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Resumen

Para evaluar el efecto de la inclusién de niveles de urea y del tiempo sobre los indicadores fermentativos y
quimicos de la harina de frutos del arbol del pan, fermentada en estado sélido, se mezclé homogéneamente
con esta, sulfato de magnesio (0,2%), premezcla mineral (0,5%) y agua destilada. Se utilizé un diseno
completamente aleatorizado con arreglo factorial (4x4), con 4 repeticiones por tratamiento para evaluar el
efecto de la urea (0; 0,5; 1,0 y 1,5%) y cuatro tiempos de fermentacién (0, 12, 24 y 48 h). En el estudio, a
medida que se incrementa el nivel de urea, aumenta la concentracién de amoniaco y, por ende, el pH, lo que
depende, en menor o mayor grado, de la concentracion de los acidos organicos (AGCC vy lactico). Al final
del proceso fermentativo hubo una disminucién en la MS (P <0,001) a medida que transcurrié el tiempo de
fermentacién. La adicién de 1,5% de urea produjo un incremento en la concentracion de PB a las 24 y 48 h
sin diferencia entre ellos; algo similar ocurrié con la PV vy la relacion entre ellos (PV:PB)*100 sin interaccion
entre los factores en estudios. A las 48 h hubo un aumento mayor de 2,15 unidades porcentuales en la PB con
respecto a la hora cero. Se concluye que la adicion de urea en el proceso de fermentacién de la harina de frutos
del arbol del pan en estado solido incrementa la sintesis de proteina microbiana.
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Abstract

To evaluate the urea levels inclusion effect and the time on the fermentative and chemical indicators of
the flour of fruits of the bread tree, fermented in solid state, was mixed homogeneously, with sulfate of
magnesium (0,2%), mineral premix (0,5%) and diluted in distilled water. A totally randomized design was
used with factorial arrangement (4x4) with 4 repetitions for treatment to evaluate the effect of the urea (0,
0,5, 1,0 and 1,5%) and four times of fermentation (0, 12, 24 and 48 h).

In the study, as the level of urea is increased, the concentration of ammonia grows the pH, which depends,
in smaller or bigger degree, on the organic acids concentration (AGCC and lactic). At the end of the
fermentative process there was a decrease in the MS (P <0,001) as the fermentation time passed. The
addition of 1,5% of urea produced an increment in the concentration from PB at 24 48 h without difference
among them, something similar happened with the PV and the relationship among them (PV:PB)*100
without interaction among the factors in study.

At 48 h there was an increase bigger than 2,15 percentage units in the PB with regard to the zero hour. It
is concluded that the addition of urea in the fermentation process of the flour from the fruits of the bread
tree in solid state, increases the microbial protein synthesis.

Key words: bread tree, fermentation in solid state, flour from the bread tree.
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Introduccion

En Cuba, especificamente en la provincia de
Guantanamo, es posible aprovechar en mayor
escala los beneficios del fruto del arbol del
pan (Artocarpus altilis), el cual es utilizado
empiricamente por los campesinos como alimento
animal, pero mas del 60% (30 000 toneladas) de la
produccién se pierde en los campos (1).

Los procesos fermentativos permiten mejorar
la composiciéon quimica de algunos productos
agricolas y obtener nuevas opciones para la
alimentacién animal. La harina del fruto del arbol
del pan, a pesar de contener bajos niveles de
proteina bruta y presentar metabolitos secundarios,
como saponinas, segun Leyva (2), constituye una
fuente importante de energia y vitaminas. En la
actualidad se desarrollan diversas investigaciones
para incrementar el valor nutricional y reducir las
limitantes nutricionales de diferentes productos;
una alternativa es por via de la fermentacion,
a través de la cual se pueden obtener alimentos
energético-proteicos biotransformados en sus
diferentes variantes, donde se incluyen fuentes
energéticas y proteinicas para mejorar la calidad
y digestibilidad del producto que se fermenta (3,
4,5,6y7).

El objetivo del trabajo fue evaluar el efecto de
inclusion de niveles de urea y el tiempo sobre los
indicadores fermentativos y quimicos de la harina
de frutos del arbol del pan fermentada en estado
solido.

