FERMENTACION KOJICA.

ACIDO KOJICO
PROPIEDADES Y ANTECEDENTES.

El &cido kéjico se puede producir facilmente por métodos microbiol6gicos. En el momento actual se
fabrica comercialmente en escala limitada por fermentacion fungica.

El &cido kdjico (5-hidroxi-2-hidroximetil-y-pirona) esta representado por la siguiente férmula
estructural:
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PROPIEDADES.

El &cido kdjico es facilmente soluble en acetona y acetato de etilo; soluble en proporcion de 2.8g
por 100ml en agua a 20°C, y 6.8g por 100ml a 60°C; algo menos soluble en etanol que en agua y poco
soluble en cloroformo, éter y piridina.

HISTORIA.

Saito (1907) fue el primero en aislar el acido como producto residual de la fermentacion de arroz
cocido por “Aspergillus oryzae”. Al afiadir cloruro férrico a una solucién acuosa del acido se produce un
intenso color rojo. Un bioquimico japonés, Yabuta, investigo este acido, lo denominé &cido kdjico (1912)y
en 1924 establecié su constitucion.

Traetta-Mosca (1914) demostrd que el &cido kdjico era producido por “A. Glaucus” a partir de
sacarosa, glucosa, fructuosa y glicerina. Wijman (1924) de lo obtuvo por fermentacién de sacarosa
empleando una variedad (innominada) de “Aspergillus Niger”. Tres afios mas tarde, Kinoshita (1927) indic6
que por empleo de cobaltoaminas como fuentes de nitrogeno para “A. oryzae” se aumentaba el rendimiento
de acido kdjico a partir de sacarosa. Al afiadir cloruro purpureo-cobaltico en una concentracion del 0.5% a
un mosto con 10% de sacarosa se obtiene un rendimiento de 33% (en peso) de acido kdjico en 25 dias.



En 1927, Tamiya indicd que diferentes aspergilios pueden producir &cido kojico a partir de
sacarosa. Entre los mohos mencionados se hallaban A. oryzae; A. flaws, var.; A. gymnosardae; A.
awamori; A. fumigatus, y A. giganteus.

En 1929, Challenger, Klein y Walter publicaron los resultados de sus investigaciones, que
demostraron que A. oryzae puede producir &cido koéjico partir de xilosa. En este mismo afio, Katagiri y
Kitahara notificaron la formacién de este acido a partir de pentosa, acido glucénico y otras sustancias.

MICROORGANISMOS PRODUCTORES DEL ACIDO KOJICO.

Varios mohos del género Aspergillus producen &cido kojico a partir de soluciones nutricias
adecuadas. Ademas de los enumerados anteriormente, producen acido kojico los siguientes: A. albus, A.
effusus, A. nidulans, A. parasiticus, A. tamarii y Penicillum daleae. Entre las bacterias podemos citar varias
especies de Acetobacter.

SUSTANCIAS NUTRICIAS.

Suministradores de carbono. Un gran numero de sustancias que contiene carbono han sido
fermentadas por diferentes microorganismos con producciéon de acido kojico. Entre ellas citaremos:
almidones; dextrinas; disacaridos, como sacarosa y maltosa; las hexonas glucosa, fructuosa, manosa y
galactosa; las pentosas xilosa y abarinosa; y sorbitol, dulcitol, i-adonitol, inulina, inositol, glicerina, [3-
glicerofosfato, dihidroxiacetona, acido gluconico, acido tartarico y otras sustancias. Los mayores
rendimientos se han obtenido a partir de glucosa y xilosa.

Concentracion de la sustancia glucidica. La concentracion de las sustancias empleadas varia del 5
al 30%. May y colaboradores (1931) emplearon en sus trabajos concentraciones de azucar que variaban
del 15 al 33%. Obtuvieron los mayores rendimientos con A. flaws empleando una concentracién de glucosa
del 20%. Barham y Smits (1936hallaron que una concentracion de xilosa del 15% era la mas probable para
la fermentacion. Katagiri y Kitahara emplearon concentraciones del 5% de un gran nimero de sustancias
con resultados satisfactorios. La misma concentracion ha sido adoptada por otros investigadores.

Sales nutritivas. A continuacion se indican los tipos de sales nutritivas empleadas para la
produccion del acido kdjico.



