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APRESENTAÇÃO

A Produção do Conhecimento nas Ciências Biológicas 2 é uma obra que tem por 
objetivo dar continuidade à divulgação dos estudos realizados na área das Ciências 
Biológicas em diversas instituições de ensino e pesquisa no Brasil. 

O segundo volume traz onze artigos, que versam sobre temas de grande 
relevância científica, alinhados com as demandas atuais de conhecimento, 
com enfoque nas áreas de biologia molecular, microbiologia, biorremediação, 
epidemiologia, botânica, zoologia, ensino de ciências e campos correlatos.

A pesquisa nas ciências biológicas oferece uma amplitude de vertentes de 
estudo e busca compreender o funcionamento do mundo microbiológico, promover a 
manutenção dos ecossistemas naturais, a conservação de paisagens e de espécies 
em risco ou ameaçadas, compreender o processo de evolução das espécies, o 
desenvolvimento de tecnologias sustentáveis e, o mais importante, levar todo o 
conhecimento produzido à sociedade, de modo a contribuir com o desenvolvimento 
regional resultando na melhoria da qualidade de vida da população.

A pesquisa nas ciências biológicas tem a preocupação de buscar sempre 
alternativas sustentáveis para a manutenção da qualidade de vida das populações 
humanas e a conservação das populações naturais com a manutenção de hábitat, 
garantindo assim o seu potencial biótico e o fluxo gênico. Tais estratégias, seja com 
espécies de micro-organismos ou componentes da fauna e da flora, garantem a 
conservação da biodiversidade brasileira e todas as suas peculiaridades. 

Mais além, é necessário divulgar as descobertas científicas e aplicá-las de modo 
a otimizar as experiências da vida cotidiana. Nesse sentido o ensino de ciências se 
presta como ferramenta de grande valia, capacitando alunos como multiplicadores 
de boas práticas para a conservação da biodiversidade e manutenção dos recursos 
naturais. 

Espera-se que a Produção do Conhecimento nas Ciências Biológicas 2 venha 
contribuir para com os pesquisadores na área da Biologia e, além disso, possa 
contribuir com a sociedade, uma vez que os conhecimentos produzidos nos centros 
de ensino superior do Brasil não devem ficar restritos aos muros das  instituições e 
sim subsidiar práticas viáveis ambientalmente, socialmente e economicamente.

Boa leitura. 
Karine Dalazoana
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CAPÍTULO 1

A PRODUÇÃO DE ÁCIDO KÓJICO POR 
Aspergillus flavus

Hellen Kempfer Phillippsen 
Federal University of Pará, UFPA, Institute of 

Biological Sciences – ICB Belém - Pará 

Alberdan Silva Santos 
Federal University of Pará, UFPA, Institute of 

Natural Sciences – ICEN Belém - Pará

RESUMO: A molécula 5-hidroxi-2-hidroximetil-
-pirona ou ácido kójico (AK) é atualmente uma 
substância importante por ser utilizada como 
cosmético clareador de pele, como antioxidante, 
no tratamento de melasma, em medicamentos, 
ter ação imunomodulatória e antisenescente 
celular. Devido às suas inúmeras aplicações 
biotecnológicas, a busca por micorganismos 
que produzam AK é uma constante. Dentro 
desse contexto, Aspergillus flavus destaca-se 
como produtor de AK em diferentes condições 
de cultivo. Assim, o presente capitulo visa 
apresentar uma visão geral sobre a produção 
de AK por A. flavus estudada por pesquisadores 
ao longo dos últimos anos.
PALAVRAS-CHAVE: ácido kójico; Aspergillus 
flavus; fermentação.

ACID KOJIC PRODUCTION BY ASPERGILLUS 
FLAVUS

ABSTRACT: The 5-hydroxy-2-hydroxymethyl-
pyrone or kojic acid molecule is an important 

substance for use as a skin whitening cosmetic, 
as an antioxidant, without drug treatment, 
in medicaments, with immunomodulatory 
and anti aging cellular action. Due to its 
biotechnological applications, a search 
for microorganisms that produce AK is a 
constant. Within this context, Aspergillus flavus 
highlights in the AK effect is a growth in AK.  
This chapter aims to present an overview of AK 
production by A. flavus studied by researchers 
over the last few years.
KEYWORDS: Acid kojic; Aspergillus flavus; 
fermentation.

1 |  CARACTERIZAÇÃO E UTILIDADES DO 

ÁCIDO KÓJICO.

O ácido kójico (AK), ou 5-hidroxi-
2-hidroximetil-γ-pirona, consiste em um 
metabólito secundário produzido por 
microrganismos. Foi descrito primeiramente 
por Saito, em 1907, ao realizar fermentações 
de arroz com Aspergillus orizae e observar a 
formação de um ácido com coloração vermelho 
púrpura em contato com FeCl3. Porém, sua 
estrutura foi descrita somente em meados da 
década de 1920 por Yabuta, que nomeou o 
ácido como Koji (Brtko, et al., 2004). 

