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RESUMO 

O objetivo do presente trabalho foi fermentar grãos de cereais com Aspergillus oryzae em diferentes tempos 

(0, 3, 5 e 7 dias) para aumentar seu conteúdo fenólico total, proteico e taninos condensados. Para isso, 

foram utilizados grãos de quatro cereais: milho, aveia, cevada e sorgo. Os grãos foram submetidos a uma 

fermentação em estado sólido com uma cepa de Aspergillus oryzae. Os maiores aumentos de proteína 

bruta no milho, sorgo e aveia foram observados aos 5 e 7 dias de fermentação. Em relação ao teor fenólico, 

o maior teor foi observado aos 7 dias em todos os grãos. Por outro lado, o teor de taninos condensados 

apresentou um maior aumento no milho e no sorgo aos 5 dias de fermentação, enquanto na aveia foi 

atingido aos 7 dias. A cevada não apresentou diferenças entre 3 e 7 dias. Em conclusão, a fermentação 

em estado sólido aumentou o teor fitoquímico e nutricional dos cereais, ao manipular o tempo de 

fermentação. 

Palavras-chave: fermentação em estado sólido, fungos filamentosos, compostos bioativos, fenóis. 

 

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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INTRODUÇÃO 

Os cereais são uma importante fonte de alimento para humanos e animais, pois fornecem 

energia, proteínas e uma variedade de substâncias bioativas (Xiao et al., 2015a; Borras 

& Torres, 2016). Esses compostos bioativos, chamados fitoquímicos ou metabólitos 

secundários, são moléculas orgânicas que não participam diretamente do metabolismo 

primário, mas apresentam diversas atividades biológicas (Camacho-Escobar et al., 

2020). Os compostos fenólicos são o grupo de metabólitos secundários mais abundantes 

nas plantas; sua estrutura básica é formada por um grupo hidroxila ligado a um anel 

aromático e, a partir dessa estrutura, origina-se uma variedade de compostos, como: 

ácidos fenólicos, cumarinas, ligninas, taninos e flavonóides (Sánchez, 2022). Os fenóis 

encontrados nos cereais podem ser solúveis, insolúveis ou ligados. Entre os solúveis, 

encontram-se os fenóis livres, glicosilados e esterificados, que se localizam em maior 

quantidade nas camadas externas dos grãos, como o pericarpo, o tegumento e as células 

de aleurona (Cabrera-Soto et al., 2009). A maioria dos fenóis insolúveis forma ligações 

covalentes com componentes da parede celular, como pectina, celulose e proteínas 

estruturais (Shahidi & Yeo, 2016). Nos cereais, os fenóis mais abundantes são derivados 

do ácido benzóico, ácidos cinâmicos e flavonóides (Balli et al., 2019). Estes exibem 

diversas propriedades biológicas, como antioxidantes, anti-inflamatórias, 

antimicrobianas, entre outras (Torres-León et al., 2019). A bioatividade dos compostos 

fenólicos depende de sua bioacessibilidade, que se traduz na liberação da matriz 

alimentar para que possam estar disponíveis (Gutierrez-Gijalva et al., 2016). 

A fermentação em estado sólido (FES) é uma técnica utilizada em países orientais desde 

a antiguidade para produzir uma variedade de alimentos tradicionais (Xu et al.,2018). É 

definida como um processo eficiente e econômico no qual microrganismos crescem sobre 

substratos sólidos, para transformá-los e enriquecê-los nutricionalmente ou para produzir 

diversos metabólitos secundários, sob baixos níveis de umidade (Liu et al., 2022). 

Microrganismos como fungos, leveduras e bactérias lácticas são utilizados no processo 

de fermentação, mas os mais comumente usados são os fungos filamentosos, que são 

capazes de se adaptar a diferentes ambientes com baixos requisitos de atividade de 

água. 

