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RESUMO

A producao de acido kojico, composto bioativo amplamente utilizado na industria
cosmeética devido as suas propriedades clareadoras de pele e antioxidantes, ocorre
predominantemente pela fermentagao de substratos como arroz por fungos do género
Aspergillus ou Penicillium. No entanto, videos na internet tém popularizado tutoriais
para producdo caseira desse composto, frequentemente sem considerar os riscos
associados, como contaminacao microbiolégica e formacdo de compostos toxicos.
Nesse trabalho de conclusdo de curso foram conduzidos experimentos seguindo
tutoriais da internet, porém seguindo padrdes metodoldgicos e cientificos utilizando o
fungo Aspergillus niger e uma cepa selvagem com caracteristicas semelhantes ao
Aspergillus isolada de amostras de arroz cozido, em diferentes meios de cultura, sendo
eles: Meio de cultivo sélido composto de 20 g de arroz cozido; Meio de cultivo A
composto por 20 g de arroz cozido para 1 L de agua destilada; Meio de cultivo B
composto por 100 g de glicose, 1 g de KH¢PO=, 0,5 g de MgSO=, 0,1 g de ZnSOx e
2,5 g de extrato de levedura, composicéo para 1 L de dgua destilada e Meio de cultivo
C composto por 20 g de arroz cozido, 100 g de glicose, 1 g de KH¢PO=, 0,5 g de
MgSOs=, 0,1 g de ZnSO= e 2,5 g de extrato de levedura. As concentragdes de acido
kojico foram quantificadas por espectrofotometria UV-VIS, os resultados
demonstraram que o meio sélido foi o mais eficiente, apresentando 22,19 g/L para
Aspergillus nigere 18,35 g/L para a cepa isolada. Por outro lado, o meio B apresentou
a menor producao detectavel de acido kojico. Nos métodos caseiros, embora tenha
ocorrido crescimento de microrganismos, nao foi detectada a formacao de acido kéjico,
evidenciando a inviabilidade da técnica sem condicdes rigorosas de controle, como
assepsia, temperatura e pH. Além dos experimentos, foi produzido um video para
redes sociais com o objetivo de conscientizar o publico sobre os perigos e limitacdes
de praticas caseiras de fermentagdo com fungos. No video, o contedudo abordado foi
mostrado a auséncia de resultados positivos nos experimentos domésticos, e relatado
sobre os perigos dos altos indices de contaminagcao microbiolégica observados e a
necessidade de infraestrutura adequada para a producéo segura do acido kgjico. Os
resultados deste trabalho evidenciam que a producédo de &cido kdjico depende de
condicoes especificas, como controle do pH, temperatura, assepsia, € uso de meios
de cultivos adequados. Essas condicdes de
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cultivo para processos fermentativos sao dificeis e improvaveis de serem reproduzidas
com seguranca em praticas caseiras.

Palavras-chave: acido kéjico; Aspergillus; divulgacao cientifica; fermentacéo.
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ABSTRACT

The production of kojic acid, a bioactive compound widely used in the cosmetic industry
due to its skin-lightening and antioxidant properties, predominantly occurs through the
fermentation of substrates such as rice by fungi of the genus Aspergillus or Penicillium.
However, internet videos have popularized tutorials for the homemade production of
this compound, often without considering the associated risks, such as microbiological
contamination and the formation of toxic compounds. In this thesis, experiments were
conducted following internet tutorials while adhering to methodological and scientific
standards. The fungus Aspergillus niger and a wild strain isolated from cooked rice
samples were used in different culture media, as follows: Solid cultivation medium
composed of 20 g of cooked rice; Cultivation medium A, composed of 20 g of cooked
rice per 1 L of distilled water; Cultivation medium B, composed of 100 g of glucose, 1
g of KH¢PO=, 0.5 g of MgSO=, 0.1 g of ZnSO=, and 2.5 g of yeast extract, formulated
for 1 L of distilled water; Cultivation medium C, composed of 20 g of cooked rice, 100
g of glucose, 1 g of KH¢PO=, 0.5 g of MgSO=, 0.1 g of ZnSO=, and 2.5 g of yeast
extract. Kojic acid concentrations were quantified using UV-VIS spectrophotometry.
The results demonstrated that the solid medium was the most efficient, yielding 22.19
g/L for Aspergillus niger and 18.35 g/L for the wild strain. Conversely, medium B
exhibited the lowest detectable kojic acid production. In the homemade methods,
although microorganism growth was observed, no kojic acid formation was detected,
highlighting the impracticality of the technique without strict control conditions, such as
asepsis, temperature, and pH regulation. In addition to the experiments, a video was
produced for social media to raise public awareness about the dangers and limitations
of home fermentation practices involving fungi. The video highlighted the absence of
positive results in domestic experiments, reported the high levels of microbiological
contamination observed, and emphasized the need for adequate infrastructure for the
safe production of kojic acid. The results of this study demonstrate that kojic acid
production depends on specific conditions, including pH control, temperature
regulation, asepsis, and the use of appropriate culture media. These fermentation
conditions are difficult and unlikely to be safely replicated in homemade practices.
Keywords: kojic acid; Aspergillus; scientific dissemination; fermentation.
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1 INTRODUCAO

Com o crescimento das redes sociais, conteudos cientificos vém ganhando
espaco na internet, tanto por profissionais qualificados quanto por influenciadores sem
formacao na area. Entre esses videos, destacam-se aqueles que apresentam tutoriais
sobre a producdo de substancias quimicas em casa, como o acido kdjico. Essas
apresentacoes, muitas vezes sdo mostradas de forma simplificada e sem considerar
0s riscos envolvidos. Embora a democratizacdo do acesso a ciéncia seja positiva, a
disseminacdao de informacdes incompletas ou incorretas pode levar a praticas
perigosas.

