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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue fermentar granos de cereales con Aspergillus oryzae a diferentes
tiempos (0, 3, 5y 7 dias) para incrementar su contenido fendlico total, proteico y taninos condensados.
Para esto, se utilizaron granos de cuatro cereales: maiz, avena, cebada y sorgo. Los granos se sometieron
a una fermentacion en estado solido con una cepa de Aspergillus oryzae. Los mayores incrementos de
proteina cruda en maiz, sorgo y avena fueron observados a los 5y 7 dias de fermentacién. En relacion al
contenido fendlico, se mostré el mayor contenido a los 7 dias en todos los granos. Por otro lado, el
contenido de taninos condensados mostr6 un mayor incremento en maiz y sorgo a los 5 dias de
fermentacion, mientras que en avena se alcanzé a los 7 dias. La cebada no mostro diferencias de 3 a 7
dias. En conclusion, la fermentacién en estado soélido incrementé el contenido fitoquimico y nutricional de
cereales, al manipular el tiempo de fermentacion.

Palabras clave: fermentacion en estado sélido, hongos filamentosos, compuestos bioactivos, fenoles.

ABSTRACT

The aim of this study was the fermentation of cereal grains with Aspergillus oryzae at different times (0, 3,
5 and 7 days) to increase the total phenolic, protein and condensed tannins content. Therefore, four cereal
grains were used: corn, oat, barley and sorghum. Cereal grains were subjected to a solid-state fermentation
with de Aspergillus oryzae. Higher increases of protein in corn, oat and sorghum were observed at 5 and 7
days of fermentation. In relation to phenolic content, the highest content was shown at 7 days of fermentation
in all grains. Otherwise, condensed tannins showed higher contents in corn and sorghum at 5 days of
fermentation; whereas, oat reached higher contents at 7 days. No changes were observed in barley among
3 and 7 days of fermentation time. In conclusion, solid state fermentation increased phytochemicals and
nutritional contents by changing fermentation time.

Keywords: state-solid fermentation, filamentous fungi, bioactive compounds, phenolics.
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INTRODUCCION

Los cereales son fuente importante de alimento para humanos y animales, ya que
proveen energia, proteinas y una variedad de sustancias bioactivas (Xiao et al., 20157,
Borras & Torres, 2016). Estos compuestos bioactivos llamados fitoquimicos o metabolitos
secundarios, son moléculas organicas que no tienen una participacion directa en el
metabolismo primario, pero presentan diversas actividades bioldgicas (Camacho-
Escobar et al., 2020). Los compuestos fendlicos son el grupo de metabolitos secundarios
que mas abundan en las plantas; su estructura basica esta conformada por un grupo
hidroxilo unido a un anillo aromatico y a partir de esta estructura se origina una variedad
de compuestos como: acidos fendlicos, cumarinas, ligninas, taninos y flavonoides
(Sanchez, 2022). Los fenoles que se encuentran en cereales pueden ser solubles,
insolubles o ligados. Dentro de los solubles, se encuentran los fenoles libres, glucosilados
y esterificados y se ubican en mayor cantidad en las capas exteriores de los granos como
el pericarpio, testa y células de aleurona (Cabrera-Soto et al., 2009). La mayoria de los
fenoles insolubles forman enlaces covalentes con componentes de la pared celular como
la pectina, celulosa y proteinas estructurales (Shahidi & Yeo, 2016). En los cereales, los
fenoles mas abundantes son derivados del acido benzoico, acidos cinamicos y
flavonoides (Balli et al., 2019). Estos exhiben diversas propiedades biologicas como
antioxidantes, antiinflamatorias, antimicrobianas, entre otras (Torres-Leon et al., 2019).
La bioactividad de los compuestos fendlicos depende de su bioaccesibilidad, que se
traduce como la liberacion de la matriz alimenticia para que puedan estar disponibles
(Gutierrez-Gijalva et al., 2016).

