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APRESENTACAO

A Producéao do Conhecimento nas Ciéncias Biologicas 2 € uma obra que tem por
objetivo dar continuidade a divulgacao dos estudos realizados na area das Ciéncias
Bioldgicas em diversas instituicbes de ensino e pesquisa no Brasil.

O segundo volume traz onze artigos, que versam sobre temas de grande
relevancia cientifica, alinhados com as demandas atuais de conhecimento,
com enfoque nas éareas de biologia molecular, microbiologia, biorremediacéo,
epidemiologia, botanica, zoologia, ensino de ciéncias e campos correlatos.

A pesquisa nas ciéncias biolégicas oferece uma amplitude de vertentes de
estudo e busca compreender o funcionamento do mundo microbiolégico, promover a
manutencao dos ecossistemas naturais, a conservacao de paisagens e de espécies
em risco ou ameacadas, compreender o processo de evolugcdo das espécies, 0
desenvolvimento de tecnologias sustentaveis e, o mais importante, levar todo o
conhecimento produzido a sociedade, de modo a contribuir com o desenvolvimento
regional resultando na melhoria da qualidade de vida da populacéo.

A pesquisa nas ciéncias biolégicas tem a preocupacédo de buscar sempre
alternativas sustentaveis para a manutencéo da qualidade de vida das popula¢des
humanas e a conservacao das populacdes naturais com a manutencao de habitat,
garantindo assim o seu potencial bi6tico e o fluxo génico. Tais estratégias, seja com
espécies de micro-organismos ou componentes da fauna e da flora, garantem a
conservacao da biodiversidade brasileira e todas as suas peculiaridades.

Mais além, é necessario divulgar as descobertas cientificas e aplica-las de modo
a otimizar as experiéncias da vida cotidiana. Nesse sentido o ensino de ciéncias se
presta como ferramenta de grande valia, capacitando alunos como multiplicadores
de boas praticas para a conservacao da biodiversidade e manutencao dos recursos
naturais.

Espera-se que a Produgdo do Conhecimento nas Ciéncias Biologicas 2 venha
contribuir para com os pesquisadores na area da Biologia e, além disso, possa
contribuir com a sociedade, uma vez que os conhecimentos produzidos nos centros
de ensino superior do Brasil nao devem ficar restritos aos muros das instituicoes e
sim subsidiar praticas viaveis ambientalmente, socialmente e economicamente.

Boa leitura.
Karine Dalazoana
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CAPITULO 1

A PRODUCAO DE ACIDO KOJICO POR

Hellen Kempfer Phillippsen
Federal University of Para, UFPA, Institute of
Biological Sciences — ICB Belém - Para

Alberdan Silva Santos
Federal University of Para, UFPA, Institute of
Natural Sciences — ICEN Belém - Para

RESUMO: A molécula 5-hidroxi-2-hidroximetil-
-pirona ou acido kojico (AK) é atualmente uma
substancia importante por ser utilizada como
cosmeético clareador de pele, como antioxidante,
no tratamento de melasma, em medicamentos,
ter acdo imunomodulatoria e antisenescente
celular. Devido as suas inuUmeras aplicagdes
biotecnolégicas, a busca por micorganismos
que produzam AK é uma constante. Dentro
desse contexto, Aspergillus flavus destaca-se
como produtor de AK em diferentes condi¢des
de cultivo. Assim, o presente capitulo visa
apresentar uma visao geral sobre a produgcao
de AK por A. flavus estudada por pesquisadores
ao longo dos ultimos anos.
PALAVRAS-CHAVE: acido kojico; Aspergillus
flavus; fermentacgéo.

ACID KOJIC PRODUCTION BY ASPERGILLUS
FLAVUS

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

substance for use as a skin whitening cosmetic,
as an antioxidant, without drug treatment,
with  immunomodulatory
and anti aging cellular action. Due to its
applications, a
for microorganisms that produce AK is a

in  medicaments,

biotechnological search

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.

11 CARACTERIZACAO E UTILIDADES DO
ACIDO KOJICO.

O acido kéjico (AK),
2-hidroximetil-y-pirona,

ou 5-hidroxi-
consiste em um
metabdlito  secundario produzido por
microrganismos. Foi descrito primeiramente
por Saito, em 1907, ao realizar fermentacdes
de arroz com Aspergillus orizae e observar a
formacéo de um &cido com coloragao vermelho
purpura em contato com FeCl,. Porém, sua
estrutura foi descrita somente em meados da
década de 1920 por Yabuta, que nomeou o
acido como Koji (Brtko, et al., 2004).