Materiales y métodos

Los frutos se cosecharon en el municipio Yateras,
provincia Guantanamo, el cual tiene una topografia
montafosa casi en un 100%, con temperatura
promedio anual de 34 °C y un promedio historico
anual de precipitaciones de 1882 mm. La harina
de frutos del arbol del pan se elaboré segun la
metodologia descrita por Leyva y Valdivié (8).
El experimento se realizé en el laboratorio de
Nutricion Animal perteneciente al departamento de
Zootecnia de la Facultad de Medicina Veterinaria
de la Universidad Federal de Minas Gerais, Belo
Horizonte, Brasil.

Se utilizé un diseno completamente aleatorizado,
con arreglo factorial (4x4) con 4 repeticiones. El
primer factor fue el nivel de urea (0, 0,5, 1,0 y
1,5%) y el segundo, el tiempo de fermentacién (0,
12, 24 y 48 h). Se analizaron los efectos principales
y las interacciones con el programa estadistico
INFOSTAT (9). Se realiz6 un andlisis de varianza
simple para todas las variables, y en los casos
necesarios se aplico la docima de comparacion
mdltiple de Duncan (10) para P<0,05.

La urea se diluyé en agua destilada y se ajusté la
cantidad de liquido que se introdujo, para que
todos los tratamientos tuvieran entre el 60 y el
70% de humedad inicial. Se mezclaron 100 g de
muestra y se depositaron en frascos Roux, que se
taparon con algododn y se incubaron a temperatura
ambiente (28 +2 °C) durante 12, 24 y 48 h; cada
frasco constituyo una unidad experimental.

Después de la incubacién, el contenido de
los frascos Roux se recolecté en su totalidad y
homogeneizé individualmente. Se pesaron 10
g de cada muestra, los cuales se colocaron en
Erlenmeyer de 100 mL y se les adicioné 90 mL
de agua destilada estéril, agitindose durante
30 minutos con un equipo Griffin Flash Shaker.
Posteriormente, se procedio a filtrar las muestras
a través de gasas estériles, segiin metodologia
descrita por Elfas et al. (11).

Al filtrado se le midié, inmediatamente, el pH
con pHmetro digital (CD70) de precision +
0,01 unidades. El amoniaco (NH,) se determin6
seglin Conway (12) y los acidos grasos volatiles
individuales de cadena corta, acidos acéticos, se
determinaron por cromatografia de gases (Gas
Cromatograph, SHIMADZU, GC-17A) en muestras
preparadas con acido metafosférico (13), y el acido
lactico segiin Madrid et al. (14).

El total de los solidos que quedé en los frascos
Roux se secd a 60 °C y se molié en molino de
martillo marca CULAT Il, con criba de 1T mm. Para
el andlisis quimico se determind: materia seca
(MS), materia seca residual (MSR) y proteina bruta
(PB), segun el método descrito por la AOAC (15);
la proteina verdadera (PV), segin el método de
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Berstein, citado por (16), y la relacién (PV:PB)x100
se calculo segln Elfas y Lezcano (3).

Resultados Y Discusion

Con respecto a las variables fermentativas,
hubo interaccion (P<0,001) entre los niveles
de urea anadidos y el tiempo de fermentacion
en la concentracion de pH y amoniaco y en la
produccién de acidos acético y lactico (Tabla I). Al
incorporarse urea al proceso, se incrementa el pH

con respecto al control; sin embargo, alas 12y 24
h no hubo diferencia entre tratamientos al anadir
0,5 y 1% de urea. Cuando se incorporé 1,5% de
urea a partir de las 48 h difiri6 con respecto a
los demas tratamientos. Por otro lado, en los tres
primeros niveles (0, 0,5y 1,0%) hubo un descenso
del pH a las 48 h de fermentacion. Los menores
valores se obtuvieron con los niveles 0 y 0,5% de
urea a las 48 h, y los mayores, al incluir 1,5%, sin
diferencias en este tiempo de fermentacion.