Atualmente, esse processo é aplicado para aumentar a bioacessibilidade de nutrientes e 

compostos fenólicos (Gebru & Sbhatu, 2020). Em estudos anteriores, uma variedade de 

cereais foi fermentada em estado sólido para melhorar seu conteúdo fenólico (Cia et al., 

2012; Bhanja Dey & Kuhad, 2014a; Bhanja Dey & Kuhad, 2014b; Xiao et al., 2015a; Xu et 

al., 2018; Gebru & Sbhatu, 2020).  

Com base no exposto, o objetivo do presente trabalho foi fermentar grãos de quatro 

cereais em diferentes tempos com Aspergillus oryzae para aumentar seu conteúdo 

fenólico e proteico. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

Matéria-prima 

Foram utilizados grãos de milho da variedade CAFIME do ciclo primavera-verão 2022, 

fornecidos pelo INIFAP-Durango (campo experimental Francisco I. Madero localizado no 

município de Pánuco de Coronado, Durango), enquanto os grãos de aveia, cevada e 

sorgo foram comprados no mercado local. Todos os grãos foram limpos e armazenados 

à temperatura ambiente até seu uso posterior. 

 

Obtenção e conservação da cepa 

O fungo Aspergillus oryzae cepa 2094 foi fornecido pelo cepário do Instituto Tecnológico 

de Durango-TecNM. Utilizou-se como meio de conservação Agar Papa Dextrosa (PDA) 

a uma temperatura de 30 °C. O inóculo foi preparado a partir de um cultivo de 13 dias de 

desenvolvimento por suspensão de esporos em água destilada a uma concentração de 

1 x 106 esporos/mL. 

 

Fermentação em estado sólido (FES) 

A FES foi realizada com o método descrito por Bhanja Dey & Kuhad (2014a). Foram 

pesados 200 g de cada grão (milho, aveia, cevada e sorgo), que foram depositados em 

frascos de vidro de 1 L, adicionaram-se 200 mL de água destilada e esterilizaram-se a 

121 °C por 15 min. Após o término do processo, deixou-se esfriar à temperatura 

ambiente. Posteriormente, os grãos esterilizados foram inoculados com 20 mL da 

suspensão de esporos (previamente preparada). O tempo de incubação foi de 0, 3, 5 e 7 

dias, respectivamente, a uma temperatura de 30 °C. Uma vez concluído o processo de 

fermentação, os grãos fermentados foram esterilizados novamente e deixados para secar 

a 55 °C por um período de 72 horas. Posteriormente, foram moídos em um moinho Wiley 

(Arthur H. Thomas, Filadélfia, PA, EUA) até um tamanho de partícula de 1 mm, para 

depois serem armazenados em sacos Ziploc em local escuro e seco à temperatura 

ambiente para posterior análise. 

 

Análises químicas 

O teor de proteína bruta (PB) nos grãos fermentados foi determinado de acordo com a 

AOAC (1990). Os compostos fenólicos foram realizados de acordo com a metodologia 

proposta por Heimler et al. (2005). Um grama da amostra foi macerado com 90 mL de 

etanol a 70% (ajustado para pH 2.0) e deixado durante toda a noite à temperatura 

ambiente. Em seguida, a mistura foi filtrada e depois desengordurada com éter de 

petróleo. Posteriormente, o extrato desengordurado foi evaporado à temperatura 

ambiente e redissolvido em etanol a 70% (pH 2.0) até um volume final de 2 mL. Para a 

determinação dos fenóis totais (FT), foram retirados 125 µl de extrato fenólico, adicionou-

se 0.5 mL de água desionizada e 125 µl de reagente Folin-Ciocalteu. A mistura foi deixada 

em repouso por 6 minutos e, em seguida, foram adicionados 1.25 mL de carbonato de 
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sódio (Na2CO3) a 7%. O volume final foi ajustado para 3 mL com água desionizada. A 

mistura foi deixada em repouso por 90 minutos e, após esse tempo, mediu-se a 

absorvância a 760 nm, utilizando água como branco. A quantidade total de fenóis foi 

expressa como equivalentes de ácido galico (µg EAG/g de farinha). Para a determinação 

dos taninos condensados (TC), adicionaram-se a 50 µl do extrato 3 mL de solução de 

vanilina a 4% em metanol e 1.5 mL de ácido clorídrico concentrado. A mistura foi deixada 

em repouso por 15 minutos e a absorção foi medida a 500 nm, utilizando-se metanol 

como branco. A quantidade de TC foi expressa como equivalentes de catequina (µg EC/g 

de farinha).  