La fermentacién en estado sélido (FES), es una técnica utilizada en paises orientales
desde tiempos antiguos para producir una variedad de comidas tradicionales (Xu et
al.,2018). Se define como un proceso eficiente y econémico en el que microorganismos
crecen sobre sustratos solidos, para transformarlos y enriquecerlos nutricionalmente o
para producir diversos metabolitos secundarios, bajo reducidos niveles de humedad (Liu
et al., 2022). Los microorganismos como hongos, levaduras y bacterias lacticas, son
empleados en el proceso de fermentacion, pero los mas cominmente utilizados son los
hongos filamentosos, los cuales son capaces de adaptarse a diferentes ambientes con
bajos requerimientos de actividad de agua.

Actualmente, este proceso se aplica para aumentar la bioaccesibilidad de nutrientes y
compuestos fendlicos (Gebru & Sbhatu, 2020). En estudios previos, fermentaron en
estado sélido una variedad de cereales para mejorar su contenido fendlico (Cia et al.,
2012; Bhanja Dey & Kuhad, 20142; Bhanja Dey & Kuhad, 2014°; Xiao et al., 20152, Xu et
al., 2018; Gebru & Sbhatu, 2020).

Con base en lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue fermentar granos de cuatro
cereales a diferentes tiempos con Aspergillus oryzae para incrementar su contenido
fendlico y proteico.
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MATERIAL Y METODOS

Materia prima

Se emplearon granos de maiz variedad CAFIME del ciclo primavera-verano 2022, los
cuales fueron proporcionados por el INIFAP-Durango (campo experimental Francisco |.
Madero ubicado en el Municipio de Panuco de Coronado, Durango), mientras que los
granos de avena, cebada y sorgo fueron comprados en el mercado local. Todos los
granos fueron limpiados y almacenados a temperatura ambiente hasta su posterior uso.
Obtencion y conservacioén de la cepa

El hongo Aspergillus oryzae cepa 2094 fue proporcionado por el cepario del Instituto
Tecnologico de Durango-TecNM. Se utiliz6 como medio de conservacion Agar Papa
Dextrosa (PDA) a una temperatura de 30 °C. El in6culo fue preparado a partir de un
cultivo de 13 dias de desarrollo por suspension de esporas en agua destilada a una
concentracion de 1 x 10° esporas/mL.

Fermentacién en estado sélido (FES)

La FES se realiz6 con el método descrito por Bhanja Dey & Kuhad (20142). Se pesaron
200 g de cada grano (maiz, avena, cebada y sorgo) los cuales se depositaron en frascos
de vidrio de 1 L, se agregaron 200 mL de agua destilada y se esterilizaron a 121 °C por
15 min, terminado el proceso se dejaron enfriar a temperatura ambiente. Posteriormente,
los granos esterilizados se inocularon con 20 mL de la suspensién de esporas (preparada
previamente). El tiempo de incubacion fue de 0, 3, 5y 7 dias respectivamente a una
temperatura de 30 °C. Una vez concluido el proceso de fermentacion, los granos
fermentados fueron esterilizados nuevamente y se dejaron secar a 55 °C por un periodo
de 72 h. Posteriormente, fueron molidos en un molino Wiley (Arthur H. Thomas,
Philadelphia, PA, USA) a un tamafo de particula de 1 mm, para después guardarlos en
bolsas Ziploc en un lugar obscuro y seco a temperatura ambiente para su posterior
analisis.