Tabla I. Efecto de niveles de urea y del tiempo de fermentacién en la concentracién de pH, NH,y
acidos acético y lactico durante la FES (fermentacién en estado so6lido) de la HFP (harina de frutos del
arbol del pan)

Tiempo Niveles de urea, % EE (+)
Indicadores
h 0 0,5 1,0 1,5 Signif.
0 5,12b¢ 5,48 5,630 5,748
12 5,35¢ 5,4 2def 5,46%% 5,748
pH 0,09
24 5,35¢ 5,39cde 5,424 5,69%
48 4,522 4,552 4,86° 5,66 P=0,0002
0 1,37 4,124 481¢ 5,928
12 1,512 4,114 4,85¢ 8,14"
NH, 0,12
24 2,07 4,214 5,47 8,25"
meq/L 48 2,62¢ 4,409 5,48f 8,29" P <0,0001
0 5,968 5,858 4,23¢ 2,36
. 12 5,758 5,23f 3,104 2,36
Acético 0,15
24 5,23f 4,10¢ 2,57¢ 2,03
mmol/L 48 5,06 3,98¢ 2,36b 1,812 P=0,0001
0 1,184 0,95% 0,94 0,872
12 1,47f 1,055 1,03 0,95%
Lactico 0,04
24 1,598 1,11 1,04 0,98
mmol/L P=0,0046
48 1,698 1,36° 1,32¢ 1,174

a,bcdefgh

Medias con letras distintas indican diferencias a P <0,05 segiin Duncan (10)

Se evidencié también que los tratamientos que
presentaron menores valores de pH tienen la
mayor produccién de acido lactico, lo que
produjo diferencias (P<0,05) en este indicador
entre tratamientos. Se conoce que el pH de un
cultivo cambia con la actividad metabdlica y la
capacidad amortiguadora del sustrato (17) por

diferentes razones, entre las que se encuentran: la
liberacién de acidos organicos, como el acético y
el lactico, por la oxidacion incompleta del sustrato,
o el consumo de iones amonio, que provocan un
descenso en la concentracion de hidrogeniones
(pH), mientras que la asimilacién de los acidos
del medio o la liberacién del amonio, debido a la
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desaminacién de la urea u otras aminas, inducen el
efecto contrario (18).

La disminucion que se observé en el pH a las 48
h de fermentacién se relaciona con el incremento
que se produjo en la concentracién de &cido
lactico. Al respecto, Rodriguez (19), al analizar
estas variables, encontré correlaciones altamente
significativas. Por otra parte, la inclusion de urea
increment6 la concentracion de amoniaco, lo que
pudo afectar directamente el pH; sin embargo, la
concentracion de acido lactico y de los AGCC,
producto de la hidrélisis de los carbohidratos
(monosacaridos) de facil fermentacién presentes
en la harina de frutos del arbol del pan, pudieran
neutralizar el pH (20, 21, 22 y 2); por lo tanto, se
infiere que en los procesos de FES del fruto del
arbol del pan, a medida que se incrementa el nivel
de urea, aumenta la concentracion de amoniaco
y, por ende, el pH, lo que depende, en menor o
mayor grado, de la concentracién de los acidos
organicos (AGCC vy lactico).

El amoniaco aumenté en la medida que transcurrié
el tiempo de fermentacion y se incrementaron los
niveles de urea, excepto para el 0,5% de urea, que
no mostré variacién en el tiempo. Los mayores
valores se encontraron con la adicion de 1,5% de
urea, a partir de las 12 h sin variacion hasta las 48
h. Esta variable fue superior a la que reportan Elias
y Lezcano (3) en la FES de la cana de azicar con
1,5% de urea y diferentes inclusiones de maiz (0,
10, 20 y 30%). Lo anterior pudiera atribuirse a la
hidrélisis parcial o total de la urea a amoniaco (11,
23,24, 25), por la posible accion de la ureasa de las
bacterias ureoliticas encontradas en estos procesos
de FES (23, 24), lo que posibilita que el amoniaco
se pueda utilizar como fuente de nitrégeno, por la
biomasa microbiana que se establece en el sistema
(26); a la naturaleza del sustrato, y al contenido de
humedad que podria afectar el proceso.