O &cido kojico € um composto bioativo produzido por fungos do género
Aspergillus durante a fermentagdo de substratos como o arroz. Ele € amplamente
utilizado na industria cosmética por suas propriedades clareadoras de pele e
antioxidantes o que traz destaque ao composto. No entanto, sua producdo segura
exige controle rigoroso de condicbes como temperatura, pH e assepsia, algo dificil de
alcancar em praticas caseiras. A auséncia desse controle pode resultar na
contaminagdo com outros microrganismos prejudiciais a saude ou na producdo de
compostos toxicos.

Diante desse cenério, este trabalho busca investigar a producao de acido koéjico
por fermentacdo caseira seguindo tutoriais de videos encontrados na internet
comparando-se aos métodos de fermentagéo laboratorial utilizando fungos do género
Aspergillus em condicdes controladas. Além disso, o trabalho se propde a desmistificar
informacdes inadequadas amplamente compartilhadas nas redes sociais, promovendo

0 uso responsavel e seguro de tecnologias cientificas na producao de acido kéjico.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Quantificar a concentracdo de acido kojico produzido a partir da fermentagao

do arroz utilizando diferentes meios de cultivo (fermentacdo sélida e submersa),

avaliando o impacto de distintas cepas de Aspergillus e comparando-se métodos

caseiros com métodos laboratoriais.

2.2 Objetivos especificos

Realizar a fermentagdo de arroz, utilizando tutoriais da internet e métodos
empregados em laboratorios de microbiologia.

Isolar uma cepa com caracteristicas semelhantes de Aspergillus capaz de
produzir quantidades satisfatérias do metabdlito de interesse.

Realizar a fermentacéao sélida e submersa a partir de cepas de Aspergillus niger
e cepa selvagem isolada com caracteristicas semelhantes aos fungos do
género Aspergillus utilizando o arroz branco cozido como substrato principal.
Dosar a concentragdo de acido kojico por meio do método de
Espectrofotometria UV-VIS.

Produzir um conteudo explicativo por meio de video, em redes sociais para a
conscientizagdo do publico em relacdo ao uso de receitas caseiras.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 Propagacao Cientifica pela internet

Atualmente, a internet tem um papel fundamental na disseminagao da ciéncia
(DACOS e MOUNIER, 2009), ja que facilita o acesso a informacdo e permite uma
colaboracao mais agil entre pesquisadores (PALETTA, 2023). Além disso, plataformas
digitais, com apresentagdes de videos e divulgagcdo em redes sociais, ajudam a
simplificar conceitos complexos, usando uma linguagem mais acessivel, o que
aumenta o interesse do publico pela ciéncia (SALMANTON-GARCIA et al., 2023)
(ZAKHLEBIN e HORVAT, 2020).

Apesar dos beneficios mencionados, a facilidade de acesso as redes também
traz aspectos negativos, como a proliferagcdo de desinformacéao, impulsionada pela
disseminacao de informagdes imprecisas sobre temas cientificos (WARIN, 2024); o
efeito bolha, que restringe o usuario a conteudos que reforcam suas crengas prévias
(BAGNOLI, 2021); e o charlatanismo, frequentemente propagado por supostos
"especialistas" sem qualificacdo, que divulgam propagandas enganosas (SILFIA e
IRWANYAH, 2022).

A confianga na opiniao de blogueiros e influenciadores € capaz de moldar o
comportamento do consumidor (MORTEOQO, 2017), o que pode levar os mesmos a
habitos perigosos, entre eles, alegacdes enganosas sobre o0 uso de receitas caseiras,
tais como, éleo de coco como protetor solar o que pode causar queimaduras na pele
(KANELLIS, 2020) ou formula infantil caseira usando agua de coco, sementes de
canhamo, tamaras, musgo marinho e agua alcalina, que foi popularizada em varias
plataformas, porém causou episédios criticos em pacientes bebés (VIEIRA et al.,
2021).

3.1.1 PERIGO NO USO DE RECEITAS CASEIRAS

Recentemente tem sido incentivado por criadores de conteudo digital, o uso da
agua de arroz fermentada para tratamento da pele ou cabelos, pois os mesmos
alegam conter diversos nutrientes, dentre eles, o acido kojico, um clareador natural da
pele.

Apesar de estudos que comprovem os beneficios do uso da agua fermentada
de arroz, como o aumento de nutrientes presentes (ARAVIND et al., 2024),
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melhoramento da saude intestinal (PANDEY e VIDYA, 2023) e efeito antioxidante e
anti-inflamatério para a pele (JA et al, 2020), existem perigos iminentes na
fermentacado caseira que muitos influencers podem n&o comunicar ao seu publico.

Realizar uma fermentacdo em casa sem as devidas orientagdes pode causar
uma contaminacdo microbiana (AJLOUNI, 2021) ou resultar na producdo de
substancias toxicas que podem se acumular pelo preparo inadequado, no momento
do processo fermentativo (WELNA et al., 2023).

Além disso, ndo ha garantia de que a fermentacao natural do arroz resulte na
producao de acido koéjico. A presenca desse composto indica a existéncia de fungos
dos géneros Aspergillus (MOHAMED et al., 2024) e Penicillium (CHEN et al., 2023),
algumas de suas espécies sendo patogénicas e capazes de causar desde infec¢des
graves (EGBUTA et al., 2017) até reacdes alérgicas (LINARES et al., 2023).

3.2 Acido koéjico

Acido kéjico é um &cido organico e um metabdlito secundario proveniente
principalmente da fermentacdo aerdbica das cepas do género Aspergillus
(SOUJANYA et al, 2022). O nome cientifico desse acido é: acido 5-hidroxi-2-
hidroximetil-4-pirona e possui formula e peso molecular CeHeOs € 142,11 gmol,
respectivamente (RAKU e TOKIWA, 2003).