Analisis quimicos

Se determindé el contenido de proteina cruda (PC) en los granos fermentados de acuerdo
con la AOAC (1990). Los compuestos fendlicos se llevaron a cabo de acuerdo a la
metodologia propuesta por Heimler et al. (2005). Un gramo de muestra se macerd con
90 mL de etanol al 70 % (ajustado a pH 2.0) y se dej6 toda la noche a temperatura
ambiente. Después, la mezcla se filtr6 y luego se desengras6 con éter de petrdleo.
Posteriormente, el extracto desengrasado se evapord a temperatura ambiente y se
redisolvio en etanol al 70 % (pH 2.0) a un volumen final de 2 mL. Para la determinacion
de fenoles totales (FT), se tomaron 125 ul de extracto fendlico, se le agrego 0.5 mL de
agua desionizada y 125 pl de reactivo Folin-Ciocalteu. La mezcla se dejo reposar por 6
min, y luego se agregaron 1.25 mL de carbonato de sodio (Na2COs3) al 7 %. El volumen
final se ajustdé a 3 mL con agua desionizada. La mezcla se dejé reposar por 90 min y una
vez pasado el tiempo, se midio la absorbancia a 760 nm, como blanco se utilizé agua. La
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cantidad de fenoles totales se expres6 como equivalentes de acido galico (ug EAG/g
harina). Para la determinacién de taninos condensados (TC), a 50 pl del extracto se le
agregaron 3 mL de solucién de vainillina al 4 % en metanol y 1.5 mL de &cido clorhidrico
concentrado. La mezcla se dejo reposar por 15 min y la absorcion se midié a 500 nm, se
empled metanol como blanco. La cantidad de TC se expres6é como equivalentes de
catequina (ug EC/g harina).

Analisis estadistico

Los datos obtenidos de proteina cruda, fenoles totales y taninos condensados se
analizaron con ANOVA de una sola via y las medias se compararon con la prueba de
Tukey (p < 0.05), empleando el paquete estadistico SAS version 9.0 (SASInc., Cary, NC,
USA). Todos los tratamientos se efectuaron por triplicado y los valores se expresaron
como la media + desviacion estandar.

RESULTADOS Y DISCUSION

Proteina cruda (PC)

En la Tabla 1 se muestran los resultados del contenido de proteina cruda de los granos
de cereales fermentados a diferentes tiempos. El maiz y la avena alcanzaron los niveles
mas altos de PC desde el dia 5 de fermentacién (p < 0.05), mientras que, la cebada y el
sorgo desde el dia 3 de fermentacion (p < 0.05). Diversos estudios con diferentes
microorganismos han demostrado el incremento de proteina durante la fermentacién. Por
su parte, (Chen et al., 2013 & Chen et al., 2014) observaron un incremento en la PC en
harina de soya de 50.46 a 58.99y 9.2 %, respectivamente, al fermentarla con Aspergillus
oryzae por 0, 25 y 36 h. De igual manera, Xiao et al. (2015°) observaron que la
fermentacién de harina de garbanzo con Cordyceps militaris, aumentd el contenido de
PC de 22.13 a 26.43 %. Adicionalmente, Xiao et al. (2018) trabajaron con harina de frijol
rojo fermentada con Cordyceps militaris y observaron un incremento significativo del 9.3
% (23.61 a 25.81 %) con el proceso de fermentacion. Por su parte, Chen et al. (2021)
fermentaron harina de soya con las bacterias Bacillus velezensis por 24 h vy
posteriormente con Lactobacillus plantarum por 48 h; los resultados mostraron un
aumento de PC de 47.28 a 51.08 % a las 24 h, mientras que a las 48 h se obtuvo un
maximo de 52.36 %. Asimismo, Sanchez-Garcia et al. (2022) trabajaron con semillas de
lentejas, quinoa y sus harinas, fermentandolas con el macrohongo Pleurotus ostreatus a
diferentes tiempos. Obteniendo un incremento significativo en el contenido de proteina
total entre 7 y 26 %. Ademas, observaron que el tamafo de particula, asi como el sustrato,
influyeron sobre el contenido de proteina. Del mismo modo, Cubillos-Orjuela et al. (2024)
fermentaron un producto alimenticio que incluia un porcentaje de tamo de cereales (10 y
20 %) con bacterias lacticas, y encontraron que al incluir 20 % de tamo de cereales y
fermentar por 48 h se obtuvo un incremento de 2.2 % de proteina cruda.
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Tabla 1. Contenido de proteina cruda (% PC) en granos fermentados a diferentes tiempos