Análise estatística 

Os dados obtidos de proteína bruta, fenóis totais e taninos condensados foram 

analisados com ANOVA unidirecional e as médias foram comparadas com o teste de 

Tukey (p < 0.05), utilizando o pacote estatístico SAS versão 9.0 (SASInc., Cary, NC, 

EUA). Todos os tratamentos foram realizados em triplicata e os valores foram expressos 

como média ± desvio padrão. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Proteína bruta (PB)  

A Tabela 1 mostra os resultados do teor de proteína bruta dos grãos de cereais 

fermentados em diferentes momentos. O milho e a aveia atingiram os níveis mais altos 

de PB a partir do 5º dia de fermentação (p < 0.05), enquanto a cevada e o sorgo atingiram 

esses níveis a partir do 3º dia de fermentação (p < 0.05). Diversos estudos com diferentes 

microrganismos demonstraram o aumento da proteína durante a fermentação. Por sua 

vez, (Chen et al., 2013 & Chen et al., 2014) observaram um aumento na PB na farinha 

de soja de 50.46 para 58.99 e 9.2 %, respectivamente, ao fermentá-la com Aspergillus 

oryzae por 0, 25 e 36 h. Da mesma forma, Xiao et al. (2015b) observaram que a 

fermentação da farinha de grão-de-bico com Cordyceps militaris aumentou o teor de PB 

de 22.13 para 26.43%. Além disso, Xiao et al. (2018) trabalharam com farinha de feijão 

vermelho fermentada com Cordyceps militaris e observaram um aumento significativo de 

9.3% (23.61% para 25.81%) com o processo de fermentação. Por sua vez, Chen et al. 

(2021) fermentaram farinha de soja com as bactérias Bacillus velezensis por 24 horas e, 

posteriormente, com Lactobacillus plantarum por 48 horas; os resultados mostraram um 

aumento de PB de 47.28% para 51.08% às 24 horas, enquanto às 48 horas foi obtido um 

máximo de 52.36%. Da mesma forma, Sánchez-García et al. (2022) trabalharam com 

sementes de lentilha, quinoa e suas farinhas, fermentando-as com o macrofungo 

Pleurotus ostreatus em diferentes tempos. Obtiveram um aumento significativo no teor 

de proteína total entre 7 e 26%. Além disso, observaram que o tamanho das partículas, 

bem como o substrato, influenciaram o teor de proteína. Da mesma forma, Cubillos-

Orjuela et al. (2024) fermentaram um produto alimentício que incluía uma porcentagem 

de palha de cereais (10 e 20%) com bactérias lácticas e descobriram que, ao incluir 20% 

mailto:abanicoveterinario@gmail.com
https://doi.org/10.1094/CCHEM-01-13-0007-R
https://doi.org/10.1094/CCHEM-01-13-0007-R
https://doi.org/10.1016/j.lwt.2015.04.046
https://link.springer.com/article/10.1007/s13197-018-3035-z
https://doi.org/10.1186/s13568-021-01184-x
https://doi.org/10.1186/s13568-021-01184-x
https://doi.org/10.1186/s40643-022-00542-2
https://revistas.uptc.edu.co/index.php/ciencia_en_desarrollo/article/view/17073
https://revistas.uptc.edu.co/index.php/ciencia_en_desarrollo/article/view/17073


ABANICO VETERINARIO E-ISSN 2448-6132  abanicoveterinario@gmail.com 

https://abanicoacademico.mx/revistasabanico-version-nueva/index.php/abanico-veterinario 

Creative Commons (CC BY-NC 4.0)  

5 
 

de palha de cereais e fermentar por 48 horas, obteve-se um aumento de 2,2% de proteína 

bruta. 