A molécula de acido koéjico (Figura 1) apresenta em sua estrutura central um
anel pirano, um grupo cetona (C=0) na posi¢ao 4, um grupo hidroxila (-OH) ligado ao
carbono 3, e um grupo hidroximetil (-CH.OH) na posicéao 2.

Figura 1 3 Formula estrutural do acido kéjico

Fonte: THE MERCK INDEX (2024).
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Essas estruturas permitem que o acido koéjico sofra diversas reagdes quimicas
como adi¢ao, oxidagao e redugao, devido a presenca de oxigénio e a possibilidade da
abertura de anel (SARAEI et al., 2017). Além disso, a molécula possui diversos sitios
ativos que podem formar uma variedade de compostos, dentre eles, quelatos
metalicos e éteres (ANNAN et al., 2019). O acido kdjico é soluvel em agua, metanol,

acetona e moderadamente sollvel em cloroférmio e éter (CHILB, et al., 2023).
3.2.1 USOS E APLICACOES DO ACIDO KOJICO

O éacido kdjico exibe atividade antibacteriana contra patégenos como
Staphylococcus aureus e Escherichia coli (Mahmoud et al., 2024). Também tém
demonstrado efeitos citotdxicos contra linhagens de células cancerigenas do tipo
HepG2 (cancer derivado de células do figado) (EL-METWALLY et al., 2020) e do tipo
A375 (cancer de pele) (KARAKAYA et al., 2019) causando estresse oxidativo e morte
celular programada em células cancerigenas sem prejudicar células saudaveis
(ONCUL et al., 2019).

O &cido kojico (AK) é utilizado em cosméticos por sua capacidade de inibir a
tirosinase - enzima que catalisa a pigmentacao da pele - reduzindo o escurecimento
pds trauma (DEVI et al., 2023). O AK compete com o substrato natural DOPA, um
aminoacido que atua como intermediario na producéo de melanina (Figura 2) pelo sitio
ativo da tirosinase, estabilizando o complexo (NAJAFI et al., 2024).

Figura 2 3 Inibicao das atividades da tirosinase por AK.

Tyrosinase Tyrosinase
> | >

lnhi:$ i Inhibition

Tyrosine

Fonte: ESLMIFAR, et al. (2019).
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Na agricultura, o acido kajico foi identificado como um componente eficaz no
controle do crescimento de larvas e ovos de nematoides (CHEOL et al., 2017),
promovendo o aumento na produgéo e qualidade de safras (SHEN et al., 2009).

3.2.2 QUANTIFICACAO DO ACIDO KOJICO A PARTIR DA COMPLEXACAO POR
{ONS DE FERRO

O &cido kojico forma complexos com ions metalicos, dentre eles, os ions de Al3*
e Fe®* que forma complexos de coloragido avermelhada (Figura 3). Esses complexos
apresentam propriedades espectrais distintas, com deslocamento para comprimentos
de onda maiores em comparacao ao acido kdjico livre. Enquanto o acido kojico exibe

absor¢cdo maxima em & = 269 nm, seu complexo aguoso com AlRz apresenta absorgao

maxima em B = 305 nm e o complexo com Fe3+ absorcdo méaxima em B = 494 nm

(PIANTAVINI et al., 2017) (CALACA et al, 2011. Essa complexagdo permite a
utilizacdo do método espectrofotométrico UV-VIS para a quantificacao do acido kéjico

de forma precisa e eficiente.

Figura 3 3 Teste qualitativo que indica a presenca de acido kojico apoés a

adicao de solucao acida de Fe3*.

Fonte: CHILB et al. (2023).
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A reacao de complexacdo do AK com ions de Al** encontra-se na Figura

Figura 4 3 Estruturas possiveis apés a complexacao da molécula de acido

kéjico com ions AlP*.

HiC o
N
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Fonte: PIANTAVINI (2010).

3.3 Processos fermentativos

A fermentacao é um processo bioquimico no qual microrganismos transformam
substratos organicos em produtos de alto valor agregado, amplamente utilizados em
diversas industrias, como alcoois, acidos orgéanicos e gases (DAMASO, 2021). Dentre
os tipos de fermentacdo conhecidos, destacam-se: (1) a fermentacdo homolatica, que
converte agucares em acido latico, sendo realizada principalmente por espécies do
género Lactobacillus e amplamente empregada na produgao de iogurte (AKILA, 2024);
e (2) a fermentagédo alcodlica, que transforma agucares em etanol e didxido de
carbono, conduzida principalmente pela levedura Saccharomyces cerevisiae, sendo
essencial para a producao de vinhos e cervejas (SHAHARAJABIAN e SUN, 2023).
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O processo de fermentacdo pode ocorrer de duas formas principais:
fermentacao submersa (FS), em que os microrganismos atuam em um meio liquido,
ou fermentagdo em estado sélido (FES), na qual o processo ocorre em um substrato
sélido com umidade controlada. Ambas as abordagens apresentam vantagens e
aplicacbes especificas, dependendo do produto desejado e das condi¢cdes do

processo.

3.3.1 FERMENTACAO SUBMERSA

A fermentacao submersa é um processo biotecnoldgico no qual microrganismos
crescem em um meio liquido, onde os nutrientes estéo dissolvidos na solugao (NAZIR
et al., 2024). O processo se inicia com a preparacao do meio de cultivo, contendo
substratos adequados, seguida da esterilizacdo de todo o equipamento utilizado na
fermentacdo (LOPES et al, 2024). Em seguida, ocorre a inoculagdo dos
microrganismos desejados (SHUANGFENG et al., 2019), dando inicio a fase de
fermentacao, durante a qual parametros fisicos sdo rigorosamente controlados. Por
fim, o material resultante é colhido e processado para sua aplicacao final (KUN et al.,
2015).