f Tlempg de . Maiz Avena Cebada Sorgo
ermentacion (dias)
Control 11.11 + 0.30¢ 15.33 £ 0.04¢ 11.44 + 0.22% 13.27 £ 0.262b
0 10.89 + 0.11¢ 16.05 + 0.18Pc 12.65 +£ 0.452 12.65 + 0.45°
3 11.80 + 0.38t¢ 16.09 £ 0.16"c 11.64 £+ 0.6020 13.57 £ 0.102
5 12.64 £ 0.252 16.47 + 0.473b 9.93 + 0.74¢ 13.96 £ 0.052
7 11.86 + 0.15° 17.02 £ 0.462 11.12 +0.27P¢ 13.97 £ 0.482

Valores expresados como medias + desviacion estandar. @9 Literales diferentes en la misma columna
presentan diferencias estadisticas (p < 0.05).

Fenoles totales

En la Tabla 2 se presentan los resultados del contenido fendlico total en granos de
cereales fermentados con Aspergillus oryzae a diferentes tiempos. En general, se
observa que el contenido fendlico de todos los granos se incrementd conforme aumento
el tiempo de fermentacion. En el maiz se observaron los valores mas altos (p < 0.05) a
partir de los 5 dias de fermentacién, en tanto que en la avena y cebada el contenido
fendlico mas alto (p < 0.05) se observo a los 7 dias de fermentacion. En sorgo, el
contenido fendlico fue similar desde los 3 hasta los 7 dias de fermentacion (p > 0.05). El
incremento que tuvo la avena, la cebada y el sorgo a los 7 dias de fermentacion fue de
248 %, 117 % y 57 %, respectivamente. El maiz a los 5 dias de fermentacion tuvo un
incremento de 59 %. Segun Saharan et al. (2017), el aumento del contenido fendlico
durante la fermentacion esta relacionado con la producciéon de enzimas por el hongo,
tales como a-amilasa, B-glucosidasa y xilanasa que tienen la capacidad de hidrolizar
carbohidratos, degradar la pared celular y liberar compuestos fendlicos. La mejora del
contenido fendlico en cereales fermentados con hongos filamentosos, fue observado por
otros autores Cai ef al. (2012) fermentaron harinas de avena con Aspergillus oryzae var.
effuses, Aspergillus oryzae y Aspergillus niger por 3 dias a 25 °C y reportaron que el
hongo Aspergillus oryzae var. effuses incrementé en mayor grado el contenido fendlico
en las harinas fermentadas. Por su parte, Bhanja Dey & Kuhad, (20142) fermentaron
granos enteros de trigo, arroz integral, avena y maiz con Aspergillus oryzae NCIM 1212,
Rhizopus oligosporus NCIM 1215, Aspergillus awamori MTCC No. 548 y Rhizopus oryzae
RCK2012 a 30 °C por 3 dias. Los resultados demostraron que el contenido fendlico en
todos los granos fermentados con Aspergillus oryzae NCIM 1212 mostraron valores mas
altos que con los demas hongos. De igual manera, Bhanja Dey & Kuhad (2014°)
fermentaron granos de trigo con Rhizopus oryzae RCK2012 y encontraron que la
fermentacién incremento6 un 377 % el contenido fendlico en los extractos acuosos. Por su
parte, Abd Razak et al. (2015) estudiaron el efecto de la fermentacién con Rhizopus
oligosporus y Monascus purpureus (de manera individual y mezclados) sobre el
contenido fendlico del salvado de arroz. Estos autores encontraron que el contenido
fendlico de extractos acuosos y metandlicos de las muestras fermentadas fue mayor que
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las muestras no fermentadas, a excepcion del extracto acuoso de la muestra fermentada
con Monascus purpureus. También se observd que la mezcla de los hongos en los
extractos acuosos produjo un mayor contenido fendlico que de manera individual,
mientras que, en los extractos metandlicos el contenido fendlico fue similar en ambas
formas. A su vez, Sandhu et al. (2016) fermentaron seis variedades de trigo con
Aspergillus awamorinakazawa a 30 °C por 6 dias. Los resultados mostraron que la
fermentacién aumentoé considerablemente el contenido fendlico al cuarto dia en las seis
variedades. Adicionalmente, Saharan et al. (2017) evaluaron granos de trigo, arroz,
avena, maiz y sorgo fermentados con Aspergillus oryzae (MTCC 3107) durante 6 dias a
30 °C. Encontrando en el trigo y avena los valores mas altos de contenido fendlico al
cuarto dia de fermentacion; mientras tanto, el arroz, sorgo y maiz el maximo incremento
se observo al quinto dia. Por su parte, Sanchez-Magana et al. (2019) investigaron el
efecto del tiempo de fermentacion sobre el contenido fendlico libre, ligado y total en
harinas de maiz crudo, cocido y fermentado a diferentes tiempos con Rhizopus
oligosporus NRRL 2710. Ellos encontraron que la fermentacion aumenté el contenido
fendlico libre a partir de las 48 h y el valor maximo (227.75 mg acido galico/100 g muestra)
se presentd a las 108 h. Con respecto al contenido fendlico ligado y total comenzé a
aumentar a partir de las 72 h, con un valor maximo (993.44 mg acido galico/100 g
muestra) a las 108 h. De acuerdo a lo reportado en estudios previos, es importante
considerar varios factores que influyen en el contenido fendlico de cereales, como la
especie, variedad, microorganismo, tiempo de fermentacion, método de extraccion y
método de analisis.

