produto cuja intensidade de cor seja de 20.000 (vinte mil) unidades EGB
(European Bewery Convention) correspondente a 0,076 (setenta e seis
milésimos) unidades de absorbéancia, determinadacom solu¢cdoa 0,1% (um
décimo por cento) peso por volume, em célulade 1 (um) centimetro a 610
nm.

Atualmente, segundo o Informe Técnico n°. 68/2015 é permite o uso de 21
corantes organicos naturais, 16 corantes artificiais, 4 corantes organicos
sintéticosidénticosaos naturaise 7 corantes inorganicos para uso alimenticiono

Brasil, eles estéo listados no quadro 1 abaixo (ANVISA, 2021).

Quadro 1 - Corantes permitidos para uso no Brasil pelaindustria alimenticia.

Classificagédo do corante Nomedo corante

e  Curcuma, Curcumina

e Riboflavina; Riboflavina 5" fosfato de sodio

e  Carmim, cochonilha, acido carminico, saisde Na, K, NH4 e Ca

e Clorofila; Clorofilina; Clorofilacuprica

e Clorofilina ctprica, sais de Na e K; Caramelo | — simples; Carvao
vegetal

e Carotenos: extratos naturais; Urucum, bixina, norbixina, annatto

Corantes organicos naturais extrato esaisdeNaeK

e  Paprica, capsorubina, capsantina

e Licopeno; Beta-apo-8'- carotena

e  Ester metilico ouetilico do &cido beta-apo-8’carotendico

e Luteina

e Cantaxantina

. Vermelho de beterraba, betanina

e Antocianinas (defrutas e hortalicas); Extrato de cascadeuva
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e Tartrazina, lacade Al

e  Amarelo de quinoleina

e  Amarelo sunset, amarelo creplsculo FCF, laca de Al; Azorrubina
e Amaranto, bordeaux S,lacade Al

e Ponceau4R,lacadeAl

e  Eritrosing, lacade Al; Vermelho 2G

Corantes artificiais e Vermelho 40, vermelho allura AC, lacade Al

. Azul patente V, lacade Al

e Indigotina, carmim de indigo, lacade Al

e  Azul brilhante FCF, lacade Al

e Verderapido FCF,verdeindelével,fastgreen FCF, lacade Al
e Negro brilhante BN, negro PN

. Marrom HT; Litolrubina BK

. Betacaroteno
Corantes organicos sintéticos e  Caramelo Il —processo sulfito caustico
idénticos aos naturais e  Caramelo lll—processo amdnia

e  Caramelo IV - processo sulfito-amonia

. Di6xido de titnio
e« Oxidodeferro, preto
Corantes inorganicos e Oxidodeferro, vermelho

. Oxidode ferro, amarelo

e  Aluminio;Prata; Ouro

Fonte: ANVISA, 2021.

2.3. COLORANTESINTETICO

O primeiro colorante organico sintético, Malva (também conhecido como
anilinapuarpuraou fenamina), foi produzido em 1856, pelo quimico inglés William
H. Perkin (SOUSA et al. 2008; CANAMARES e LOMBARDI 2015). Desde entao,
com o desenvolvimento da alquimia e da quimica, varios compostos inorganicos
coloridos foram criados e usados extensivamente como colorantes (ZHANG et
al. 2006). Com isso, os colorantes naturais foram rapidamente substituidos por
colorantes sintetizados quimicamente no final do século XIX e continuou até o
século XX, devido ao seu baixo custo, possibilidade de producdo em larga
escala, homogeneidade de composicdo, alta estabilidade, entre outros
(BECHTOLD e MUSSAK, 2009).

A maioria dos colorantes artificiais apresenta alta estabilidade frente a luz,
oxigénio, calor e pH, uniformidade na cor conferida, alto poder tintorial, isen¢ao
de contaminacdo microbioldgica e custo de producéo relativamente baixo
(WROLSTAD e CULVER, 2012). Em contrapartida, o namero de colorantes
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artificiais permitidos é cada vez mais reduzido em razdo de sua toxicidade
relacionada a ingestdo maior que a considerada segura, fato que vem
aumentando gradativamente a procura por colorantes naturais (PAZMINO-
DURAN et al., 2001).

Os métodos de producéo e aplicacdo de colorantes sintéticos possuem
alguns desafios ambientais, como poluicdo de corpos d'dgua e problemas de
salde ocupacional para os trabalhadores da area de producéo. Além disso, 0s
corantes sintéticos dependem dos hidrocarbonetos, que € uma fonte néo
renovavel de produtos quimicos para o processo de sintese (NAMBELA et al.,
2020).

O numero de colorantes artificiais permitidos é cada vez mais reduzido em
raz8o0 aos riscos a saude, testes de toxicidade realizados por agéncias
reguladoras, como a Food and Drug Administration (FDA), mostraram os efeitos
toxicos desses compostos na dose utilizada pelas industrias para dar cor a
diversas substancias. Estudos mostram que eles podem causar efeitos
toxicologicos adversos (MALIK et al., 2012), como reacOes alérgicas e
intolerancia (WANG et al. 2006) e efeito carcinogénico (PAN et al., 2012), e
afetam o comportamento das criancas, sendo a hiperatividade o transtorno mais
comum quando ingeridos em niveis acima do reconhecido como seguros
(MASONE e CHANFORAN, 2015).

Como resultado aos riscos que podem existir envolvendo o uso dos
colorantes sintéticos, por esses serem utilizados em muitos alimentos
industrializados, podendo acarretar em valores maiores que 0s permitidos dos
indices de Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA), a substituicio dos mesmos por
colorantes naturais passa a despertar o interesse do setor alimenticio e dos
consumidores, que estdo cada vez mais dispostos a pagar mais por “ingredientes
mais saudaveis” (TORRES etal., 2016).

2.4. COLORANTENATURAL

Inicialmente, os colorantes naturais eram usados para colorir tecidos desde
0os tempos antigos até o século XIX. Os avanc¢os na ciéncia no campo dos

colorantes sintéticos e a rapida industrializacao da producdo téxtil resultaram na
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substituicdo quase completa de colorantes naturais pelos sintéticos, na segunda
metade do século XIX, devido a sua facil disponibilidade na forma pronta para
aplicar, processo de aplicacdo simples, consisténcia de tons e melhor
propriedades de resisténcia. Mas, recentemente a consciéncia ambiental e a
maior preocupacdo com a seguranca humana reavivaram o interesse pelos
colorantes naturais (SAXENA et al., 2014).