Esse método apresenta diversas vantagens, pois permite a otimizacdo de
condicbes ambientais essenciais, como temperatura, pH, oxigenacdo e agitacao
(SHANMYGAM et al., 2022), resultando no aumento da produtividade de compostos
de interesse, incluindo bioativos (KE e LEE, 2019), enzimas (LINFENG et al., 2015) e
alimentos fermentados (RAMIRES et al., 2022), entre outros.

Além disso, residuos alimentares sdo amplamente utilizados como substratos
na fermentacao submersa devido a sua composicao rica em nutrientes e a sua alta
disponibilidade, uma vez que sao frequentemente descartados (ZHANG et al., 2023;
KUMAR et al., 2018).
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3.3.2 FERMENTAGAO SOLIDA

A fermentacdo solida (FS) ou fermentacdo em estado solido (FES) € um
bioprocesso no qual microrganismos crescem em substratos sélidos umidos, na
auséncia de fluxo livre de agua (Zarnegar, 2022). As principais etapas da fermentacao
sélida incluem: preparo e esterilizacdo do substrato e do recipiente, inoculagdo do
meio com o microrganismo de interesse, fermentagdo sob condigbes controladas e,
finalmente, colheita do produto (NINNA e SILAS, 2021).

Como substratos, sdo comumente utilizados residuos agroindustriais, como
casca de arroz (GUIMARAES et al., 2024), farelo de trigo (PB et al., 2023), bagaco de
uva (SILLER-SANCHEZ et al., 2024), entre outros. Além de sua aplicagdo na producéo
de compostos de interesse, a FES também é empregada no tratamento de residuos,
promovendo a decomposicdo de matéria organica complexa em compostos mais
simples e aumentando sua biodegradabilidade (CHAKRABORTY et al., 2020). Essa
abordagem é vantajosa tanto do ponto de vista ambiental, ao reduzir residuos, quanto
econOGmico, ao agregar valor aos subprodutos da agroindustria.

Os produtos resultantes da fermentacao solida s&o diversificados e incluem, por
exemplo, a fermentagdo do germe de trigo com Rhizopus oryzae, que promove a
formagdo de compostos fendlicos e flavonoides (HUANG et al., 2024), além do
enriguecimento de produtos a base de soja com isoflavonas por meio da acao de
Lactobacillus rhamnosus, melhorando seu valor nutricional (DEZA et al., 2019). Outros
exemplos incluem a producdo de aromatizantes naturais (LINDSAY et al., 2022), entre

diversos outros produtos de interesse biotecnolégico.

3.4 Fungos do género Aspergillus

Aspergillus € um género de fungos filamentosos que se reproduzem por
esporos assexuados, conhecidos como conidios (PARACHIN et al, 2011). Sua
capacidade de formar esporos facilita tanto a preservacao quanto a inoculacao, além
de permitir sua sobrevivéncia em uma ampla variedade de condigbes ambientais
(GOMEZ et al., 2016). A estrutura desse fungo pode ser observada na Figura 5.
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Figura 5 3 Estrutura geral do fungo Aspergillus.
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Fonte: CAVACO (2015).

O género Aspergillus € um dos mais estudados dentro da micologia, devido a
sua ampla aplicabilidade industrial, potencial biotecnolégico e impacto na saude
publica. Enquanto algumas espécies sao fundamentais para a producéo de alimentos,
enzimas (LOPEZ-GOMEZ e PEREZ-RIVEIRO, 2019) e metabdlitos de interesse
comercial, como o &cido kojico (FELIPE et al., 2023), outras representam riscos
significativos devido a producao de toxinas e ao potencial patogénico como Aspergillus
flavus e Aspergillus formigatus (SPAGNOLO, 2025) Dessa forma, compreender os
mecanismos fisioldgicos e genéticos desse grupo fungico é essencial para maximizar
seus beneficios e minimizar seus riscos, promovendo sua utilizagdo segura e

sustentavel em diferentes areas do conhecimento (DU e WEBB, 2011).

3.4.1 PRODUGCAO DE ACIDO KOJICO A PARTIR DE FUNGOS DO GENERO
ASPERGILLUS

O &cido kojico (AK) é um metabdlito secundario produzido principalmente por
fungos do género Aspergillus (RODRIGUES, 2016). Sua biossintese a partir da glicose
ocorre por meio de trés vias distintas (MUKHERJEE et al., 2024), conforme ilustrado
na Figura 6.

A primeira via (via principal) envolve as reagdes (1), (2.2) e (3.2). Inicialmente,
a glicose sofre uma desidrogenacéo catalisada pela enzima glicose desidrogenase,
formando acido gluconico-a-lactona (1). Em seguida, o &cido glucbnico-a-lactona
passa por oxidagdes e rearranjos estruturais (2.2), resultando em acido oxikéjico. Por
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fim, o acido oxikdjico & submetido a reducdo e desidratacao (3.2), culminando na
formacao do 4cido kéjico.

A segunda via (via alternativa) compreende as reagdes (1), (2.1), (3.1) e (4.1).
Apos a formacao do acido glucénico-a-lactona (1), este sofre uma desidrogenagéao
mediada pela enzima glicose desidrogenase (2.1), gerando a lactona do acido 3-
cetoglucdnico. Em seguida, a lactona é reduzida (3.1), formando 3-cetoglicolise, que
sofre desidratacao (4.1), resultando na producéo de acido kéjico.

A terceira via (também alternativa) envolve as reagdes (1), (2.1), (3.3) e (3.2).
Nessa via, a lactona do acido 3-cetoglucénico, formada a partir do acido glucénico-a-
lactona (1 e 2.1), sofre desidratacdo (3.3), convertendo-se em &cido oxikdjico.
Posteriormente, o acido oxikéjico € submetido a reducdo e desidratagdo (3.2),
produzindo &cido kojico.