Tabla 2. Contenido fendlico total (ug EAG/g harina) en granos fermentados a diferentes tiempos

Tiempo de

fermentacion (dias) Maiz Avena Cebada Sorgo
Control 456.03 +23.34¢ 342.76 £ 7.754 338.98 + 15.56¢ 703.73 + 31.58
0 513.03 + 32.10¢ 382.28 + 19.63¢ 381.14 + 3.404 752.87 + 4,98
3 622.95 + 24.76b 748.6 + 86.66° 487.44 £ 6.71°¢ 923.68 + 122.632
5 727.09 £13.962  1068.53 + 20.58° 586.7 + 19.70 1069.7 + 118.562
7 690.95+17.932  1194.07 £ 33.892  736.08 +49.492  1107.38 + 119.642

Valores expresados como medias * desviacion estandar. 29 Literales diferentes en la misma columna
presentan diferencias estadisticas (p < 0.05).

Taninos condensados (TC)

La Tabla 3 muestra el contenido de taninos condensados en los granos de cereales
fermentados. Se encontraron diferencias significativas (p < 0.05) conforme avanzaba el
tiempo de fermentacién. En el maiz se observd mas este comportamiento, ya que el
contenido de TC incrementd conforme aumento el tiempo de fermentacion con respecto
al tiempo 0. Por su parte, el sorgo registré el mayor contenido de TC (202.11 ug EC/g
harina) a los 5 dias de fermentacion, mientras que el maiz alcanzé su maximo (97.19 ug
EC/g harina) a los 7 dias (p < 0.05). Espitia-Hernandez et al. (2022) reportaron resultados
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opuestos a los del presente estudio con sorgo; trabajaron con dos variedades de sorgo
(rojo y negro) fermentadas en estado sélido con Aspergillus oryzae y Aspergillus niger
por 96 h. El sorgo rojo fermentado con Aspergillus oryzae no mostroé diferencias
significativas (p > 0.05), mientras que con Aspergillus niger se mostré un incremento a
partir de las 12 h, con el valor mas alto alas 72 h (76.07 mg EC/100 g muestra). Respecto
al sorgo negro fermentado con Aspergillus oryzae, los taninos condensados disminuyeron
a partir de las 24 h (p < 0.05); por el contrario, con Aspergillus niger aumenté el contenido
de TC a partir de las 36h y el valor mas alto se obtuvo a las 84 h (73.20 mg EC/100g
muestra). Un estudio previo con bacterias lacticas y levaduras fue realizado por Terefe et
al. (2021), los cuales evaluaron el efecto de la fermentacion en estado soélido con
Lactobacillus plantarum y Saccharomyces cerevisiae y su cocultivo sobre el contenido de
taninos condensados en harina de maiz a 0, 12, 24, 36 y 48 h. El contenido de TC
disminuy6 con todas las cepas conforme aumentaba el tiempo de fermentacion; los
valores mas bajos se presentaron con el cocultivo a las 48 h (12.3 % EC). La informacién
publicada acerca del efecto de la fermentacién en estado sélido sobre el contenido de
taninos condensados en cereales es muy limitada. Sin embargo, hay estudios que se han
realizado con otras especies, tal como lo reportan Dhull et al. (2020) ellos evaluaron el
efecto de la fermentacion en estado solido de tres variedades de lentejas (HM-1, LL-931
y Sapna) con Aspergillus awamori sobre el contenido de taninos condensados. Los
resultados en las tres variedades indicaron un incremento de TC conforme aumentaba el
tiempo de fermentacion, maximizandose el contenido de taninos a los 6 dias en las tres
variedades (3.16, 4.52 y 4.30 mg EC/g base seca, respectivamente).