Por su parte, Elias et al. (11), al incluir diferentes
proporciones de urea (0, 0,5, 1,0y 1,5%) en la FES
de la caiade azucar, encontraron que a medida que
se incremento la urea aumento6 la concentracion
de amoniaco y el pH, independiente de la fecha
de corte. Elias y Lezcano (25), al estudiar distintas
proporciones de nitrégeno aportado por la urea y

por la harina de soya desgrasada y sin desgrasar,
observaron que al incrementar el nitrégeno,
aumenté la concentracién de amoniaco y el pH.
Similares resultados obtuvieron Rodriguez et al.
(27) al determinar el efecto de la urea (0,5, 1,0
y 1,5%) en la FES de mezcla de cana y boniato
(Inomea batata Lam.).

La fermentacion de los carbohidratos produce
AGCC vy otros acidos organicos, pero no en
cantidades suficientes como para neutralizar
totalmente las producciones de NH,. Se comprob6
que en la FES de la harina de frutos del arbol del
pan, independientemente del nivel de urea que
se empled, se produjo, casi en su totalidad, acido
acético, como es comun en las fermentaciones
(28, 29,30y 31).

El 4cido acético, en ciertas condiciones,
inhibe el crecimiento microbiano e induce a la
muerte celular de las levaduras (26 y 32). A pH
bajo, el acido acético presente se encuentra
principalmente en forma no disociada y puede
entrar a la célula microbiana por difusién pasiva
(33); en el citoplasma se disocia, debido al pH
mas neutro, y se liberan los protones, que bajan
el pH del citoplasma, lo que interfiere con algunos
senderos metabolicos (34, 35y 36), asi como en el
transporte de nutrientes e iones, en el cambio en
la estructura de la membrana, en los acidos grasos
y en la composicion de los fosfolipidos, y en la
sintesis de proteina.

Referente a la composicion quimica, no hubo
interaccion entre el nivel de ureaanadidoy el tiempo
de fermentacién para los siguientes indicadores:
MS, MSR, PV vy relacién (PV:PB)*100, no asi para
la PB. En el estudio hubo una disminucion en la
MS (P<0,001) a medida que transcurrié el tiempo
de fermentacién. Los niveles de urea no tuvieron
incidencia en su comportamiento (Tabla Il). Algo
similar sucedié con la MSR, la que disminuyé
(P<0,05) en 2,34 y 2,94 unidades porcentuales
a las 24 y 48 h, respectivamente, con respecto a
la hora cero; sin embargo, los niveles de urea no
tuvieron efecto sobre este indicador.
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Tabla Il. Efecto de niveles de urea y el tiempo de fermentacion en la concentracién de MS y MSR
durante la FES de la HFP

Factor MS, % MSR, %
Tiempo, h
0 36,31¢ 93,57¢
12 35,23b 92,24bc
24 34,63 91,83
48 33,68° 90,63?
EE + 0,36 0,50
Signif. P=0,0001 P=0,0019
Niveles de urea, %
0 35,44 92,52
0,5 35,17 91,96
1,0 34,76 92,02
1,5 34,47 91,77
EE+ 0,36 0,50
Signif. P=0,2463 P=0,7539

ab ¢ Medias con letras distintas en cada columna difieren a P< 0,05 segtin Duncan (1955)

Las reducciones de MS en el proceso de FES de la HFP
pueden deberse, fundamentalmente, a la utilizacion
de los carbohidratos solubles (sacarosa, glucosa,
fructosa) de la HFP-FES como fuentes energéticas
de los procesos metabolicos, aunque no se descarta
gue pudo producirse una pérdida de los metabolitos
intermediarios, que son volatiles a la temperatura a
las que se someten las muestras durante el proceso
de secado para este andlisis (60 °C); ademas,
pueden deberse a la fermentaciéon del almidén, que
predomina en la HFP, segin Leyva (2), y también a
la hidrolisis de la urea y, posiblemente en menor
grado, a la desaminacion de péptidos y aminoacidos
con produccion de amoniaco, los cuales se producen
por la accion de los microorganismos presentes en
el ecosistema durante sus procesos metabélicos para
sintesis celular, oxidandolos a compuestos voldtiles,
como los acidos grasos, CO, y agua, como productos
finales (23 y 24). Asi, parte del agua que se produce
durante la hidrélisis de las moléculas de carbohidratos
pudiera evaporarse por el calor metabdlico que se
genera durante el proceso de la FES (37 y 38).