Todas as vias metabdlicas descritas tém em comum a formacdo do acido

glucénico-a-lactona como intermediario essencial na biossintese do acido kdjico.
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Figura 6 3 Vias provaveis para a biossintese do acido kdjico
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3.4.2 CONDIGOES IDEAIS PARA A PRODUGAO DE ACIDO KOJICO UTILIZANDO
FUNGOS DO GENERO ASPERGILLUS

As condigcdes ideais para a producdo de acido kdjico envolvem parametros
fisico-quimicos especificos, como pH, temperatura e tempo de fermentacao, os quais
variam conforme a cepa de Aspergillus utilizada. Cada cepa apresenta requisitos
distintos para maximizar a sintese do metabdlito, destacando a importancia de otimizar
essas variaveis para obter maior eficiéncia no processo fermentativo.

De modo geral, o pH inicial ideal para a producéo de &cido kojico varia entre 3,5
e 4,5, dependendo da espécie utilizada. A temperatura em torno de 30°C costuma ser
favoravel tanto para o crescimento quanto para a producédo do metabdlito (BADAR et
al., 2021). Ja o tempo de fermentagéo pode oscilar entre 8 e 20 dias (CHIB et al.,
2019).

As variacGes nesses parametros fisico-quimicos e na duragdo do processo
ressaltam a importancia da otimizacdo personalizada para cada cepa e condigao
especifica.

3.4.3 NUTRIENTES ESSENCIAIS PARA O CULTIVO DE ASPERGILLUS: FONTES
DE CARBONO, NITROGENIO, VITAMINAS E MINERAIS

Para um cultivo eficaz de espécies de Aspergillus, é fundamental fornecer uma
variedade de nutrientes essenciais, incluindo fontes de carbono, macronutrientes,
micronutrientes, vitaminas e minerais.

As fontes de carbono mais comuns incluem acucares como sacarose e extrato
de malte, que desempenham um papel crucial na producédo de energia (KHUDER e
NIZAMI, 2024).

O nitrogénio é essencial para a sintese de proteinas, contribuindo para o
crescimento e a atividade antioxidante das espécies de Aspergillus. Dentre as fontes
mais eficazes de nitrogénio estdo a ureia (CH4N20), o sulfato de aménio ((NH4)2S0a4)
(PB. e NAIK, 2021) e o extrato de levedura (QUITERIO-GUITERREZ et al., 2023).



38

O cultivo de Aspergillus requer uma variedade de vitaminas e minerais
(micronutrientes). As vitaminas do complexo B, por exemplo, atuam como auxiliares
no crescimento do fungo (FRIES, 1943). Além disso, minerais como zinco (Zn)
(PEREZ-CUESTA et al., 2021), manganés (Mn) e cobre (Cu) desempenham um papel
essencial na ativacao de enzimas envolvidas em processos metabdlicos (MITRA et al.,
2013).

Meios nutritivos, como caldo de dextrose de batata e agar de suco de tomate,
fornecem vitaminas e minerais essenciais para o crescimento dos fungos, eliminando
a necessidade do uso de antibidticos inibidores de bactérias (AIGBOGUN et al., 2018).
No entanto, a escolha das vitaminas deve ser criteriosa, pois algumas podem inibir o
crescimento de Aspergillus, como as vitaminas A, C e E (HANNA et al., 2013) e a
vitamina D (DAl et al., 2018). Além disso, altas concentragbes de vitaminas e minerais
podem ter um efeito inibitério semelhante (DANA et al., 2018).

Alternativamente, residuos agricolas podem ser utilizados como meio de
crescimento para fungos, pois sao fontes ricas em proteinas e agucares, promovendo

um ambiente favoravel ao desenvolvimento de Aspergillus (KHUDER e NIZAMI, 2024).

3.5 Arroz como Substrato para Fermentacao: Composicao e Aplicacoes
Biotecnologicas

O arroz é um dos cereais mais consumidos no mundo e tem sua origem no
continente asiatico. Quando fermentado, torna-se uma matéria-prima versatil para
diversas produgdes, incluindo bebidas alcodlicas, como saqués e vinhos (KOAY et al.,
2022), vinagres (PAZUCH et al., 2020), koji (um tipo de fermento amplamente utilizado
na culinaria japonesa) (XIN, 2018) e alguns tipos de molho de soja (JIANGLAN et al.,
2017).

Rico em amido (RAVIKUMAR e THOMAS, 2023), um polissacarideo complexo
composto por longas cadeias de glicose (Figura 7), o arroz também contém proteinas
(WANASUDARA et al., 2023), lipidios, fibras e minerais (SIVAMARUTHI et al., 2023).
Essa composicdo nutritiva faz dele um excelente substrato para processos
fermentativos, sendo adequado tanto para fermentacao sélida (ANIMASHAHUM et al.,
2024) quanto para fermentacao submersa (CHEIRSILP et al., 2023).
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Figura 7 3 Estrutura molecular do amido.
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Fonte: NEUROtiker (2007).

Para aumentar a eficiéncia da fermentacao do arroz, alguns tratamentos prévios
sdo essenciais. A lavagem do arroz ajuda a remover impurezas, como sujeira, poeira e
possiveis contaminantes (JUNPING, 2015). O cozimento, além de aumentar a
disponibilidade de nutrientes (RAJENDRAN e RAMESH, 2024), promove a
permeabilizacdo dos graos, faciltando 0 acesso aos minerais presentes
(SIVAKUMAR, 2024).

4 METODOLOGIA

4.1 Protocolo de Fermentacao de Arroz Baseado em Conteudos Digitais

Foi realizado um levantamento de videos disponiveis em plataformas digitais,
como YouTube e Instagram. Com base nas informacdes coletadas, foi elaborado um
protocolo seguindo as etapas descritas nos videos mais visualizados.