May y colaboradores (1931) usaron las siguientes sales:

g/ L de solucion de glucosa
MgSO;4 * 7TH20 0.500
KCI 0.100
H3POq4 0.054
NHsNO3 1.125

El medio de Kinoshita (1927), conocido también por medio K, tiene la composicion siguiente:

g/L de agua
MgSOs * 7H,0 0.5
KH2PO4 1.0
NHzNO3 04

Katagiri y Kitahara emplearon medios que contenian 0.01% de MgSO; * 7H20, 0.1% de KH2POs,
0.05% (NH4)2SO4 Y 0.01% de CaCl junto al 5% de sustancia glucida.

Puede producirse acido kéjico en el medio de Czapek-Dox.

El nitrato amédnico es muy satisfactorio como fuente de nitrégeno. Aparentemente se obtienen
mejores resultados cuando la concentracion salina es pequefia, pero lo suficientemente grande para
permitir el desarrollo del moho.

OTRAS CARACTERISTICAS DE LA FERMENTACION.

PH. El pH optimo para la produccion del acido kéjico debe determinarse por experimentacion en
cada caso si no se conoce con anterioridad. Varios investigadores han empleado el intervalo de 2 a 5 mas.

Katagiri y Kitahara emplearon un pH inicial de 5 para favorecer el desarrollo de A. oryzae; pero
hallaron que el de 2.4 estimulaba la formacion de acido kojico. Tamiya hall6 que el pH dptimo para la
fermentacion de la sacarosa era de 5.5. Barham y Smits obtuvieron los mayores rendimientos en la
fermentacion de xilosa por A. flaws empleando un intervalo de pH de 2 a 3.5. En su opinién el Ph 6ptimo
para la fermentacion es el mas bajo que pueda tolerar el microorganismo.

La adicion de carbonato célcico a una fermentaciéon kdjica produce una disminucién en el
rendimiento de acido, que se atribuye a un cambio en al Ph del mosto.



Efecto de las adiciones. En un estudio de 40 compuestos organicos, May y colaboradores
encontraron que la etilenclorhidrina en concentracion de 100 mg/L producia un marcado de aumento en la
produccion de acido kdjico en el intervalo de 10 dias.

Los acidos oxalico, formico, clorhidrico, y nitrico inhiben la formacion del acido.

Temperatura. El intervalo éptimo para la fermentacion es de 29°C a 35°C. Segun May vy
colaboradores la temperatura Optima para Aspergillus flaws, es de 33°C a 35°C. Katagiri y Kitahara
emplearon las de 29°C a 31°; Barham y Smits, de unos 35°C, y Gould, de 20°C. A veces puede hacerse
bajas la temperatura hasta 25°C o més (después que la fermentacidn ha transcurrido durante 5 dias a una
temperatura mas elevada), obteniéndose un aumento en los rendimientos.

Duracion de la fermentacion. La fermentacion requiere de 9 a 20 dias para completarse, periodo
que depende del tipo de sustrato, especie del moho, con lo que disminuye el rendimiento.

RENDIMIENTOS.
En la accién de A. flaws sobre soluciones de glucosa se obtiene rendimientos de 50 a 60%.

La siguiente tabla indica la naturaleza de los rendimientos obtenidos a partir de varios compuestos
por Katagiri y Kitahara.

CANTIDAD DE ACIDO KOJICO PRODUCIDA POR A. ORYZAE
(En 100 ml de cultivo de 20 dias que contenia 5 g de sustancia.)

RENDIMIENTO
SUSTANCIA g/ 100mL REFERIDO AL OBSERVADO OBSERVADO
AZUCAR POR SAKAGUCHI | POR TAMIYA
PRESENTE (1932) (1932)
Glucdgeno 0 0 >> 0
Inulina 0.65 14.8 >> +
Sacarosa 1.45 34.8 + +
Maltosa 1.70 40.8 >> +
Lactosa (%) (%) + 0
Trealosa 0.095 2.3 >> +
Glucosa 0.75 18.1 + +
Fructuosa 0.40 10.2 + +
Manosa 0.23 5.8 >> +
Galactosa 0.04 1 + 0
o-Metilglucosido 0 0 >> 0
Ramnosa 0 0 + 0
Arabinosa 0.08 2.0 + +