De maneira geral, o0s colorantes naturais apresentam boa
biodegradabilidade, sdo altamente compativeis com o meio ambiente devido as
suas propriedades antibacteriana, antialérgica e anticancerigena, bem como a
sua semelhanca com tons naturais (SHAMS-NATERI, 2011; SAXENA et al.,
2014). Além de sua aplicacdo em téxteis, os corantes naturais também sao
usados na coloracdo de alimentos, medicamentos, itens de artesanato e
brinquedos e no processamento de couro, e muitas das plantas que produzem
corantes sdo usadas como medicamentos em varios sistemas medicinais
tradicionais (GURSES et al., 2016).

Segundo BOBBIO (1992), os colorantes naturais podem ser divididos em
trés grupos principais:

e Os compostos heterociclicos com estrutura tetra-pirrdlica, que
compreendem as clorofilas presentes em vegetais, 0 heme e as bilinas
encontradas em animais;

e Os compostos de estrutura isoprenoide, representados pelos
carotenoides, encontrados em animais e principalmente em vegetais;

e Os compostos heterociclicos contendo oxigénio como os flavonoides e
antocianinas, que sao encontrados exclusivamente em vegetais.

Além desses existem outros dois grupos de corantes presentes unicamente
em vegetais: as betalainas que sdo compostos nitrogenados e os taninos, que
agrupam diversos compostos de estruturas altamente variaveis (BOBBIO, 1992).
Os principais colorantes naturais usados, como aditivos em alimentos, séo
oriundos de trés categorias de pigmentos: carotenoides, clorofilas e flavonoides,
os quaisja foram citados por algunsautores como benéficos adiferentesfuncdes
do organismo humano (ROCHA; REED, 2014).

A estrutura moleculardas clorofilas é constituida por quatro anéis pirrélicos,

um atomo central de magnésio ligado a quatro atomos de nitrogénioeumalonga
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cadeia lateral de isoprenoide, um alcool fitol esterificado. A clorofila a se
caracteriza por apresentar um grupo metil ligado ao carbono 3 do anel 2,
enquanto a clorofilab, este grupo metil € substituido por um grupo aldeido (VOLP
et al., 2009). Os carotenoides séo tetraterpenoides de 40 carbonos unidos por
unidades opostas no centro da molécula (FRASER e BRAMLEY,2004). Todos
os diferentestipos de carotenoides encontrados nos organismos fotossintéticos
sdo moléculas lineares com multiplas cadeias duplas conjugadas. A cadeia
poliénica pode ter de 3 a 15 duplas ligagbes conjugadas e o comprimento do
cromoforo determina o espectro de absorcdo e a cor da molécula (FRASER &
BRAMLEY, 2004). A estrutura quimica basica das antocianinas é baseada em
uma estruturapoliciclicade quinze carbon os, derivadado cation flavilico (LOPES
et al., 2007). Na Figura 1 podemos observar as estruturas quimicas de alguns

desses colorantes naturais.

Figura 1 — Estrutura, nome e classificagcdo de alguns colorantes naturais.
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Fonte: ResearchGate.net, 2021.

Os colorantes naturais podem ser obtidos a partir de uma variedade de
insetos (DEVEOGLU et al., 2011; SANTOS et al., 2015), plantas (BOO et al.,
2012; SHANG et al., 2018), e microrganismos (ASKER et al.,, 2018;
VELMURUGAN; et al., 2010; YANG, et al.,, 2018). Alguns exemplos de

colorantes naturais muito utilizados na area industrial sdo a curcumina, urucum,
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indigo e cochonilha (COSENTINO et al., 2016; GUPTA, 2019; JORDEVA et al.,
2020). A comercializacdo bem-sucedida de pigmentos naturais, como
betacaroteno, luteina e astaxantina derivados de algas (fontes nao
convencionais) (JASWIR et al., 2011) ou extraidos de plantas com flores (fontes
convencionais), tanto como colorantes alimentares quanto suplementos
nutricionais € decorrente da busca por produtos cada vez mais naturais e
seguros (ZHOU etal., 2015).

Os pigmentos de origem natural sdo amplamente usados na alimentacao
animal para melhorar o perfil nutricional e como colorante para melhorar a
aparéncia. Por exemplo, a cor da pele das aves, da carne de salméo e do tom
das gemas é amplamente determinada pela dieta do animal. Alguns pigmentos
possuem potencial antioxidante e propriedades antitumorais (YOO et al., 2016),
podendo agregar funcionalidade aos produtos (TORRES et al.,, 2016). Por
exemplo, o grupo do pigmento carotenoide tem atividade antioxidante e
provitamina A (SAINE, etal., 2015).

A principal desvantagem desses corantes ou pigmentos naturais esta
relacionada aos seus fatores de rendimento de extracdo (alguns gramas de
pigmento por kg de matéria-prima seca) (MAPARI et al, 2005). Além disso, ao
serem extraidos apresentam pouca estabilidade, degradando-se facilmente ao
entrar em contato com a luz ou variacao de temperatura, 0 que ocasionaa perda
das caracteristicas funcionais e alteracdo da cor natural, elevando o custo de
obtencdo desses, consideravelmente quando comparado aos sintéticos
(WROLSTAD e CULVER, 2012).

2.5. COLORANTEDE ORIGEM MICROBIOLOGICA

O uso de microrganismos como fonte para producao de colorantes naturais
surge como uma alternativa interessante, ja que tém vantagens em relacéo a
versatilidade e produtividade quando comparada a outras fontes naturais de
pigmentos na producédo em escala industrial de pigmentos e colorantes naturais
(VELMURUGAN, et al., 2010a). Entre as moléculas produzidas por
microrganismos estdo o0s carotendides (Blakeslea trispora, Phycomyces

blakesleeanus, Mucor circinelloides, Neurospora crassa), melaninas
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(Saccharomyces neoformans), flavinas (Ashbya gossypii, Monascus sp.),
fenazinas (Pseudomonas aeruginosa), quinonas (Aspergillus sp., Eurotium sp.,
Fusarium sp., Dreschlera sp., Penicillium sp.), e monascinas (Monascus sp.)
(DUFOSSE, 2004; 2019; PLONKA e GRABACKA, 2006).