 
Tabela 1. Teor de proteína bruta (% PB) em grãos fermentados em diferentes momentos 

Tempo de 
fermentação (dias) 

Milho Aveia Cevada Sorgo 

Controle 11.11 ± 0.30cd 15.33 ± 0.04c 11.44 ± 0.22ab 13.27 ± 0.26ab 

0 10.89 ± 0.11d 16.05 ± 0.18bc 12.65 ± 0.45a 12.65 ± 0.45b 

3 11.80 ± 0.38bc 16.09 ± 0.16bc 11.64 ± 0.60ab 13.57 ± 0.10a 

5 12.64 ± 0.25a 16.47 ± 0.47ab 9.93 ± 0.74c 13.96 ± 0.05a 

7 11.86 ± 0.15b 17.02 ± 0.46a 11.12 ± 0.27bc 13.97 ± 0.48a 

Valores expressos como médias ± desvio padrão. a-dLetras diferentes na mesma coluna apresentam 

diferenças estatísticas (p < 0.05) 

 

Fenóis totais 

A Tabela 2 apresenta os resultados do teor fenólico total em grãos de cereais fermentados 

com Aspergillus oryzae em diferentes momentos. Em geral, observa-se que o teor 

fenólico de todos os grãos aumentou à medida que o tempo de fermentação aumentou. 

No milho, os valores mais altos (p < 0.05) foram observados a partir de 5 dias de 

fermentação, enquanto que na aveia e na cevada o maior teor fenólico (p < 0.05) foi 

observado aos 7 dias de fermentação. No sorgo, o teor fenólico foi semelhante de 3 a 7 

dias de fermentação (p > 0.05). O aumento observado na aveia, na cevada e no sorgo 

após 7 dias de fermentação foi de 248%, 117% e 57%, respectivamente. O milho, após 

5 dias de fermentação, apresentou um aumento de 59%. De acordo com Saharan et al. 

(2017), o aumento do teor fenólico durante a fermentação está relacionado à produção 

de enzimas pelo fungo, tais como α-amilase, β-glicosidase e xilanase, que têm a 

capacidade de hidrolisar carboidratos, degradar a parede celular e liberar compostos 

fenólicos. A melhoria do teor fenólico em cereais fermentados com fungos filamentosos 

foi observada por outros autores, Cai et al. (2012) fermentaram farinhas de aveia com 

Aspergillus oryzae var. effuses, Aspergillus oryzae e Aspergillus niger por 3 dias a 25 °C 

e relataram que o fungo Aspergillus oryzae var. effuses aumentou em maior grau o teor 

fenólico nas farinhas fermentadas. Por sua vez, Bhanja Dey & Kuhad, (2014a) 

fermentaram grãos inteiros de trigo, arroz integral, aveia e milho com Aspergillus oryzae 

NCIM 1212, Rhizopus oligosporus NCIM 1215, Aspergillus awamori MTCC No. 548 e 

Rhizopus oryzae RCK2012 a 30 °C por 3 dias. Os resultados demonstraram que o teor 

fenólico em todos os grãos fermentados com Aspergillus oryzae NCIM 1212 apresentou 

valores mais elevados do que com os outros fungos. Da mesma forma, Bhanja Dey & 

Kuhad (2014b) fermentaram grãos de trigo com Rhizopus oryzae RCK2012 e descobriram 

que a fermentação aumentou em 377% o teor fenólico nos extratos aquosos. Por sua 

vez, Abd Razak et al. (2015) estudaram o efeito da fermentação com Rhizopus 
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oligosporus e Monascus purpureus (individualmente e misturados) sobre o teor fenólico 

do farelo de arroz. Esses autores descobriram que o teor fenólico dos extratos aquosos 

e metanólicos das amostras fermentadas era maior do que o das amostras não 

fermentadas, com exceção do extrato aquoso da amostra fermentada com Monascus 

purpureus. Também observou-se que a mistura dos fungos nos extratos aquosos 

produziu um maior teor fenólico do que individualmente, enquanto que, nos extratos 

metanólicos, o teor fenólico foi semelhante em ambas as formas. Por sua vez, Sandhu et 

al. (2016) fermentaram seis variedades de trigo com Aspergillus awamorinakazawa a 30 