A estrutura quimica do acido kéjico
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possui a seguinte formula molecular: C,H,O,. E um &cido organico, néo citotoxico,
com peso molecular de 142,11 g/mol, ponto de fusao entre 153-154 °C e tem pKa
no valor de 8,03. Soluvel em &agua, etanol, acetona e acetato de etila e pouco
soluvel em piridina, cloroféormio e éter (Batistuzzo, et al., 2002). E constituido por
um anel heterociclico contendo oxigénio, o que permite que a molécula sofra varias
reagdes, como acilagdo, reducéo, alquilacao, substituicdo nucleofilica e eletrofilica
(Aytemir; Septiooglu; Cahs, 2010, p. 22). A figura 1 apresenta a molécula 5-hidroxi-
2-hidroximetil-y-pirona.

OH

HO
0

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

O AK é amplamente estudado devido sua importancia econdmica, médica e
industrial. Na industria cosmética, o AK é utilizado como clareador de pele, pois
inibe a acdo da enzima tirosinase por meio da quelacao do ion cobre o que resulta
na inibicao da reacdo de oxidac&o requerida para a formacéo de melanina. A agao
inibitoria da melanogénese pelo AK o intitulou como agente clareador primeiramente
no Japao, em 1988 (Bentley, 2006). Posteriormente, passou a ser bastante utilizado
em cremes/lo¢Oes clareadoras de pele e em tratamento em pacientes com melasmas,
por ndo ser fotossensivel e geralmente ndo causar irritacées cutaneas. Ainda pode
ser associado a demais clareadores devido o AK retardar a degradacédo quimica e
prolongar a vida util dos produtos (Batistuzzo et al., 2002). Além da agao clareadora,
o Ak tem ganhado bastante atencéao pela acdo de inibicdo da tirosinase, ja que a
expresséo 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 acao
contra escurecimento de vegetais. O escurecimento vegetal pode ser causado por
um processo natural de acdo de polifenoloxidases, como forma de combate as
infeccbes. Contudo, como o escurecimento de tecidos vegetais pode causar uma ma
aceitacao do produto pelo mercado consumidor, a utilizacdo de AK nessas estruturas
mostrou-se eficiente contra o escurecimento (Monsalve-Gonzalez et al., 1995).

O AK também pode atuar na modulacdo de células imunes, por meio da
ativacdo da via de sinalizacado PIK3/Akt envolvida na diferenciacdo de mondcitos a
macréfagos (Rodrigues et at., 2014). Da Costa e colaboradores apresentaram em
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2018 que tratamento com AK em mondcitos induz o aumento da superficie celular,
de projecdes celulares e diferenciacdo de mondcitos em macrdfagos, confirmando a
acao do AK como agente imunomodulatério.

AKtambém possui efeito antiparasitario. Estudos mostram o efeito leishimanicida
do acido pormeiodeinfeccao invitroe invivode Leishimaniaamazonensis. Tratamento
de L. amazonensis in vitro com concentragcdo de 50 pyg/mL de AK diminuiu a 62% e
79% a quantidade de parasita na fase promastigota e amastigota, respectivamente.
Em modelo de infec¢do in vivo, em células de mamiferos BALBIc, ap6s quatro
semanas de tratamento em animais infectados foi possivel observar processo de
cura devido a alta producéo de fibras colagenas celular. Apesar de L. amazonensis
produzir proteinas capazes de degradar a superficie de barreira da derme do tecido
hospedeiro, houve aumento da producdo das fibras de colageno, diminuicdo do
tamanho das lesbes e diminuicdo da carga parasitaria. Animais infectados usados
como controle na pesquisa, tratados apenas com triacilglicerois, apresentaram
diminuicdo das lesdes. Entretanto, analises histologicas demonstraram o auxilio
dos triacilglicerois no processo de cura da lesdo, mas ndo na morte do parasita
(Rodrigues et al., 2014).

Em relagdo a medicamentos, o AK tem sido estudado para ser utilizado como
potencial substituto de anti-inflamatérios nao esteroidais. A partir de moléculas de
AK foi sintetizada a 4(1H)-Piridona — molécula com ac&o analgésica superior ao
acido acetilsalicilico (Oztiirk et al.,2002). Wei e colaboradores (2019) apontaram o
AK como um potencial farmaco para ser utilizado em pacientes transplantados de
cérnea que sofrem com a senescéncia celular e faléncia tardia do aloenxerto da
cornea.

Devido a suas diversas utilidades na industria, a busca pela obtencao de alta
producéo de AK por microrganismos tém sido uma constante. Diversas espécies em
Aspergillus sao 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 BIOSSINTESE DE AK POR A. FLAVUS.