A reducdo dos custos de producdo de colorantes naturais de
microrganismos € um dos objetivos da industria, uma vez que colorantes
sintéticos e o0s extraidos de plantas sdo geralmente produzidos mais
economicamente (DUFOSSE, 2016). Embora colorantes produzidos por
microrganismos sejam Vvarias vezes mais caros - producdo microbiana de
Betacaroteno custa aproximadamente 1000 US$/kg enquanto os sintéticos
chegam a 500 US$/kg - eles aindapodem competir com colorantes sintéticos por
serem naturais e seguros (VENIL et al., 2014).

Para derrotar essa restricdo, sugere-se explorar a potencialidade de outras
fontes bioldgicas, como fungos, bactérias e culturas de células,uma vez que as
técnicas de selecdo, mutagcdo ou engenharia genética adequadas podem
melhorar significativamente os rendimentos de producédo de pigmentos em
relagdo aos organismos selvagens (MAPARI, et al., 2005). Os pigmentos
produzidos por microrganismos podem ser obtidos por fermentacdo submersa,
que é uma producaoinerentemente mais rapida e produtiva em comparacao com
qualquer outro processo quimico e seus filamentos génicos séo relativamente
grandes e facilmente manipulados, 0 que se torna uma vantagem frente aos
colorantes artificiais e inorganicos (DUFOSSE, 2016; MAPARI, et al., 2005).
Além disso, alguns colorantes microbianos podem ser produzidos a partir da
utilizacéo de residuos agroindustriais como substrato, o que torna o processo

mais favoravel em termos financeiro e ambiental (TULI et al., 2015).

2.6. COLORANTES DE ORIGEMFUNGICA

Dentre os pigmentos de microrganismos, existe um grande interesse
voltado aos fungos como potenciais produtores de pigmentos. Uma atenc¢ao
especial tem sido direcionada a fungos endofiticos, visto que sdo mais
adequados para a producao de colorantes, pois podem ser cultivados a fim de

produzir grandes quantidades de metabdlitos e possuem capacidade de utilizar
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uma grande variedade de fontes de carbono e nitrogénio como fonte para
producado de seus metabdlitos, e ainda sdo produtores potenciais de inUmeros
tons de pigmentos (EL-HAWARY et al., 2016; DUFOSSE et al., 2014; MAPARI
et al., 2010).

Eles colonizam tecidos vegetais sadios, tanto inter como intracelularmente,
sem causar quaisquer sintomas aparentes de doencas, e podem ser isolados de
muitas variedades de plantas e sdo capazes de produzir pigmentos, dentre eles
o pigmento vermelho (GONCALVES, 2013). Além disso, eles possuem uma
ampla diversidade de adaptacfes microbianas em ambientes especiais e
incomuns, tornando-os uma grande fonte de estudo e pesquisa de novas drogas
para usos médicos, industriais e agricolas (DUFOSSE, 2016).

Os fungos endofiticos sdo os mais utilizados para a producéo de colorantes
(GONCALVES et al., 2019), conhecidos por produzir uma gama extraordinaria
de pigmentos que incluem varias classes quimicas, como carotendides,
melaninas, azafilonas, flavinas, fenazinas, quinonas e, mais especificamente,
monascinas, violaceina e indigo (DUFOSSE, 2006).

Muitas funcdes ja foram propostas para explicar porque ocorre a producao
de pigmentos por microrganismos, como protecdo contra radiacdo ultravioleta
(ROMERO-MARTINEZ et al., 2000), oxidantes (LIU et al., 2005), condigdes
extremas de calor e frio (PAOLO et al.,, 2006), compostos antimicrobianos
produzidos por outros microrganismos (VAN DUIN et al., 2002), entre outras.
Entretanto, ainda ndo h& uma explicagdo concreta do porqué alguns
microrganismos pigmentam, entretanto, Liu e Nizet (2009) postularam que a
maioria dos pigmentos evoluiu inicialmente como um mecanismo para combater
as espécies reativas de oxigénio (ERO) ambientais, mas, com o tempo, esses
compostos foram adaptados para servir funcdes divergentes. Uma maior
compreensdo desses compostos dird mais quanto a sua toxicidade e a sua
aplicagao multifuncional.

Algunsfungos produtores de pigmentos ja estudados para usona producao
de colorantes alimentares potenciais sao: Aspergillus, Eurotium e Fusarium
oxysporum (pigmentosamarelos e vermelhos) (TORRES et al., 2016); Monascus
(pigmentos policetideos) (FENG et al., 2012); Fusarium fujikuroi (pigmentos
vermelhos (WIEMANN et al., 2009) e laranja (AVALOS e CERDA-OLMEDO,



25

1987); Talaromyces (por exemplo, T. purpurogenus e T. atro-roseus produzindo
pigmentos vermelhos) e cepas de Penicillium,como P. citrinum, P. islandicum ,
P. aculeatum e P. pinophilum (pigmentos mitorubrina, monascorubrina,
2010);

(carotenoides amarelos e laranjas) (Gmoser et al., 2017). No Quadro 2 abaixo

monascorubramina) (MAPARI, et al, Neurospora intermedia

estdo listados alguns exemplos de pigmentos produzidos por fungos, suas

respectivas cores e suas funcdes de acordo com suas atividades biolégicas.

Quadro 2 — Colorantes naturais produzidos por fungos e fun¢des biolégicas.

Molécula Cor Fungo Funcéo biolégica Referéncia
) Vermelho; Fusarium A Zhengetal.,
Antraquinona Agente anticancer
Amarelo oxysporum 2017
Amarelo; . .
) ] Aspergillus . Miao etal.,
Asperversina Laranja; Agente antifungico
versicolor 2012
Vermelho
. Vermelho; ) A Nagiaand El-
Benzoquinona Fusariumsp.JN158 Agente anticancer
Roxo Moham, 2007
. Talaromyces o ) Chadnietal.,
Pigmento vermelho Vermelho Agente antimicrobial
verruculosus 2017
. Stemphylium o .
Antraquinona Vermelho o Antioxidante Lietal.,2017
lycopersici
. Vermelho Gibberella Agente antimicrobial, Sarang etal.,
Naftoquinona ) B ) ] o
alaranjado moniliformis antiparasitario 2017
. . Nigrosporasp. Agente antiviral Zhengetal.,
Hidroantraquinonas Amarelo
YE3033 (HIN1) 2017

Fonte: Autoria propria, 2021.