Para o processo, aproximadamente 300 mL de agua mineral foram fervidas e
resfriadas antes de serem transferidos para um recipiente de vidro. Em seguida, foram
adicionadas cinco colheres de arroz branco. A solucdo foi coberta com um pano e
deixada para fermentar por 48 horas. ApGs esse periodo, o recipiente foi vedado e
armazenado sob refrigeracao.
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4.2 Isolamento de cepa selvagem de Aspergillus

Para o isolamento de uma cepa selvagem de Aspergillus, 25 g de arroz branco
cozido e previamente exposto ao ambiente foram adicionados a 225 mL de solugéo
salina (0,9% p/v). A mistura foi submetida a centrifugagcéo por 30 minutos a 120 rpm
(centrifuga Novatecnica, lote NT 820), resultando em uma suspenséo de 0,1 g mL{",
que foi posteriormente diluida nas concentracdes de 10{2, 10{3, 10{t e 10{u g mL{".

De cada uma das diluigdes, uma aliquota de 100 pL foi retirada e estriada, com
o auxilio de uma alga bacterioldgica, em placas de Petri contendo meio agar batata
dextrose (BDA). As placas foram incubadas a 28°C por aproximadamente quatro dias
em uma estufa bacteriolégica (Novatecnica, lote NT 523).

Apés o periodo de incubacéao, coldénias com caracteristicas morfolégicas tipicas
do género Aspergillus foram selecionadas, isoladas e transferidas para novas placas
de Petri contendo meio BDA. Essas placas foram novamente incubadas a 28°C por

aproximadamente quatro dias, sob as mesmas condicdes descritas anteriormente.

4.3 Cepa fungica utilizada para a fermentacao submersa e sélida

Para dar inicio as etapas de fermentacao, tanto submersa quanto sélida, foram
utilizadas duas cepas distintas do género Aspergillus: uma cepa de Aspergillus niger,
doada pelo Centro Universitario de Pato Branco (UNIDEP), e a cepa selvagem

previamente isolada.
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4.3.1 FERMENTACAO SUBMERSA DE ASPERGILLUS COM SUBSTRATO DE
ARROZ

A fermentacao submersa foi realizada utilizando trés meios de cultivo distintos,
conforme descrito na Tabela 1. O Meio B foi formulado com base em uma adaptacéao
do meio minimo de Vogel, visando a simplificagdo da composi¢cao do meio de cultivo.
Todas as preparagdes dos meios de cultivo foram realizadas em volume final de 1 L
de agua destilada esterilizada em autoclave.

Tabela 1 3 Composicado dos meios de cultivo utilizados na fermentacao

Meio A Meio B Meio C
20 gdearroz
20 g de arroz 100 g de glicose 100 g de glicose
1 g KH¢PO= 1 g KH¢PO=
0,5 g MgSO= 0,5 g MgSOn
0,1 g ZnSO= 0,1 g ZnSO=
2,5 g de extrato de 2,5 gde extrato de
levedura levedura

Fonte: de autoria prépria (2024).

Ao final de cada preparo, o pH do meio foi ajustado para aproximadamente 4,5.
Para isso, foi utilizada uma solucdo de NaOH 0,5 M nos casos em que o pH estava
abaixo do valor desejado e uma solugcéo de HCI 0,5 M quando o pH estava acima do
esperado. Em seguida, os meios foram autoclavados para esterilizagéo.

Para cada cepa fungica, foram preparados quatro meios de cultivo de cada
formulacao (quadruplicata), utilizando Erlenmeyers contendo 200 mL da solugcéo. Em
cada frasco, foram adicionados seis fragmentos de inéculo obtidos a partir do cultivo
em placas de Petri.

Os Erlenmeyers foram tampados com tecido nao tecido (TNT), papel kraft e
fixados com elastico. Posteriormente, foram submetidos a agitacéo a 120 rpm, a 28°C,
por um periodo de 10 dias. Durante todo o processo, o pH foi monitorado

continuamente.
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4.3.2 FERMENTACAO SOLIDA DE ASPERGILLUS COM SUBSTRATO DE ARROZ

A fermentacao solida foi conduzida em recipientes de vidro, cobertos com TNT,
papel kraft e fixados com elastico. Como substrato, foram utilizados aproximadamente
10 g de arroz cozido, previamente autoclavado, com adicdo de agua destilada até a
completa umidificacao dos graos de arroz.

Foram preparados quatro recipientes para cada microrganismo: Aspergillus
nigere a cepa selvagem. Em cada recipiente, foi adicionado um fragmento de inéculo.

Os frascos foram incubados em estufa bacteriologica a 28°C por

aproximadamente 10 dias. Sempre que necessario, a umidade foi mantida por meio

da borrifagcdo de agua.

4.4 Construcao da curva de calibracao para dosagem do acido kéjico
4.4.1 PREPARARO DA SOLUCAO PADRAO DE ALUMINIO (I1)

Para a quantificacéo do acido kéjico, foi preparada uma solucao padrao de Fe3z,
utilizada como reagente para formar um complexo de coloragao vermelha, permitindo
a analise espectrofotométrica. A solucao foi obtida dissolvendo 1 g de FeCI£ em 100

mL de uma solucdo 1 M de &cido cloridrico.

4.4.2 PREPARO DA CURVA DE CALIBRACAO

Seguindo a metodologia descrita por PIANTAVINI (2010), foi utilizado um
padrdo de acido kéjico de pureza PA, obtido na Farmacia Alternativa, para a
preparacao de uma solugao padrao de 2000 pg/mL.

A partir dessa solucao, foram preparadas solu¢oes de diferentes concentracdes
(5, 10, 15, 20 e 25 pug/mL), com a adicdo de 1,5 mL da solucdo padréao de Fe3z. Para
a solucao branco, foram utilizados 10 mL da solugédo padrao de Fe3z em 25 mL de
agua destilada 0,4% (v/v).