Por su parte, Altop et al. (2018) trabajaron con hojas de olivo para fermentarlas en estado
sélido con cuatro cepas de Aspergillus niger (F1, F2, F3 y F4) y analizar su efecto sobre
el contenido de taninos condensados. La fermentacion aumenté el contenido taninos
condensados en las hojas de olivo con todas cepas y el valor mas alto de TC se encontré
con la cepa F2 (11.44 %). Asi mismo, Duhan et al. (2021) fermentaron en estado sdlido
la torta de cacahuate (residuo obtenido después de extraccion del aceite de cacahuate)
con Aspergillus oryzae durante 6 dias para determinar su efecto sobre el contenido de
taninos condensados. Los resultados claramente demostraron que la fermentacion
incrementd el contenido de TC; presentando su valor maximo (245 ug/g) a los 6 dias de
fermentacién. Lo mencionado anteriormente indica que el tipo de cereal, variedad,
especie, microorganismo y cepas juegan un rol muy importante durante la FES para
poder liberar los taninos condensados de la pared celular.
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Tabla 3. Contenido de taninos condensados (ug EC/g harina) en granos fermentados a diferentes
tiempos

f T|empg de . Maiz Avena Cebada Sorgo
ermentacion (dias)
Control 76.04 +3.462 76.11 + 8.682 40.29 + 5.63° 130.99 + 5.77¢
0 37.43 £ 2.94¢ 43.02 + 8.47° 77.02£2.762 156.37 +2.82°
3 59.03 + 3.43° 76.16 + 8.632 40.19 £ 5.76° 145.19 + 2.69°
5 63.04 + 11.372 73.97 £ 11.282 43.02 £ 2.99° 202.11 + 3.262
7 51.48 + 5.28b¢ 97.19 + 5.962 48.68 + 2.65P 151.23 + 8.50°

Valores expresados como medias * desviacion estandar. 2¢ Literales diferentes en la misma columna
presentan diferencias estadisticas (p < 0.05).

CONCLUSIONES

La fermentacién en estado sélido con Apergillus oryzae aumenté significativamente el
contenido de proteina cruda y contenido fendlico total en granos de avena, cebada, maiz
y sorgo después de 3 dias de fermentacion. Con base en los resultados, se considera
que el mejor tiempo de fermentacién para incrementar el contenido nutricional y
fitoquimico en maiz y sorgo es a los 5 dias de fermentacion, mientras que para la avena
y cebada es a los 7 dias de fermentacion. La FES es una técnica eficiente, sencilla y
econdémica que puede ser utilizada para enriquecer los componentes nutricionales y
fitoquimicos de granos de cereales.
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