2.7. FUNGOFILAMENTOSO PSEUDOFUSICOCCUMSP.

Fungos endofiticos do género Pseudofusicoccum, podem ser encontrados
em todo o territorio terrestre, nas comunidades naturais e antropicas,
colonizando plantas no Artico, Antéartica, solos geotérmicos, desertos, oceanos,
florestas tropicais, mangues e florestas costeiras (JALGAONWALAN, MOHAITE,
MAHAJAN, 2011), incluindo plantas da espécie Manilkara Salzmannii,localizada
naRestingade Salvador, Bahia. O Género Pseudofusicoccum foi introduzido por
Crous et al. (2006) que o descreveram como intimamente relacionado com
Fusicoccum e Neofusicoccum morfologicamente, mas diferia filogeneticamente

de ambos os géneros. Ele pertence a familia Botryosphaeriaceae, Dominio
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Eukarya, Reino Fungi, Filo Ascomycota, Classe Dothideomycetes e Ordem
Botryosphaeriales (SCHOCH et al., 2006).

A familia Botryosphaeriaceae tem como caracteristicas taxondémicas: a
largura, o comprimento, a septacdo, a espessura da parede e coloracédo de
conidios, parafises e células conidiogénicas, o formato de picnidios - quando
identificados com base ao estigio assexuado - e o formato e dimensdes de
ascos e ascosporos - quando identificados com base no estagio sexuado
(SLIPPERS et al., 2017). Esse género foi descrito originalmente pela espécie P.
stromaticum, e hoje possuioito espécies descritas (P. violaceum, P. adansoniae,
P. kimberleyense, P. stromaticum, P. olivaceum P. ardesiacum e P.artocarpi; P.
africanum) que se distinguem principalmente pelas dimensdes de seus conidios
e pela producao de pigmentos em cultura (SLIPPERS et al., 2013).

No Brasil, espécies de P. stromaticum e P. adansoniae foram relatadas
como endofiticos em espécies arbéreas da Caatinga cearense, porém
mostrando-se patogénico quando inoculadas em frutos de manga e plantas de
umbu-caja (Spondia sp.) (GONCALVES et al., 2016), sendo essas espeécies
anteriormente ja relatadas como associadas a cancros e a morte descendente
em plantas de mangueira (MARQUES et al., 2011). Estudos com espécies do
género Manilkara indicaram a presenca de varias atividades bioldgicas, como a
antimicrobiana (DE BRUM VIEIRA et al., 2016), inseticida (FERNANDES et al.,
2014) e antioxidante (PARIKH e PATEL, 2016) que indica o grande potencial

biolégico de género.

2.8. EFEITODA LUZ

As condicdes de fermentagcéo, como composi¢cao do meio e parametros de
processo, tém influéncia direta na producéo de pigmentos e desenvolvimento da
maioria dos organismos (estresse oxidativo, luz, pH, fontes de nitrogénio e
carbono, temperatura, cofatores, surfactantes, oxigénio, intermediarios de acido
tricarboxilico) (GMOSER etal., 2017).

A luz, assim como a temperatura, € um sinal ambiental diretamente
relacionado com a regulacédo dos processos de desenvolvimento e fisiologicos,

essa regulacdo € mediada por fotorreceptores em fungos (BABITHA et al., 2008;
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VELMURUGAN et al., 2010; ZHENG et al., 2009). Os fungos possuem sistemas
de fotorresposta onde receptores fotossensoriais especificos respondem a
diferentes comprimentos de onda de luz (GLUKHOVA et al., 2014), sendo que
0s principais sdo aqueles fotorreceptores que contém os cromoforos flavina,
retinal e tetrapirrol (FISCHER et al., 2016).

Os efeitos da luz foram investigados em modelos de espécies de fungos
como em Coprinus (um basidiomiceto), observando-se alteracdes morfolégicas,
ou Phycomyces (um zigomiceto) (Miyake et al., 2005), a nivel molecular,
Neurospora crassa (um ascomiceto) (Velmurugan et al.,, 2010b) e suas
estruturas produtivas em A. nidulans (Bayram et al., 2008). No entanto, pouco
se sabe sobre a influéncia das diferentes cores da luz em meio sintético no seu
crescimento e producao de pigmentos.

O fungo Neurospora crassa € o mais bem compreendido com base nas
funcdes dos genes de white colar (wc-1 e wc-2) no sensor de luz. O complexo
wc-1/wc-2 € um dos mecanismos de entrada de luzenvolvidos nesses processos
e foi bem documentado por Yager (1998). O gene wc-1 € um fotorreceptor que
responde a luz azul e atua como um fator de transcricdo para a frequéncia e
outros genes regulados pela luz em conjunto com wc-2, este complexo é
modulado pela proteina VIVID (VVD) (HE et al., 2002; RODRIGUEZ-ROMERO
et al., 2010).

Alguns metabdlitos secundarios importantes sédo regulados pela luz azul.
Ela inibe a producdo de micotoxinas em Aspergillus flavus, Aspergillus
parasiticus e Alternaria alternate (fungos fitopatogénicos) (HAGGBLOM et al.,
1996; LAUTER, 1979). O pigmento e do Paecilomyces farinosus pode se formar
em auséncia de luz, embora difiram na morfologia e distribuicdo estudada
daquelas formadas na luz (VELMURUGAN et al., 2009). Os efeitos da luz
também foram estudados em Monascus purpureus e Emericella nidulans para a
producdo de pigmento vermelho solavel e Penicillium purpurogenum foi
estudado para a producao de pigmento amarelo (BABITHA et al.,, 2008).
Entretanto ainda faltam estudos sobre o efeito da luz na atividade enzimatica ou
em qualquer aspecto do metabolismo de fungos, incluindo a producao de

pigmentos.
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2.9. CITOTOXICIDADE

Uma das limitagcdes comerciais associadas ao uso de pigmentos fungicos
é a natureza toxica de certos metabdlitos fungicos (DUFOSSE et al., 2005). O
sucessode qualquerclasse de pigmento produzido por fermentagdo depende de
sua aceitabilidade pelos consumidores, da aprovacdo regulamentar e do
investimento de capital necessario para levar o produto ao mercado,
autenticacao de qualidade GRAS (Geralmente Reconhecidos como Seguros)
pela FDA para a espécie a ser explorada tanto naindustriaalimenticiaquanto na
farmacéutica (DUFOSSE et al., 2014; RAO et al., 2017).