°C por 6 dias. Os resultados mostraram que a fermentação aumentou consideravelmente 

o teor fenólico no quarto dia nas seis variedades. Além disso, Saharan et al. (2017) 

avaliaram grãos de trigo, arroz, aveia, milho e sorgo fermentados com Aspergillus oryzae 

(MTCC 3107) durante 6 dias a 30 °C. Encontraram os valores mais altos de teor fenólico 

no trigo e na aveia no quarto dia de fermentação; enquanto que no arroz, sorgo e milho, 

o aumento máximo foi observado no quinto dia. Por sua vez, Sánchez-Magaña et al. 

(2019) investigaram o efeito do tempo de fermentação sobre o teor fenólico livre, ligado 

e total em farinhas de milho cru, cozido e fermentado em diferentes tempos com Rhizopus 

oligosporus NRRL 2710. Eles descobriram que a fermentação aumentou o teor fenólico 

livre a partir de 48 horas e o valor máximo (227.75 mg de ácido gálico/100 g de amostra) 

ocorreu às 108 horas. Com relação ao teor fenólico ligado e total, ele começou a 

aumentar a partir de 72 horas, com um valor máximo (993.44 mg de ácido gálico/100 g 

de amostra) às 108 horas. De acordo com o relatado em estudos anteriores, é importante 

considerar vários fatores que influenciam o teor fenólico dos cereais, como espécie, 

variedade, microrganismo, tempo de fermentação, método de extração e método de 

análise. 

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

Tempo de 
fermentação (dias) 

Milho Aveia Cevada Sorgo 

Controle 456.03 ± 23.34c 342.76 ± 7.75d 338.98 ± 15.56d 703.73 ± 31.58b 

0 513.03 ± 32.10c 382.28 ± 19.63d 381.14 ± 3.40d 752.87 ± 4.98b 

3 622.95 ± 24.76b 748.6 ± 86.66c 487.44 ± 6.71c 923.68 ± 122.63ab 

5 727.09 ± 13.96a 1068.53 ± 20.58b 586.7 ± 19.70b 1069.7 ± 118.56a 

7 690.95 ± 17.93a 1194.07 ± 33.89a 736.08 ± 49.49a 1107.38 ± 119.64a 

Valores expressos como médias ± desvio padrão. a-dLetras diferentes na mesma coluna apresentam 

diferenças estatísticas (p < 0,05) 

Taninos condensados (TC) 

A Tabela 3 mostra o teor de taninos condensados nos grãos de cereais fermentados. 

Foram encontradas diferenças significativas (p < 0.05) à medida que o tempo de 

fermentação avançava. No milho, esse comportamento foi mais observado, pois o teor 

de TC aumentou à medida que o tempo de fermentação aumentou em relação ao tempo 

0. Por sua vez, o sorgo registrou o maior teor de TC (202.11 µg EC/g de farinha) após 5 
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dias de fermentação, enquanto o milho atingiu seu máximo (97.19 µg EC/g de farinha) 

após 7 dias (p < 0.05). Espitia-Hernández et al. (2022) relataram resultados opostos aos 

do presente estudo com sorgo; eles trabalharam com duas variedades de sorgo 

(vermelho e preto) fermentadas em estado sólido com Aspergillus oryzae e Aspergillus 

niger por 96 h. O sorgo vermelho fermentado com Aspergillus oryzae não apresentou 

diferenças significativas (p > 0.05), enquanto que com Aspergillus niger apresentou um 

aumento a partir das 12 h, com o valor mais alto às 72 h (76.07 mg EC/100 g de amostra). 