As analises espectrofotométricas foram realizadas em um espectrofotémetro
UV-Vis, com medi¢des no comprimento de onda de 494 nm.
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4.4.3 PREPARO E DILUIGAO DAS AMOSTRAS

Apos o periodo de fermentacdo, foram realizados os procedimentos para a
extracdo e quantificacdo do metabdlito. Nos fermentados submersos, foram
adicionados 80 mL da solugéo padréao de Fedz, seguidos de filtragdo para a separagao
do sobrenadante. No caso da fermentacao sélida, foram adicionados 100 mL de agua
destilada e 40 mL da solucdo padrao de Fed®z, com posterior agitacao para
solubilizagdo do metabdlito presente na matriz sélida. Em seguida, a solugéo foi filtrada
para a obtencao do extrato.

Para garantir que as leituras espectrofotométricas permanecessem dentro da
faixa linear do instrumento, as amostras foram submetidas a diluicdes sucessivas.
Inicialmente, uma aliquota de 10 mL foi transferida para um baldo volumétrico de 100
mL, completando-se o volume com agua destilada até o menisco. A partir dessa
solucao, foram retirados 1 mL e transferidos para um baldo de 10 mL, sendo
novamente completado o volume com agua destilada. Em seguida, 1 mL dessa
solugéo foi diluido em outro baldo de 10 mL, resultando em um fator de diluicdo de
1000. Por fim, as leituras espectrofotométricas foram realizadas no comprimento de

onda de 494 nm, utilizando um espectrofotémetro UV-Vis.

4.5 Divulgacao Cientifica: Video Informativo sobre os Riscos da Fermentacao
Caseira

Foi produzido um video para a plataforma Instagram com o objetivo de
conscientizar o publico sobre os riscos associados a fermentagéo caseira. O conteudo
foi elaborado com base nos resultados obtidos dessa pesquisa e na revisao
bibliografica, utilizando uma linguagem acessivel e explicagdes simplificadas para
facilitar a compreensao do tema.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apés a fermentacao, foi realizado um teste qualitativo para verificar a presenca
de acido kdjico. O teste esta representado na Figura 8, na qual o tubo de ensaio a
direita contém a solucéo acida de Fe?z, enquanto o tubo a esquerda contém a amostra
da solucéo teste. A turbidez observada na solugao teste indica um resultado negativo
para a presenca de acido kéjico, sugerindo a auséncia do composto.

Apos o teste qualitativo, foi realizada a leitura no espectrofotometro UV-Vis, que
confirmou a ndo detecgéo do acido kéjico na amostra analisada.
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Fonte: de autoria propria (2024).

Além desses testes, foi realizado um cultivo em meio BDA, no qual 100 L da
solucao de fermentacao foram inoculados e incubados a 28°C por 48 horas, com o
objetivo de identificar os microrganismos presentes no meio.

Na Figura 9, é possivel observar a diversidade de colbnias, evidenciada
principalmente pelas variagdes de coloragéo.



45

Figura 9 3 Microrganismos presentes na fermentacao caseira

Fonte: de autoria propria (2024).

Durante uma tentativa de fermentacéo caseira, observou-se uma contaminagéao
significativa do substrato, sem a formag¢ao do composto de interesse. Embora sejam
necessarios testes mais precisos para identificar os microrganismos presentes no
meio, esse resultado destaca os riscos envolvidos na realizagdo de processos
biotecnoldgicos fora de ambientes controlados, reforcando a importancia de condicoes
adequadas para a seguranca e a eficiéncia da fermentacao.

Paralelamente, dois cultivos sé6lidos também foram realizados: (1) uma cepa
selvagem isolada foi transferida para outra placa contendo meio de cultivo (Figura 10)

Figura 10 3 Cepa selvagem isolada com caracteristicas semelhantes ao fungo de género
Aspergillus.

Fonte: de autoria propria (2024).
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A segunda fermentagao sélida foi realizada com uma cepa de Aspergillus niger.
A Figura 11 mostra o desenvolvimento dos fungos no substrato de arroz cozido ap6s
2 dias de inoculacao a 28 °C.

Figura 11 3 Desenvolvimento das cepas em meio de cultivo sélido apds 2 dias de inoculacao, a
uma temperatura de 28 °C em frascos de vidro de 200 mL

A. selvagem

Fonte: de autoria propria (2024).

As figuras 12 e 13 mostram a mudanca na coloracao do liquido fermentado ao
adicionar o padrdo de Fe?*. E possivel notar uma mudanca de cloragdo mais sutil nos
frascos de fermentagcdo submersa, devido a turbidez da solugdo, enquanto a
fermentacdo solida a mudanga na coloracao € mais nitida.

Figura 12 3 Mudanca na coloracédo das solucdes fermentadas em meio de cultivo submerso
com as cepas de Aspergillus selvagem e Aspergillus niger.

A. selvagem

Fonte: de autoria propria (2024).
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Figura 13 3 Mudanca na coloracao no meio de cultivo sodlido utilizando as cepas de Aspergillus

selvagem e Aspergillus niger.

Fonte: de autoria propria (2024).

As fermentagbes liquidas foram utilizadas para dosagem do acido kéjico por
método espectrofotométrico. Os dados da curva de calibragdo obtidos a partir da
leitura em espectrofotometro UV-Vis na faixa de 309 nm encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2 3 Valores da absorbancia da curva de calibracédo da solucao do padrao de

acido kdjico.
Concentragao (pg/mL) Absorbancia
5 0,072
10 0,155
15 0,219
20 0,317
25 0,381

Fonte: de autoria prépria (2024).

Os dados da absorbancia da curva de calibracdo do cloreto férrico foram
plotados em um grafico, onde no eixo x encontram-se os valores das concentragoes e
no eixo y, os valores das absorbancias. O modelo linear que correlaciona esses dois
eixos, com o valor de coeficiente de correlacdo R? de 0,9962, é apresentado na
equacéo 1.

y = 15,6 *xx — 0,0052 (equacdo 1)
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Grafico 1 3 Curva de calibracao dos padroées de acido kajico.
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Fonte: de autoria propria (2024).