A avaliacdo da toxicidade dos colorantes naturais produzidos por fungos
um dos requisitos para a liberacdo do uso como colorantes alimentares pelas
autoridades regulamentares (DUFOSSE et al., 2014). O termo citotoxicidade é
comumente usado para se referir ao potencial de um composto para induzir
variagbes no comportamento celular e processos essenciais que
subsequentemente desencadeiam a morte celular ou causam uma grande
diminuicdo na sobrevivéncia celular (NILES e RISS, 2015).

As células sdo capazes de apresentar respostas especificas em
decorréncia da exposicdo a diversos produtos quimicos ou estresses fisicos,
existe um numero consideravel de ensaios de citotoxicidade in vitro disponiveis
(DAMIANI et al., 2019). Atualmente, os pontos principais comuns utilizados para
avaliar a citotoxicidade incluem permeabilidade da membrana, conteddo de
metabdlitos celulares, funces mitocondriais, funcdes lisossomais e morte
celular (MAHTO et al.,, 2010). Os métodos mais comuns para avaliar a

citotoxicidade estdo listados no quadro abaixo (Quadro 3).

Quadro 3 — Métodos mais comuns para avaliagdo citotdxica.

Parametro mensurado Biomarcador Método de detecgao
Funcao lisossomal Vermelho l\{eutro Absorbancia
Fosfatase Acida Fluorescéncia
Liberagdo e contelido LDH Absorbancia
intracelular Protease Fluorescéncia
Condensacao de cromatina DAPI Fluorescéncia
Conteldo metabdlico ATP Luminescéncia
MTT Absorbancia

Func¢des mitocondriais
XTT Absorbancia
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Alamar Blue Fluorescéncia/Absorbancia
Caspase 3/7 Fluorescéncia
Apoptose _ —
Fragmentacao de DNA Fluorescéncia

Fonte: Adaptado de Niles et al., 2009.

Os metabdlitos secundarios produzidos por fungos podem exibir atividades
bioldgicas extensivas, como a citotoxicidade (LI et al., 2014), atividade antiviral
(CHEN et al., 1993), antibacteriana (NARUSE et al.,1993) entre outras. As
espécies mais promissoras Sado as que nao sado micotoxogénicas e nao
patogénicas aos humanos (GMOSER, et al., 2017).

Estudos elucidaram que varias espécies de fungos endofiticos como
Penicillium sdo capazes de produzir metabdlitos téxicos conhecidos como
rubratoxina, luteosquirina, islanditoxina, rugulosina, cicloclorotina, eritrosquirina,
emodina, 4cido espiculispérico e rugulovasina A e B (FRISVAD E THRANE,
2004; MAPARI, et al., 2010) e Eurotium spp. e F. oxysporum também produzem
micotoxinas (CARO et al., 2012). Xiao et al. (2018) mostraram que compostos
isolados do fungo endofitico Aspergillus sp. séo citotéxicos contra a linhagem de
células humanas cancerigenas A549. O fungo endofitico Aspergillus tamarii,
isolados das raizes de Ficus carica formou metabdlitos secundéarios com
potencial atividade citotdxica contra a linhagem de células humanas
cancerigenas, como MCF-7 e A549 (SHARMA et al.,, 2018). Em um estudo
conduzido por Rustamova et al. (2020), as cepas e Aspergillus sp. XJA6 e A.
terréus XJA8 mostraram atividade de citotoxidade contra as seguintes linhagens
de células de cancerhumano: Hela (cancer cervical), HT-29 (cancer de célon).

Assim, torna-se necessario a avaliacdo de cada espécie de fungo
individualmente para possivel aplicacdo de seus compostos como colorante
natural, jA que se faz necesséaria a aprovagdo dos mesmos pelos 6rgaos
reguladores (ANVISA, no Brasil) e para isso eles precisam ser considerados
seguros, obedecendo aos valores maximos de IDA (Ingestédo Diéria Aceitavel),
que é uma estimativa estipulada pelo Joint Expert Commitee on Food Additives
(JECFA) da quantidade de aditivos, expresso com base no peso corpéreo, que
podera ser ingerido diariamente, por um periodo indeterminado, sem causar
riscos & satde (DUFOSSE et al., 2014; RAO et al., 2017).


https://www-sciencedirect.ez10.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0378427418319192?via%3Dihub#bib0140
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OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL

Investigar o efeito de diferentes cores de luz na producéo extracelular de
pigmentos pelo fungo Pseudofusicoccum sp.isolado da planta Manilkara sp.
em fermentacdo submersa e avaliar a atividade citotoxica do extrato de

pigmentos em linhagens de células humanas.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obter o extrato fungico por fermentacdo submersa;

Avaliar o efeito de diferentes cores de luz (branca, vermelha, amarela, azul,
verde e naausénciade luz) na producéo de pigmentos;

Avaliar o efeito de diferentes luminosidades no crescimento do fungo
Pseudofusicoccum sp. no meio de cultivo;

Avaliar a atividade citotéxica do extrato de pigmentos em células HepG2
(carcinoma hepatocelular humano), SCC4 (carcinoma escamocelular oral
humano), BJ (fibroblasto de prepucio humano) e MRC-5 (fibroblasto de
pulméo humano) obtidas da ATCC (American Type Culture Collection).
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CAPITULO II

Effect of Iluminosity on extracellular pigment production by

Pseudofusicoccum sp. and cytotoxic activity evaluation
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5.1. ABSTRACT:

Consumers are increasingly interested in safe natural products, which has
accelerated the food industry's enthusiasm for obtaining natural pigments.
Therefore, the use of microorganisms to produce pigments has increased. The
light is a crucial environmental factor for regulating developmental and
physiological processes in most organisms. The fungus was grown on Medium
Sabouraud Dextrose Agar in Petri dishes, incubated in an oven at 28 °C for 7
days. The objective of this work was to evaluate the effect of luminosity (darkness
and different color light) quality on biomass and extracellular pigment yield of
Pseudofusicoccum sp. in submerged fermentation and to verify the in vitro
cytotoxicity of the submerged extract in tumor and normal cell lines. The growth
of Pseudofusicoccum sp. was statistically not affected by the incubation under
differentwavelengths of light. Pigment production has increased according to the
color of light, white<blue<green<red<darkness<yellow. Extracellular pigment
production resulted maximum in yellow light and total darkness (maximum
absorbance value of 3.56 and 3.03 repectively) and the minimum was observed
in unscreened white light (maximum absorbance value of 0.06). The pigment
extract is not cytotoxic againstcells linestested, showingpotential for use in food

industry.