Xilosa 0.40 10.2 + +
Dihidroxiacetona? 0.52 33.0 + 0
Gliceraldehido (®) (£) >> >>
Metilglioxal 0 0 >> >>
Inosita3 0.4 0.9 >> +
Manita (®) (+-) + +
Sorbita’ 04 10.2 >> +
Dulcita3 0.4 10.2 >> +
Eritrita (+) (*) + +
Glicerina 0.16 4.2 + (£)
Glicerinofosfato sddico + + >> >>
Etilen-glicol 0 0 >> 0
Alcohol etilico 0 0 + >>
Alcohol metilico 0 0 () >>
Acido glucénico 0.34 9.4 (%) 0
Acido sacarico 0 0 >> 0
Acido lactobiénico () (£) >> >>
Acido arabénico 0 0 >> >>
Acido glicérico 0 0 >> >>
Acido succinico 0 0 >> (%)
Acido tartarico 0 0 >> 0
Acido oxalico 0 0 >> >>
Acido acético 0 0 (%) 0
Acido acético 0 0 >> 0
Acido pirtvico 0 0 >> 0
Acido glicslico 0 0 >> 0
REACCIONES.

Una de las valiosas caracteristicas del acido kdjico es su reactividad. Las reacciones suelen afectar
a los grupos hidroxilicos, de los cuales el nuclear es el primero que reacciona. A partir de acido kéjico se
pueden formar quelatos insolubles en agua, piridinas, piridonas, ésteres, éteres, productos de
condensacion, derivados de halogenados y otros productos.

USOS.

El acido kdjico tiene un gran nimero de usos potenciales. Se puede emplear como reactivo
analitico, particularmente para el hierro; como insecticida; como antibiético; como producto intermedio para
la obtencidn de quelatos metélicos, y para otros muchos fines.



MECANISMO DE LA FERMENTACION DE ACIDO KOJICO.

Se han dado varios esquemas para explicar la produccion de acido kdjico por fermentacion, de los
cuales vamos a considerar algunos brevemente.

Segun Yabuta, el &cido procede directamente de la glucosa por un proceso sencillo de oxidacion y
deshidratacion:
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Kinoshita (1927) y Haworth (1928) dieron una explicacion similar a la produccién del acido kgjico,
basandose en el hecho de que la glucosa da lugar a grandes cantidades del &cido en relacién con otros
compuestos de carbono. En esta teoria no explica la formacion del acido a partir de los compuestos que
tengan menos de 6 atomos de carbono (como las pentosas, glicerina y dihidroxiacetona) ni de los de 7
atomos de carbono.

Corbellini y Gregorini (1930) sugirieron que a partir de los compuestos tricarbonados pueden
condensarse para formar una molécula que pasa a acido kéjico por deshidratacion:
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Quimicamente, las pironas se forman sin dificultad por deshidratacién de las policetonas aciclicas.

May y colaboradores participan de la opinion enunciada por Corbellini y Gregorini, segun la cual el
acido kojico es sintetizado a partir de alguna sustancia que contenga 2 ¢ 3 atomos de carbono. Segun ellos
(May y colaboradores), la 1-hidroxiacetil-3-formil-3-hidroxiacetona puede ser el compuesto precursor del
acido kojico, aunque no haya sido aislada de los productos de fermentacion:
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Birkinshaw, Charles, Lilly, y Raistick (1931) han propuesto dos teorias para explicar el mecanismo
de la fermentacion. Una de ellas sugiere la formacion del &cido mediante la condensacion de acetaldehido.
Esta teoria se basa en el hecho de que frecuentemente se halla alcohol en las fermentaciones por mohos,
especialmente en aquellas en que el acido kojico es uno de los finales. También se ha sugerido que la
presencia de acetaldehido como precursor. Katagiri y Kitahara (1929) demostraron la presencia del
acetaldehido (por fijacién de sulfito) en la fermentacién de distintos medios por Aspergillus oryzae (azul de
Higuchi). Sakaguchi hall6 que el etanol aumenta el rendimiento en acido kéjico a partir de soluciones de
glucosa. Por tanto, se creia que el etanol podia ser un producto de intermedio en la fermentacion.

Segun Gould (1938), la adicion de agentes de fijacion (como el sulfito y dimeddn) a mostos en
fermentacidn por A. tamarii no impidio la formacién del acido kojico, ni se pudieron asilar los productos de
fijacion.

Katagiri y Kitahara (1933) afirman que no se hallé &cido kojico a partir de medios que contenian
hexadifosfato calcico o hexamonofosfato de calcio y magnesio. Tampoco pudieron obtener acido kdjico a
partir de medios que contenian acetaldehido, acetona o acido piravico, parapirivico y acetilacético.