A estrutura química do ácido kójico 
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possui a seguinte fórmula molecular: C6H6O4. É um ácido orgânico, não citotóxico, 
com peso molecular de 142,11 g/mol, ponto de fusão entre 153-154 ºC e tem pKa 
no valor de 8,03. Solúvel em água, etanol, acetona e acetato de etila e pouco 
solúvel em piridina, clorofórmio e éter (Batistuzzo, et al., 2002). É constituído por 
um anel heterocíclico contendo oxigênio, o que permite que a molécula sofra várias 
reações, como acilação, redução, alquilação,  substituição nucleofílica e eletrofílica 
(Aytemir; Septiooglu; Çahs, 2010, p. 22). A fi gura 1 apresenta a molécula 5-hidroxi-
2-hidroximetil-γ-pirona.

Figura 1. Estrutura da molécula 5-hidroxi-2-hidroximetil-γ-pirona.

O AK é amplamente estudado devido sua importância econômica, médica e 
industrial. Na indústria cosmética, o AK é utilizado como clareador de pele, pois 
inibe a ação da  enzima tirosinase por meio da quelação do íon cobre o que resulta 
na inibição da reação de oxidação requerida para a formação de melanina. A ação 
inibitória da melanogênese pelo AK o intitulou como agente clareador primeiramente 
no Japão, em 1988 (Bentley, 2006). Posteriormente, passou a ser bastante utilizado 
em cremes/loções clareadoras de pele e em  tratamento em pacientes com melasmas, 
por não ser fotossensível e geralmente não causar irritações cutâneas. Ainda pode 
ser associado a demais clareadores devido o AK retardar a degradação química e 
prolongar a vida útil dos  produtos (Batistuzzo et al., 2002). Além da ação clareadora, 
o Ak tem ganhado bastante atenção pela ação de inibição da tirosinase, já que a 
expressão anormal dessa  enzima pode causar melanoma e vitiligo (Niu &Aisa 2017; 
Hwang et al., 2017).

Na agricultura, o AK também possui papel relevante determinado por sua ação 
contra escurecimento de vegetais. O escurecimento vegetal pode ser causado por 
um processo natural de ação de polifenoloxidases, como forma de combate às 
infecções. Contudo, como o escurecimento de tecidos vegetais pode causar uma má 
aceitação do produto pelo mercado consumidor, a utilização de AK nessas estruturas 
mostrou-se efi ciente contra o escurecimento (Monsalve-Gonzalez et al., 1995).

O AK também pode atuar na modulação de células imunes, por meio da 
ativação da via de sinalização PIK3/Akt envolvida na diferenciação de monócitos a 
macrófagos (Rodrigues et at., 2014). Da Costa e colaboradores apresentaram em 
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2018 que tratamento com AK em monócitos induz o aumento da superfície celular, 
de projeções celulares e diferenciação de monócitos em macrófagos, confirmando a 
ação do AK como agente imunomodulatório.

AK também possui efeito antiparasitário. Estudos mostram o efeito leishimanicida 
do ácido por meio de infecção in vitro e in vivo de Leishimania amazonensis. Tratamento 
de L. amazonensis in vitro com concentração de 50 µg/mL de AK diminuiu a 62% e 
79% a quantidade de parasita na fase promastigota e amastigota, respectivamente. 
Em modelo de infecção in vivo, em células de mamíferos BALBIc, após quatro 
semanas de tratamento em animais infectados foi possível observar processo de 
cura devido a alta produção de fibras colágenas celular. Apesar de L. amazonensis 
produzir proteínas capazes de degradar a superfície de barreira da derme do tecido 
hospedeiro, houve aumento da produção das fibras de colágeno, diminuição do 
tamanho das lesões e diminuição da carga parasitária. Animais infectados usados 
como controle na pesquisa, tratados apenas com triacilglicerois, apresentaram 
diminuição das lesões. Entretanto, análises histológicas demonstraram o auxílio 
dos triacilglicerois no processo de cura da lesão, mas não na morte do parasita 
(Rodrigues et al., 2014).

Em relação a medicamentos, o AK tem sido estudado para ser utilizado como 
potencial substituto de anti-inflamatórios não esteroidais. A partir de moléculas de 
AK foi sintetizada a 4(1H)-Piridona – molécula com ação analgésica superior ao 
ácido acetilsalicílico (Öztürk et al.,2002). Wei e colaboradores (2019) apontaram o 
AK como um potencial fármaco para ser utilizado em pacientes transplantados de 
córnea que sofrem com a senescência celular e falência tardia do aloenxerto da 
córnea.