Os resultados das leituras do 4&cido kojico nas fermentacbes em
espectrofotometro UV-VIS encontram-se na Tabela 3.

Tabela 3 3 Leitura das medidas do acido kojico nas amostras fermentadas

Meio Absorbancia

" Sélido 0,341
2 Meio A 0,275
©S Meio B 0,004
Q. <
< Meio C 0,225

c Sélido 0,281
g 3 Meio A 0,229
8 % Meio B 0,172

» Meio C 0,232

Fonte: de autoria propria (2024).

Utilizando-se das leituras realizadas e da equacédo da reta, foi possivel

determinar a concentragdo de acido kdjico presente em cada meio de cultivo:
y =15,6x 30,0052 sendo,
y = absorbéancia e

X = concentracéo (g/L)

Substituindo o valor de x da amostra A.niger meio solido:
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0,341 + 0,0052

X = 0,02219

15,6
Multiplicando pelo fator diluicao:

0,02219 x 1000 = 22,19 g/L

As concentragdes de AK de cada amostra encontram-se na Tabela 4.

Tabela 4 3 Concentracao de acido kdéjico nas amostras fermentadas

Meio Concentracgao (g/L)
) Sélido 22,19
E g Meio A 17,96
NS Meio B 0,60
< Meio C 14,75
e Sélido 18,34
g9 Meio A 15,02
82 Meio B 11,36
@ Meio C 15,20

Fonte: de autoria prépria, 2024.

Os resultados da concentracao de acido kojico nas diferentes condicbes de
fermentacdo utilizando Aspergillus niger e uma cepa selvagem apresentaram
diferentes padrdes (Tabela 4). Os resultados indicam que a fermentacdo sdlida
proporcionou 0s maiores rendimentos para ambas as cepas, com 22,19 g/L para
Aspergillus niger e 18,34 g/L para a cepa selvagem. Esse desempenho reforca a
eficacia do cultivo sélido na produgéo de acido kdjico, corroborando estudos como o
de Badar et al. (2021), que destacam que condi¢cdes estaticas favorecem maior
rendimento em comparacao com meios liquidos sob agitacao.

Entre os meios liquidos, observou-se uma variacdo significativa nas
concentragdes de AK. No Meio A, as concentragdes foram de 17,96 g/L para A. niger
e 15,02 g/L para a cepa selvagem, valores relativamente altos em comparagdo com
os outros meios liquidos. No entanto, no Meio B, houve uma reducao acentuada na
producdo, com apenas 0,60 g/L para A. niger e 11,36 g/L para a cepa selvagem,
indicando que este meio pode ter sido menos adequado para a sintese do acido kojico.
Ja no Meio C, os valores foram intermediarios (14,75 g/L e 15,20 g¢/L,
respectivamente), sugerindo que esse meio apresenta melhores condi¢ées do que 0
Meio B, mas ainda inferiores ao Meio A e ao cultivo sélido.

Comparando esses dados com os de Chib et al. (2019), que relataram uma
producao de 18 + 2 g/L utilizando Aspergillus sojae, observa-se que os valores obtidos
para o cultivo sélido das duas cepas testadas neste estudo sdo compativeis com os
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da literatura, reforgcando a viabilidade dessa abordagem para a producédo de &cido
kojico. Esses resultados destacam a importancia da selegdo do meio de cultivo e das
condi¢Oes operacionais para otimizar a biossintese desse metabodlito.

Como parte das acdes de divulgacao cientifica, foi produzido e publicado um
video educativo na plataforma Instagram, na pagina @giectutfpr, vinculada a um
Projeto de Extensdo da UTFPR 3 Campus Pato Branco. O video destacou a auséncia
de acido kéjico na fermentagdo caseira realizada, evidenciou a contaminagao
observada e alertou sobre 0s riscos de seguir receitas caseiras, especialmente
aquelas que envolvem processos biotecnoldgicos, ressaltando a importancia de

ambientes controlados para a seguranca e eficacia dessas técnicas.

6 CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho avaliou a viabilidade da producdo de acido koéjico a partir de
tutoriais disponiveis na internet, comparando-os a métodos laboratoriais em condi¢cdes
controladas. Os resultados indicaram que a fermentagéo sélida apresentou a maior
concentracdo de &cido kdjico para ambas as cepas utilizadas, evidenciando a
superioridade desse meio em relacéo a produgao do composto. Os cultivos submersos
também mostraram resultados satisfatérios, com excecdao do meio de cultivo B, que
apresentou uma queda significativa na producao de acido kéjico.

Além dos resultados experimentais, a producao de conteudo explicativo para o
Instagram contribuiu para a conscientizacdo do publico e destacou a importancia da
divulgacao cientifica na promog¢éo do conhecimento e na corre¢cdo de informacodes
equivocadas. A disseminacao de tutoriais sobre processos fermentativos nas redes
sociais, muitas vezes simplificados e sem embasamento técnico, tem incentivado a
realizacdo dessas praticas em ambiente doméstico, sem controle adequado. Esse
cenario pode acarretar riscos a saude humana e a seguranga, devido a possivel
contaminagao por microrganismos indesejados e a falta de parametros essenciais,
como controle de temperatura, pH, assepsia adequada e uso de cepas apropriadas.

Por fim, os experimentos demonstraram que a fermentacao caseira apresentou
elevada contaminag&o por microrganismos indesejados e nao resultou na produgéo
de acido kéjico, evidenciando que a obtengdo desse composto requer parametros
rigorosos, como controle de temperatura, pH e 0 uso de cepas especificas para a



producdo de AK. Esses resultados ressaltam a necessidade de métodos cientificos

adequados para garantir a eficiéncia e a seguranca na produgao do acido kajico.
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