Keywords: endophytic fungi, light, cytotoxicity, natural dye.
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5.2. INTRODUCTION

The colors are used by the food industry for a long time to make products
more attractive to consumersandto cause a good firstimpression (Martins et al.,
2019). The interesting in products that have a composition from natural sources
has increased, as a result of the search for human safety and environmental
conservation, requiring the development of new studies that makes possible the
use of natural sources of colors to replace synthetics dyes (Dufosse, 2019;
Velmurugan etal., 2010b).

Natural pigments can be selected from a variety of insects (Santos et al.,
2015), plants (Asker etal., 2018), and microorganisms (Velmurugan etal., 2010a;
Yang et al.,, 2018). Microorganisms have advantages of versatility and
productivity than other natural sources of pigmets in the industrial-scale
production of natural pigments and dyes (Velmurugan, et al., 2010a). Pigments
produced by microorganisms are obtained by fermentation which is an inherently
faster and more productive production compared to any other chemical process
and their gene filaments are relatively large and easily manipulated, making their
use more advantageous than artificial and inorganic colors (DUFOSSE, 2016;
MAPARI, et al., 2005).

Filamentous fungi are a good alternative source of pigments and they are
the most used for the production of dyes (Goncalves et al., 2019). These fungi
are known to produce an extraordinary range of pigments that include several
chemical classes such as carotenoids, melanins, azaphilones, flavins,
phenazines, quinones, and more specifically, monascins, violacein, and indigo
(Dufossé, 2006). Monascus, Aspergillus, Penicillium, Neurospora and Fusarium

are some species already studied to pigment production (Gmoser et al., 2017).
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However, there are no studies about the production of pigments by
Pseudofusicoccum sp.

One of the commercial limitations associated to the use of fungal pigments
is the stability, when extracted, they can be easily degraded when in contact with
light or temperature variation, which causes the loss of functional characteristics
and alteration of the natural color and the toxic nature of certain fungal
metabolites (Dufossé et al. 2005; Wrolstad & Culver, 2012). Its important to
conduce studies that show the toxicity potencial, the non-mycotoxigenic nature
of the specific fungus, used to obtain the pigment, and the possible chemical
structure of the associated metabolites (Hernandez et al.,, 2019). Some
cytotoxicity studies have been carried out with endophytic fungi where cytotoxic
activity hasbeen verified against some cancer cell lines (Sharma et al., 2018; Xin
et al., 2019).

Pigmentbiosynthesisisdirectly influenced by fermentation conditions, such
as medium composition and process parameters. In most organisms light, like
temperature, is a crucial environmental signal for regulating developmental and
physiological processes (Babithaet al., 2008). The responses are mediated by
light photoreceptors capable of initiating the signal transmission that can cause
modifications in the gene expression encoding enzymes responsible for mycelial
growth and secondary metabolite productionsin fungi (Zheng et al., 2009). The
effects of light have been investigated in the model fungal species as
morphological in Coprinus (a basidiomycete) or Phycomyces (a zygomycete)
(Miyake et al., 2005), molecular level, Neurospora crassa (an ascomycete)

(Velmurugan et al.,, 2010b) and there productive structures in A. nidulans
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(Bayram et al., 2008). However, little has been known about the influence of
differentcolor of lightin synthetic medium on its growth and pigment production.

The purpose of this study was to investigate the effect of differentcolor of
light on growth and pigment production by Pseudofusicoccum sp. isolated from
Manilkara sp. under submerged fermentation and to evaluate the in vitro

cytotoxicity activity of the obtained pigmentextract in human cell lines.
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5.3. MATERIALS AND METHODS

5.3.1. Fungus cultivation

Pseudofusicoccum sp. was isolated from Manilkara salzmannii leaves
located in Parque das Dunas in Salvador, Bahia, Brazil (12°56’59” S and
38°20°25” W). The fungal isolate was maintained at the Laboratory of Applied
Microbiology and Bioprospecting - LAMAB, located at the Institute of Health
Sciences- UFBA. The culturewas preserved in Sabouraud Dextrose Agar (SDA)
at 28 = 2°C, in Petri plates and sub-cultured once in every week, according to

Petrini et al., (1993).

5.3.2. Submerged fermentation and pigment extract

production

The strain was incubated for 7 days in PDA to be used as an inoculum for
submerged fermentation. This was conducted according to Abiala, Ogunjobi,
Odebode & Ayodele (2010) with some modifications. After the incubation in
plates, 3 mycelialagar discs (5mm diameter) were transferred to 100 mL of sterile
Sabouraud Dextrose Broth (SDB), pH 8,5 in Erlenmeyer Flasks. To study the
effect of differentwavelengths of lighton the growth and pigment production, the
experiment was setup based on the principle that a colored-glass paper allows
only its particular color of light to pass through—it filters out the other colors of
the spectrum (Figure 2). The flasks were covered in colored glass papers of blue
(492-455 nm), green (577— 492 nm), yellow (597-577 nm) or red (780—-622 nm)
and placed at an illuminated light source inside the incubatorinstalled with light

(G-light, 18W) and kept at 28 + 2°C for 21 days. To study the effect of keeping
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underdirect illumination, the flasks were directly kept underlight source and for
those to study the effectof keepingin total darkness, were covered with aluminum
foil at 28 + 2°C for 21 days (Figue 2). After the incubation, the submerged
fermentation was filtered using common paper filter and then using 0.45 um filter
with vacuum pump. The pigmentextract and the mycelium were stored in a flask

covered with aluminum foil at 4°C for further analysis.