A rota metabdlica envolvida na producao do acido kojico por fungos ainda nao
esta totalmente esclarecida. A busca por essa informagao tem datacé&o desde 1953,
quando Arnstein e Bentley realizaram o cultivo de A. oryzae e A. flavus em meio
aquoso, na presenca 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 apds dias de cultivo eram, em quase sua
totalidade, oriundos de moléculas de glicose. O experimento permitiu a conclusao de
que o AK é uma molécula proveniente principalmente da converséao direta da glicose.

Anos depois, em 1981, foi realizada por Bajpai, Agrawala e Vishwanatha a analise
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do perfil enzimatico por ensaios de atividade enzimatica e analise cromatografica de
seus produtos durante a producao de acido kéjico por A. flavus. Ensaios enzimaticos
permitiram a verificacdo da atividade de algumas enzimas, como glicose oxidase,
glicose desidrogenase, gluconato desidrogenase, hexoquinase, glicose-6-fosfato
desidrogenase e 6-fosfogluconato desidrogenase. As atividades maximas das
enzimas glicose desidrogenase, gluconato desidrogenase e hexoquinase ocorreram
concomitantemente com a maior producdo de AK por A. flavus. Ja a analise
cromatografica apresentou a formagdo de acido glucbnico-d-lactona, glicose 6-
fosfato e acido 6-fosfoglucénico como produtos no processo de formacédo do AK.
Assim, os pesquisadores propuseram trés possiveis rotas de producao de AK por A.
flavus (figura 2).

Andlise 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 maxima de desidrogenase, gluconato desidrogenase, glicose-6-fosfato
desidrogenase foi observada apds 72 h de crescimento de A. flavus em meio
submerso e hexoquinase e 6-fosfogluconato desidrogenase apresentaram aumento
de atividade concomitantemente com o crescimento fungico, com atividade maxima
na fase de crescimento estacionério.

Glicose | Acido
Kébjico

3

Glicose
dﬂsldrﬂga‘nﬂae Acida 'Dmk'b]":ﬂ
3
L J
Acido gluctnico N 3- ceto acido N 3- ceto glicose
lactona "| glucbnico lactona "
Gluconato

desidrogenase

Figura 2. Possiveis rotas de producéo de acido kéjico por A. flavus propostas por Bajpai,
Agrawala e Vishwanathan (1981) (adaptado).

Apesar de ser bastante sugerido que A. flavus néo realiza nenhuma clivagem da
cadeia de carbono da glicose em pequenos fragmentos, produzindo AK diretamente
desta e que também pode produzir o acido por meio de moléculas intermediarias no
metabolismo de glicose a formacéo de AK, a determinacéo da rota biossintética de
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producéo de AK pelo fungo necessita de maiores estudos.

31 A PRODUCAO DE AK POR A. FLAVUS EM DIFERENTES CONDICOES DE
CULTIVO

A. flavus produz o AK como um metabdlito secundario produzido quando o
fungo se encontra sob condi¢cdes especificas de aeracdo e em diferentes fontes de
carboidratos. Os parametros de cultivo, como temperatura, pH, agitagdo da cultura,
composicao do meio de cultura e tensao do oxigénio tém sido avaliados, pois podem
afetar o processo fermentativo.

As condi¢des de aeragao, pH, cinética e condi¢des de cultivo na producéo de
AK por A. flavus ja foram avaliadas. Em relacéo a aeracéao, Ariff (1996) apresentou
que para maior obtencédo de AK, o alto nivel da demanda de oxigénio total (DOT)
deve ser controlado em 80% quando A. flavus estd em crescimento miceliano e
quando o fungo esta em processo de producgao de AK, o DOT deve ser mantido em
30%. Quanto ao pH, este nao deve ultrapassar o limite de 3, pois em pH 2 nao fora
observado producéo de AK por A. flavus. Utilizando-se um fermentador de 50 L com
pH 3,0 (controlado durante toda a fermentacéao), foi possivel a obtencdo maxima de
62g/L de AK, cerca de 20% a mais do que comparado em condi¢cdes de fermentacao
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
producéo de AK por A. flavus em residuos de melaco de cana a 60 g/L. Em pH 3,
fungo obteve melhor producao de AK, 24.65 g/L, ap6s 9 dias de incubagao.

Tratando-se sobre a relagao da producéao de AK por A. flavus e as fontes de
carbono ideais disponiveis no meio de cultura, diversos experimentos datados desde
o inicio do século XX ja foram realizados. Em 1936, Smits e Barham utilizaram
xilose como fonte de carbono para o metabolismo de A. flavus. Foi observado que a
concentracao de xilose a 150 g/L no meio de cultura foi necessaria para a obtencéao
de um bom rendimento na produgédo de AK.