Devido a suas diversas utilidades na indústria, a busca pela obtenção de alta 
produção de AK por microrganismos têm sido uma constante. Diversas espécies em 
Aspergillus são descritas como produtoras de AK (A. carbonarius, A. niger, A. oryzae, 
A. wentti e A. flavus) (Papagini, 2004). Dentre essas espécies destaca-se A. flavus.

2 |  A BIOSSÍNTESE DE AK POR A. FLAVUS.

A rota metabólica envolvida na produção do ácido kójico por fungos ainda não 
está totalmente esclarecida. A busca por essa informação tem datação desde 1953, 
quando Arnstein e Bentley realizaram o cultivo de A. oryzae e A. flavus em meio 
aquoso, na presença de glicose como fonte de carbono. Os pesquisadores utilizaram 
glicose marcada isotopicamente (1-14C ou 3:4-14C2) e puderam verificar que os 
carbonos constituintes do AK formado após dias de cultivo eram, em quase sua 
totalidade, oriundos de moléculas de glicose. O experimento permitiu a conclusão de 
que o AK é uma molécula proveniente principalmente da conversão direta da glicose.

Anos depois, em 1981, foi realizada por Bajpai, Agrawala e Vishwanatha a análise 
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do perfi l enzimático por ensaios de atividade enzimática e análise cromatográfi ca de 
seus  produtos durante a produção de  ácido kójico por A. fl avus. Ensaios enzimáticos 
permitiram a verifi cação da atividade de algumas enzimas, como glicose oxidase, 
glicose desidrogenase, gluconato desidrogenase, hexoquinase, glicose-6-fosfato 
desidrogenase e 6-fosfogluconato desidrogenase. As atividades máximas das 
enzimas glicose desidrogenase, gluconato desidrogenase e hexoquinase ocorreram 
concomitantemente com a maior produção de AK por A. fl avus. Já a análise 
cromatográfi ca apresentou a formação de ácido glucônico-δ-lactona, glicose 6- 
fosfato e ácido 6-fosfoglucônico como  produtos no processo de formação do AK. 
Assim, os pesquisadores propuseram três possíveis rotas de produção de AK por A. 
fl avus (fi gura 2).

Análise da atividade das enzimas glicose desidrogenase, gluconato 
desidrogenase, glicose-6-fosfato desidrogenase, hexoquinase e 6-fosfogluconato 
desidrogenase foram também avaliadas em 2000 por Rosfarizan e colaboradores. 
A atividade máxima de desidrogenase, gluconato desidrogenase, glicose-6-fosfato 
desidrogenase foi observada após 72 h de crescimento de A. fl avus em meio 
submerso e hexoquinase e 6-fosfogluconato desidrogenase apresentaram aumento 
de atividade concomitantemente com o crescimento fúngico, com atividade máxima 
na fase de crescimento estacionário.  

Figura 2. Possíveis rotas de produção de  ácido kójico por A. fl avus propostas por Bajpai, 
Agrawala e Vishwanathan (1981) (adaptado).

Apesar de ser bastante sugerido que A. fl avus não realiza nenhuma clivagem da 
cadeia de carbono da glicose em pequenos fragmentos, produzindo AK diretamente 
desta e que também pode produzir o ácido por meio de moléculas intermediárias no 
metabolismo de glicose à formação de AK, a determinação da rota biossintética de 
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produção de AK pelo fungo necessita de maiores estudos.

3 |  A PRODUÇÃO DE AK POR A. FLAVUS EM DIFERENTES CONDIÇÕES DE 

CULTIVO 

A. flavus produz o AK como um metabólito secundário produzido quando o 
fungo se encontra sob condições específicas de aeração e em diferentes fontes de 
carboidratos. Os parâmetros de cultivo, como temperatura, pH, agitação da cultura, 
composição do meio de cultura e tensão do oxigênio têm sido avaliados, pois podem 
afetar o processo fermentativo. 

As condições de aeração, pH, cinética e condições de cultivo na produção de 
AK por A. flavus já foram avaliadas.  Em relação à aeração, Ariff (1996) apresentou 
que para maior obtenção de AK, o alto nível da demanda de oxigênio total (DOT) 
deve ser controlado em 80% quando A. flavus está em crescimento miceliano e 
quando o fungo está em processo de produção de AK, o DOT deve ser mantido em 
30%.  Quanto ao pH, este não deve ultrapassar  o limite de 3, pois em pH 2 não fora 
observado produção de AK por A. flavus. Utilizando-se um fermentador de 50 L com 
pH 3,0 (controlado durante toda a fermentação), foi possível a obtenção máxima de 
62g/L de AK, cerca de 20% a mais do que comparado em condições de fermentação 
similares sem controle de pH (Rosfarizan et al., 2000a). Corroborando com os dados 
obtidos por Rosfarizan et al. (2000a), Zohri e colaboradores (2018) otimizaram a 
produção de AK por A. flavus em resíduos de melaço de cana a 60 g/L. Em pH 3, 
fungo obteve melhor produção de AK, 24.65 g/L, após 9 dias de incubação.