Por tanto, el que algunas fermentaciones por moho produzcan etanol y acetaldehido no es
suficiente prueba de su presencia como producto0s intermedios en la formacion de acido kéjico.

Segun la segunda teoria expuesta por Birkinshaw y colaboradores, a partir de la sustancia
carbonada se sintetiza un hidrato de carbono de reserva que posteriormente se hidroliza a un compuesto
que puede convertirse en acido kojico.

Las investigaciones llevadas a cabo por Gould indican que no es probable que el &cido kéjico se
produzca a partir de los hidratos de carbono de reserva. Gould desarrollo capas miceliares de A. tamarii en
medios que contenian distintas sustancias carbonadas. Se lavaron estas capas y una vez limpias de &cido
kojico se secaron y molieron hasta polvo muy fino. Este polvo se empleo en el medio de Czapek-Dox para
sustituir el azucar. En 90 dias no se produjo acido kojico.

Tamiya indico entre los constituyentes del medio podia sintetizarse una hexosa que daria el origen
al 4cido kdjico.

En 1931, Challenger, Klein y Walter dieron a conocer que A. oryzae producia un rendimiento mayor
del 30% del tedrico a partir de dihidroxiacetona. Propusieron el esquema siguiente:
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Dihidroxiacetona Acido kéjico

Challenger y colaboradores suponian asi que la dihidroxiacetona o el aldehido glicérico eran los
productos intermedios l6gicos en la formacién de acido kdjico.

Katagiri y Kitahara (1933), como resultado de una extensa investigacion, concluyen que, de todas
las sustancias sugeridas, la dihidroxiacetona es la que probablemente desempefia el papel mas importante
en la formacion del acido kajico.

Arnstein y Bentley (1950;1953 a, b, c; 1956), han realizado mudiltiples investigaciones sobre el
mecanismo de la formacion de &cido Kéjico por A. oryzae y A. flaws-oryzae, usando compuestos con
atomos de carbono marcados. Como resultado de sus estudios, durnate los cuales demostraron (1953 b)
la presencia de Aldolasa y de Triosafosfato-Isomerasa en los mohos, llegaron a la conclusion (1953 c) de
que en la biosintesis del acido Kagjico intervienen tres procesos metabdlicos diferente:

1.- Formacion directa a partir de glucosa sin rotura de la cadena carbonada.

2.- Formacion a partir de triosafosfatos.

3.- Incorporacién de pequefias moléculas tales como acetato, piruvato y glicopola, en los dtomos
de carbono 4, 5y 6 del &cido Kojico.

Como resultado de sus trabajos con glucosa y dihidroxiacetona marcadas con “C (1953 a),
consideran que el acido Kéjico se origina sobre todo por conversion directa de la glucosa. Opinan (1956),
basados en sus estudios con D-(1-14C)-Ribosa como sustrato para A. flaws, que a partir de la pentosa se
forman un precursor en Cg y &cido Kéjico por la via de las reacciones transcetoldsica y transaldolasica.
Postulan que el tercer esquema de los mencionados es una extension del anterior y que las pequefias
moléculas forman todas ellas un precursor comun en Cs. Que se incorpora escencialmente a los dtomos
de carbono 4,5 y 6 del acido Kdjico.

La siguiente figura presenta dos esquemas de Armstein y Bentley para la formacion del acido
Kdjico a partir de pentosas a través de las reacciones transcetolasicas y transaldolasticas:
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Formacién de un precursor en Gy y écido kéjico a partir de pentosa

marcada por reacciones transcetoldsicas y transaldolisicas. [ARNSTEIN, H. R. V., v

BENTLEY, R.: Biochem. Four., 62, 403 (1956), reproducido por cortesia de sus autores].
Abreviaturas:

TK = reaccion transcetolasica Las sustancias reaccionantes se unen con el
TA = reaccién iransaldolisica simbolc —— ; las escisiones se verifican donde
se indica con lineas de trazos.

W-L-D = mecanismo oxidativo de Warburg-Lipman-Dickens, Se utilizan astericcos
y circulos para sefialar el origen de los atomos marcades aunque ello solo tiene
una significacién semicuantitativa.

La radiactividad en las pentosas se diferencia del modo siguiente: C* pentosa
original, C° pentosa formada a partir de hexcsas del esquema A por el mecanismo
W-L-D. De forma aproximada, C® corresponde, por consiguiente. a la mitad de
la radiactividad indicada por C*.