5.3.3. Effectof light

SDB sample was kept as the blank for pigmentanalysis so that any colored
substances from the solid substrate were subtracted from the pigment produced
by the fungus. The analysis of pigment was carried outin a spectrophotometer
(Multiskan FC — Thermo Scientific). The samples of pigment extracts (produced
with differentcolors lightand absence of light) were read at 420, 520 and 620 nm
(a wavelength which representsthe absorption maxima for yellow, reddish brown
and blue pigments, respectively (Figure 2 and 3), taking in to consideration the
dilution factor of the sample (Chiu,SW. & Poon, Y. K., 1993). All analyzes were
donein duplicate. Pigmentyield was expressed as optical density units per gram
dry fermented matter multiplied by its dilution factor (Johns,M. R. & Stuart, D. M.,

1991) and the absorbance values are converted to color units.
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Figure 2. Principle used to conduced the experiment. The flasks were

covered in colored glass papers of blue (492-455 nm), green (577— 492 nm),

yellow (597-577 nm) or red (780-622 nm) and placed at an illuminated light

sourceinside the incubator installed with light (G-light, 18W) and darkness.

Figure 3. Experimental setup to study the effect of different light source on

growth, and extracellular pigment production for Pseudofusicoccum sp.

5.3.4. Biomass estimation

The fungal biomassobtained duringfiltration of the submerged fermentation

was washed twice with deionized water followed by drying at 105 °C for 12-15 h
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and weighed to yield the biomass. This was conducted according to Velmurugan

et al. (2010b).

5.3.5. Cell culture

To the cytotoxicity assay cells HepG2 (human hepatocellular carcinoma),
SCC4 (oral human squamous carcinoma), BJ (human foreskin fibroblast) and
MRC-5 (human lung fibroblast) obtained from American Type Culture Collection
(ATCC) were used. The cells were grown in cell culture bottles (75 cm?, volume
of 250 mL), the media usedwere RPMI 1640 supplemented with 10%fetal bovine
serum. The cells were kept in incubators with an atmosphere of 5% CO? at 37
°C. Cell growth was monitored daily using an inversion microscope. The medium
was changed whenever the cell growth reached the confluence necessary for
nutrientrenewal. For the maintenance of adhered cells trypsin (0.25%) was used
for the cells to detach themselves from the walls of the bottles. Cell cultures were
negative for microplasma, as assessed by Hoechst placement (Mycoplasma

Stain Kit, Cat. MYC1, Sigma-Aldrich®, St Louis, MO, USA).

5.3.6. Cytotoxicity activity

To evaluate the cytotoxicity of the submerged extratc, the alamar blue test
was performed after 72 hours of exposure with the test substances. Alamar blue,
identified as resazurin (O'BRIEN et al., 2000), is a fluorescent/colorimetric
indicator with redox properties. As with tetrazolium salts, alamar blue is reduced
in proliferating cells. The oxidized form is blue (non-fluorescent/non-viable cell)
anda reduced formis pink (fluorescent/viable cell). The reduction in alamar blue

reflects cell proliferation. This was used to generate cell growth and/ or viability
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in the monitoring of lymphocyte proliferation (AHMED et al., 1994) and currently
several applications.

Initially, the samples were diluted in pure sterile DMSO at a concentration
of 10mg / mL (for extracts) or 5mg / mL (for pure compounds). The samples were
tested in concentrations that ranged from 0.19-50 ug/mL. The cells were plated
in 96-well plates (100 pL / well of a 0.7 x 105 cells/mL solution). After 24 hours of
incubation, test substances dissolved in DMSO were added to each well and
incubatedfor 72 hours. Doxorubicin wasused as a positive control. The lower left
control the same amount of DMSO. Four hours (twenty-four hours for PBMC)
before the end of the incubation period, 20 pL of the stock solution (0.312 mg/mL)
of alamar blue was perfected for each well. Absorbances were measured at
wavelengths of 570 nm (reduced) and 595 nm (oxidized) using a plate reader
(AHMED et al., 1994). The percentage of inhibition was obtained and the
percentage of inhibition x log of the concentration was recorded and its IC50 was
determined using non-linear regression using the program Prisma version 5.0

(GraphPad Software). The analyzes were carried out at Fiocruz- Bahia.

5.3.7. Statistical analysis

Statistical analysis was performed using the Kruskal-Wallis test, which is a
non-parametric test. The significance limitfor the statistical analysis resulted in a
95% confidence interval. In addition, multiple comparisons were made to identify

whetherthere was a statistical difference overtime in each treatment.
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5.4. RESULTS ANDDISCUSSION

5.4.1. Effectof lightin pigmentyield

Filamentousfungican senselightanduse it as a signalto physiological and
morphological responses, lightplays a key role as a regulator for growth, pigment
production, metabolites, asexual and sexual reproduction (Babitha et al., 2008;
Rodriguez-Romero et al., 2010). There is still no concrete explanation of why
some microorganisms pigment, however, Liu and Nizet (2009) postulated that
most pigments evolved initially asa mechanismto combat environmental reactive
oxygen species (ROS), but, over time, these compounds have been adapted to
serve divergentfunctions.

The visual difference in Fungus cultivation in submerged fermentation from

differentluminosities can be seen in the Figure 4.

Figure 4. Fungus cultivation in submerged fermentation. Cultivation in
submerged fermentation (SDB) after 21 days of incubation in an oven at 28
+ 2 °C C with different colors of light (green, red, yellow, blue, absence of

light and white, respectively from left to right).
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The absorption spectra of the pigments from different color light and
darkness indicated that pigment composition largely changes depending on the
lightand its conditions. Incubation in yellow light and total darkness resulted in
increased pigments production in the observed spectra (yellow, reddish brown
and blue), followed by red, green and blue, the lowest production was white light
(Figure 5).

In the analysis of the 420 nm spectrum, maximum absorbance for yellow
pigments, a higher production of pigments was observed with yellow light
(absorbance value of 1.66) andthe lowest production was with unscreened white
light (absorbance value of 0.23) (Figure 5a). The same was observed in the 520
nm spectrum (maximum absorbance for reddish brown), where the higher
production of pigments was observed with yellow light (absorbance value of 3.56)
and the lowest production was with white light(absorbance value of 0.34) (Figure
5b). And in the 620 nm spectrum too, the higher value absorbance was 0.46
(yellow light) and the lowestwas 0.06 (white light) (Figure 5c). These results may
be associated with a specific receptor for yellow light (Zheng et al., 2009) that
causes a greater production of pigments by the fungus, further studies are
needed to confirm this. There was observed low production of pigment in the
spectrum of maximum absorbance to blue pigment (620 nm) in all conditions
when compared with the production observed in 420 nm and 520 nm spectrum
(0.46, 1.66 and 3.56 were the maximum absorbance value respectively) (Figure
5).