Tratando-se sobre a relação da produção de AK por A. flavus e as fontes de 
carbono ideais disponíveis no meio de cultura, diversos experimentos datados desde 
o início do século XX já foram realizados. Em 1936, Smits e Barham utilizaram 
xilose como fonte de carbono para o metabolismo de A. flavus. Foi observado que a 
concentração de xilose a 150 g/L no meio de cultura foi necessária para a obtenção 
de um bom  rendimento na produção de AK. 

Utilizando xilose, amido, sacarose, glicose, frutose e lactose como fontes de 
carbono, Rosfarizan e colaboradores (1998) avaliaram a produção de AK por A. 
flavus. Obtiveram maior produção no cultivo com glicose, alcançando a concentração 
de 39,9 g/L do ácido. Dois anos depois, Rosfarizan e Ariff (2000b) avaliaram as 
concentrações de carboidrato na produção de 5-hidroxi-2-hidroximetil-γ-pirona. 
Verificaram que em cultivo submerso, concentrações de glicose e xilose entre 70 
– 200 g/L não altera significativamente a produção de AK por A. flavus. Porém, 
quando as concentrações de açúcar atingem 250 g/L, ocorre redução significativa na 
produção de AK. Em amido de sagu, Rosfarizan e colaboradores (2002) verificaram 
que A. flavus produziu 31g/L em cultivo submerso, em pH não controlado e DOT de 
40-50% de saturação em fase de crescimento miceliano.
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 No ano de 2010, Ferreira et al conduziram um estudo para investigar a melhor 
concentração de sacarose para a produção de AK.  Para alcançar seu objetivo, 
o grupo primeiramente analisou qual meio de cultivo em que A. fl avus IOC 3974 
apresentaria melhor crescimento sob diferentes concentrações de sacarose (30, 60, 
120, 240, 360 g L-1). Pelo método de biometria dos eixos ortogonais, foi verifi cado 
que o melhor crescimento miceliano ocorreu em meio Czapek, com concentrações 
de sacarose de 120 g L-1. No décimo quinto dia de cultivo, na concentração de 120 g 
L-1 de sacarose, foi verifi cado que ocorreu maior rendimento na produção de AK (26 
g/L) quando comparado às demais concentrações estudadas.

Em 2011, Coelho e colaboradores obtiveram 48 g/L de AK utilizando como 
fontes de carbono e  nitrogênio, em procedimentos separados: glicose e água de 
milho; glicerol e água de milho. Os pesquisadores recuperaram e purifi caram o AK 
produzido por cristalização com anti-solvente e clarifi cação com carvão ativado.

Já em 2014, Zhang e colaboradores utilizaram análogo de glicose, D-glucal, a 
concentração de 40 mg/L no meio de cultura. A produção de afl atoxinas por A. fl avus 
foi diminuída e a produção de AK aumentou. Provavelmente a presença de D-glucal 
no meio de cultura interferiu diretamente no metabolismo fúngico, especifi camente 
na inibição do ciclo do TCA, o que levou ao aumento de glicose no meio e sua 
posterior conversão em AK.

A tabela 1 sumariza a produção de AK por A. fl avus, sob diferentes fontes de 
carbono de algumas pesquisas nas últimas décadas.

Tabela 1. Produção de  ácido kójico por A. fl avus em diferentes fontes de carbono

 

4 | A    PRODUÇÃO  DE INVERTASE POR A. FLAVUS NO PROCESSO DE 

PRODUÇÃO DE  ÁCIDO KÓJICO NA PRESENÇA DE SACAROSE.

Durante a produção de  ácido kójico, no processo fermentativo de A. fl avus IOC 
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3974 em meio submerso Czapek, utilizando sacarose como fonte de carbono, foi 
observado que o fungo hidrolisa a sacarose, gerando glicose e frutose. A presença 
desses açúcares foi mensurada no meio de cultura durante dias. A mensuração 
permitiu a verificação que houve o declínio inicial da taxa de concentração de glicose; 
a frutose, por sua vez, não apresentou diferença de taxa de concentração no meio de 
cultura até o total consumo da glicose, que ocorreu em 168 h. Após 168 h, a frutose 
passou a ser consumida pelo fungo e a taxa de concentração de glicose passou 
a aumentar permanecendo com concentração praticamente constante até 264 h 
(Ferreira et al., 2010). Provavelmente A. flavus excretou enzima (s) que converteu 
(ram)  frutose à glicose.
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