Em relação ao sorgo preto fermentado com Aspergillus oryzae, os taninos condensados 

diminuíram a partir de 24 horas (p < 0.05); ao contrário, com Aspergillus niger, o teor de 

TC aumentou a partir de 36 horas e o valor mais alto foi obtido às 84 horas (73.20 mg 

EC/100 g de amostra). Um estudo prévio com bactérias lácticas e leveduras foi realizado 

por Terefe et al. (2021), que avaliaram o efeito da fermentação em estado sólido com 

Lactobacillus plantarum e Saccharomyces cerevisiae e sua cocultura sobre o teor de 

taninos condensados na farinha de milho às 0, 12, 24, 36 e 48 horas. O teor de TC 

diminuiu com todas as cepas à medida que o tempo de fermentação aumentava; os 

valores mais baixos foram apresentados com a cocultura às 48 h (12.3% EC). As 

informações publicadas sobre o efeito da fermentação em estado sólido sobre o teor de 

taninos condensados em cereais são muito limitadas. No entanto, existem estudos 

realizados com outras espécies, conforme relatado por Dhull et al. (2020), que avaliaram 

o efeito da fermentação em estado sólido de três variedades de lentilhas (HM-1, LL-931 

e Sapna) com Aspergillus awamori sobre o teor de taninos condensados. Os resultados 

nas três variedades indicaram um aumento do TC à medida que o tempo de fermentação 

aumentava, maximizando o teor de taninos aos 6 dias nas três variedades (3.16, 4.52 e 

4.30 mg EC/g de base seca, respectivamente).  

Por sua vez, Altop et al. (2018) trabalharam com folhas de oliveira para fermentá-las em 

estado sólido com quatro cepas de Aspergillus niger (F1, F2, F3 e F4) e analisar seu 

efeito sobre o teor de taninos condensados. A fermentação aumentou o teor de taninos 

condensados nas folhas de oliveira com todas as cepas, e o valor mais alto de TC foi 

encontrado com a cepa F2 (11.44%). Da mesma forma, Duhan et al. (2021)  fermentaram 

em estado sólido o bolo de amendoim (resíduo obtido após a extração do óleo de 

amendoim) com Aspergillus oryzae durante 6 dias para determinar seu efeito sobre o teor 

de taninos condensados. Os resultados demonstraram claramente que a fermentação 

aumentou o teor de TC, apresentando seu valor máximo (245 µg/g) após 6 dias de 

fermentação. O mencionado acima indica que o tipo de cereal, variedade, espécie, 

microrganismo e cepas desempenham um papel muito importante durante a FES para 

liberar os taninos condensados da parede celular.  
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Tabela 3. Teor de taninos condensados (µg EC/g farinha) em grãos fermentados em diferentes 

tempos 

Tempo de 
fermentação (dias) 

Milho Aveia Cevada Sorgo 

Controle 76.04 ± 3.46a 76.11 ± 8.68a 40.29 ± 5.63b 130.99 ± 5.77c 

0 37.43 ± 2.94c 43.02 ± 8.47b 77.02 ± 2.76a 156.37 ± 2.82b 

3 59.03 ± 3.43b 76.16 ± 8.63a 40.19 ± 5.76b 145.19 ± 2.69b 

5 63.04 ± 11.37ab 73.97 ± 11.28a 43.02 ± 2.99b 202.11 ± 3.26a 

7 51.48 ± 5.28bc 97.19 ± 5.96a 48.68 ± 2.65b 151.23 ± 8.50b 

Valores expressos como médias ± desvio padrão. a-cLetras diferentes na mesma coluna apresentam 

diferenças estatísticas (p < 0.05) 

CONCLUSÕES 

A fermentação em estado sólido com Apergillus oryzae aumentou significativamente o 

teor de proteína bruta e o teor fenólico total em grãos de aveia, cevada, milho e sorgo 

após 3 dias de fermentação. Com base nos resultados, considera-se que o melhor tempo 

de fermentação para aumentar o conteúdo nutricional e fitoquímico no milho e no sorgo 

é de 5 dias de fermentação, enquanto que para a aveia e a cevada é de 7 dias de 

fermentação. A FES é uma técnica eficiente, simples e econômica que pode ser utilizada 

para enriquecer os componentes nutricionais e fitoquímicos dos grãos de cereais. 
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