Utilizando xilose, amido, sacarose, glicose, frutose e lactose como fontes de
carbono, Rosfarizan e colaboradores (1998) avaliaram a producdo de AK por A.
flavus. Obtiveram maior producé&o no cultivo com glicose, alcangando a concentragao
de 39,9 g/L do &cido. Dois anos depois, Rosfarizan e Ariff (2000b) avaliaram as
concentracbes de carboidrato na producao de 5-hidroxi-2-hidroximetil-y-pirona.
Verificaram que em cultivo submerso, concentracdes de glicose e xilose entre 70
— 200 g/L nao altera significativamente a producédo de AK por A. flavus. Porém,
guando as concentracdes de agucar atingem 250 g/L, ocorre reducdo significativa na
producéo de AK. Em amido de sagu, Rosfarizan e colaboradores (2002) verificaram
que A. flavus produziu 31g/L em cultivo submerso, em pH nao controlado e DOT de
40-50% de saturacao em fase de crescimento miceliano.
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No ano de 2010, Ferreira et al conduziram um estudo para investigar a melhor
concentracao de sacarose para a producédo de AK. Para alcancar seu objetivo,
0 grupo primeiramente analisou qual meio de cultivo em que A. flavus I0C 3974
apresentaria melhor crescimento sob diferentes concentra¢des de sacarose (30, 60,
120, 240, 360 g L"). Pelo método de biometria dos eixos ortogonais, foi verificado
que o melhor crescimento miceliano ocorreu em meio Czapek, com concentracoes
de sacarose de 120 g L". No décimo quinto dia de cultivo, na concentracéo de 120 g
L' de sacarose, foi verificado que ocorreu maior rendimento na producéao de AK (26
g/L) quando comparado as demais concentracdes estudadas.

Em 2011, Coelho e colaboradores obtiveram 48 g/L de AK utilizando como
fontes de carbono e nitrogénio, em procedimentos separados: glicose e agua de
milho; glicerol e agua de milho. Os pesquisadores recuperaram e purificaram o AK
produzido por cristalizagdo com anti-solvente e clarificagdo com carvao ativado.

Ja em 2014, Zhang e colaboradores utilizaram analogo de glicose, D-glucal, a
concentracao de 40 mg/L no meio de cultura. A producao de aflatoxinas por A. flavus
foi diminuida e a produgcao de AK aumentou. Provavelmente a presenca de D-glucal
no meio de cultura interferiu diretamente no metabolismo flungico, especificamente
na inibicado do ciclo do TCA, o que levou ao aumento de glicose no meio e sua
posterior conversdo em AK.

A tabela 1 sumariza a producéo de AK por A. flavus, sob diferentes fontes de
carbono de algumas pesquisas nas ultimas décadas.

Tipo de Fonte de Carbono/Mitrogénio a'ou condigdes fermentativas de | Maxima Produgao de Acido Referéncia
Coultivo cultivo Kajico
Submerso Sacarose com controle de tens&o de oxigénio dissohndo (B0 na fase de 289 gL Ariff et al [1996)
crescimento micaliano & 30% na fass de producio da AK).
Submerso Glicosea B2giL Rosfarizan =] Ariff
(2000a)
Submarso Amido de sagu 1 g Rosfarizan el al (2002)
Submarso Sacarose T Ferresra of al (2070}
Submarso Glicose & Agua dé maceracio de malho a8 oL Coalho (2011)
Glicarol @ 4gua de maceragao de milho 48 gL
Submerso D-glucal 48 gL Fhang et al (2014)
Submerso Residucs de melaco de cana 2485 o Zohri AA et al (2018)

Tabela 1. Producéo de &cido kéjico por A. flavus em diferentes fontes de carbono

41 A PRODUGCAO DE INVERTASE POR A. FLAVUS NO PROCESSO DE
PRODUCAO DE ACIDO KOJICO NA PRESENCA DE SACAROSE.

Durante a producéao de acido koéjico, no processo fermentativo de A. flavus |0OC
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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 presenca
desses acgucares foi mensurada no meio de cultura durante dias. A mensuracao
permitiu a verificacdo que houve o declinio inicial da taxa de concentracéo de glicose;
a frutose, por sua vez, ndo apresentou diferenca de taxa de concentracdo no meio de
cultura até o total consumo da glicose, que ocorreu em 168 h. Apdés 168 h, a frutose
passou a ser consumida pelo fungo e a taxa de concentragcéo de glicose passou
a aumentar permanecendo com concentragcdo praticamente constante até 264 h
(Ferreira et al., 2010). Provavelmente A. flavus excretou enzima (s) que converteu
(ram) frutose a glicose.
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