In a similar study by Velmurugan etal., (2010a), incubationin total darkness
resulted in increased pigments too, and it was followed by red, blue, unscreened

white light, green and yellow in extracellular pigmentyield in all the isolates. The
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results are in agreement with Miyake et al., (2005), who reported the variations
in the concentration of secondary metabolites (aminobutyric acid, red pigments,
monacolin K and citrinin) according to the wavelengths of light. In this study, light
intensitywas not evaluated,and thisfactor can be an importantvariable for future

analysis.
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Figure 5. Effect of different colors of light on pigment production. The
samples were submitted to different colors clear (yellow, blue, red, green,
white and darkness) and analyzed by spectrophotometry (Multiskan FC —
Thermo Scientific), wavelength: 420nm, 520 nm and 620 nm. Theerror bars

represent a 95% confidence limit for the measurements.
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5.4.2. Effectoflight onfungic growth

The effects of differentwavelength of light on the biomass production were
assessed by recording the weightof the dry biomass after 21 days of incubaton.
In submerged culture, there were not many variations in the mycelial biomass
weight after 21 days of incubation. The biomass recovered from total darkness
showed lower results (2,12 g/100mL) and the higher was from the yellow light
(2,85 g/100mL), a difference of 25,5%. (Figure 6).

These results do not corroborate with those found by Palacio-Barrera et al.,
2019 in which biomass concentration in blue and green light was also higher.
Zheng et al. (2009), studied the influence of light in submerged cultures of
Inonotus obliquus, the results were that occurred greatest increase of mycelial
biomass in red and blue light, which indicates that photoreceptors in I. obliquus
are able to sense blue and red lightand activates signal transduction pathways
favorable to mycelial growth in submerged culture conditions. The results showed
by Babitha et al. (2008), indicated that the direct illumination favored the growth
but under total darkness, there was a reduction in the biomass in Monascus

pupureus culture.

Dry weight (g)

o
i

=]

Green Blue Red Yellow White  Darkness
Light Source

Figure 6. Effect of light on growth. Samples submitted to different lights

(yellow, blue, red, green, white and darkness) containing mycelia were
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filtered and the separated mycelia were washed twice with deionized water
followed by drying at 105 °C for 12-15 h and weighed to yield the biomass.

The error bars represent a 95% confidence limit for the measurements.

5.4.3. Cytotoxicity assay

Table 1 shows the IC50 data obtained. According to cytotoxic drug
screening program, extracts with IC50 values <30 pg/mL and pure compounds
with IC50 <4 pg/mL are considered promising (SUFFNESS & PEZZUTO, 1990;
BOIK, 2001). The submerged extract did not show cytotoxic activity at the tested
concentrations after 72 hours of exposure with cancer cells lines,HepG2 (human
hepatocellular carcinoma), SCC4 (human oral squamous cell carcinoma), and
normal cells lines, MRC-5 (human lung fibroblast), and BJ (human foreskin
fibroblast) with IC50 > 50 pg/mL. These results are favorable for the potential use

of pigments as dyes in the food industry.
In a study conduced by Rustamova et al. (2020), Aspergillus sp. XJA6 and
A. terreus XJAS8 strain, showed cytotoxity activity against the following human
cancer cell lines: Hela (cervical cancer), HT-29 (colon cancer) with IC50 of 9.99
+ 0.8 pg/mL and 5.73 + 0.6 pg/mL, respectively. The pigmentcompound from F.
chlamydosporum against exhibited moderate levels of cytotoxicity in cancer cell
lines but showed very less cytotoxicity in normal CHOK 1 cells (Soumya et al.,
2018). The endophytic fungus Aspergillus tamarii from the roots of Ficus carica
produced secondary metabolites with potential cytotoxic activity against human
cancer cells such as MCF-7 and A549 (Sharma et al., 2018). Compounds from
the endophytic fungus Aspergillus sp. that were isolated by Xin et al. (2019) are

cytotoxic againstthe A549 cell line.
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Table 1 — IC50 values for cytotoxic activity in tumor and non-tumor cell
lines. Thetable shows the IC50 values (mean inhibitory concentration) and
the respective 95% confidence interval obtained from three independent

experiments.

Pseudofusicoccum sp. >50 >50 >50 >50
Doxorubicin 0,05 0,13 4,84 2,16
0,03-0,11 0,10-0,18 294-0,86 0,75-6,17

HepG2 (human hepatocellular carcinoma), SCC4 (oral human squamous carcinoma), BJ (human
foreskin fibroblast) and MRC-5 (human lung fibroblast) obtained from American Type Culture

Collection (ATCC).
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5.5. Conclusion

In this study, the growth of Pseudofusicoccum sp. was not affected by the
incubation under differentwavelengths of light. Thus, the production of pigments
has changed according to the color of light. Incubation in yellow light and total
darkness resulted in higher pigments yields, low blue pigment production was
observed. The submerged extract did not show cytotoxic activity against the
following human cancer cell lines (HepG2, SCC4) and human fibroblast cell lines
(BJ and MRC-5). In this study we did not evaluated the effect of light intensity,
furtheranalysisis needed to see if this can interfere with pigment production and

growth.
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6. CONSIDERACOESFINAIS

A producado de pigmentos pelo fungo Pseudofusicoccum sp. mudou de
acordo com as diferentes cores de luminosidade. A incubagéo emluz amarela e
ausénciade luz resultou em maiores rendimentos de pigmentos, foi observada
baixa producéo de pigmento azul, e o crescimento fungico néo foi afetado pelas
diferentes condi¢cdes. O extrato submerso ndo mostrou atividade citotoxica
contra as seguinteslinhasde célulasde cancerhumano (HepG2, SCC4) e linhas
de células de fibroblastos humanos (BJ e MRC-5), esse resultado é de suma
importancia jA que um dos requisitos para a aprovacdo como aditivo alimentar
esta relacionado com a avaliacdo da toxicidade.

Neste estudo ndo avaliamos o efeito da intensidade da luz, assim como a
estabilidade dos extratos nas diferentes condi¢des, sendo necessaria uma
andlise mais aprofundada para analisar se esses fatos podem interferir na

producdo e possivel aplicacdo do fungo naindustria alimenticia.