La reduccion de la MS pudo provocar un efecto de
concentracion relativa del resto de los indicadores

que se expresaron en valores porcentuales respecto
a ella, tales como la PB, la FDN, la FDA, la MO vy
la hemicelulosa. La diferencia entre los valores de la
PB fue la esperada, de acuerdo con el nivel de urea
gue se anadié (25). El aumento de los tenores de PB
que ocurrieron en la dltima etapa de la fermentacién,
independientemente del nivel de urea anadido,
pudiera relacionarse con que en ese momento se
produjeron mayores retenciones de NH,, hecho que
se acentuo con la disminucién de los valores de pH,
gue se obtuvieron durante el proceso, asi como con la
sintesis de proteina, lo que se refleja en el aumento de
la relacién (PV:PB)*100 al incrementarse los niveles
de urea en la misma tabla.

El contenido de PB se muestra en la Tabla Ill. En el
tratamiento control, la PB se mantuvo sin variacion,
sin embargo, la incorporacion de niveles de urea y el
aumento del tiempo de fermentacién trajo consigo un
incremento en la PB. A las 12 y 24 h, con 1,5% de
urea, hubo un incremento en su concentracion con
respecto a la hora cero, sin diferencia entre ellos. A
las 48 h hubo un aumento mayor de 2,15 unidades
porcentuales en la PB, con respecto a la hora cero, al
anadir 1,5% de urea.

96 - Cienciay Agricultura (Rev Cien Agri) Vol. 12 ( 2). ISSN 0122-8420. Julio - Diciembre 2015, pp.91-101. Tunja (Boyacd) - Colombia.



Tabla Ill. Efecto de niveles de urea y el tiempo de fermentacion en la concentracion de PB durante la

FES de la HFP
Indicador Tiempo Niveles de urea, % EE +
0 0,5 1,0 1,5 ..
h Signif.
0 5,212 8,54b 11,95¢ 14,26
12 5,26° 8,880 12,55 15,428
PB, % 0,23
24 5,29 8,94b¢ 12,77¢ 15,858
48 5,282 9,42¢ 12,73¢ 16,41" P=0,0142

abcdefehMedias con letras distintas indican diferencias a P<0,05 segin Duncan (1955)

El incremento en el contenido de PB a las 12, 24
y 48 h de fermentacién, al incorporar 1,5% de
urea, pudiera relacionarse con la pérdida de MS,
ya que la PB pudiera concentrarse y, por lo tanto,
en términos relativos se incrementd; similares
resultados encontraron Rodriguez et al. (27) al
estudiar diferentes niveles de urea (0,5, 1,0y 1,5%)
y tiempos de fermentacion (0, 48, 72 y 96 h).

Tabla IV. Efecto de niveles de urea y del tiempo de

La Tabla IV presenta los resultados de PV y la
relacion (PV:PB)*100. El mayor contenido de PV
se obtuvo a las 24 y 48 h, sin diferencia entre ellos,
en cuanto al factor tiempo. Al anadir urea al sistema
hubo diferencias entre todos los tratamientos en
estudio, con un incremento en su contenido al
incorporar 1,5% de urea.

fermentacién en la concentracion de PV y en la

relacion (PV:PB)*100 durante la FES de la HFP

Factor PV, % (PV:PB)*100
Tiempo, h

0 6,392 60,69

12 6,67 60,38

24 7,03b¢ 63,78

48 7,19¢ 63,72

EE+ 0,15 1,30
Signif. P=0,0014 P=0,1194
Niveles de urea, %

0 2,78 52,97

0,5 5,12b 57,31°
1,0 8,48¢ 67,89¢

1,5 10,90¢ 70,39°

EE + 0,15 1,30
Signif. P<0,0001 P<0,0001

ab e d Medias con letras distintas en cada columna difieren a P<0,05 segin Duncan (1955)

En cuanto a la relacién (PV:PB)*100, aument6 su
concentracién en la medida en que se afiadié urea
al sistema; hubo un aumento de 17,42 unidades
porcentuales al anadir 1,5% de urea respecto

al tratamiento control (0%); sin embargo, al
transcurrir el tiempo de fermentacion se mantuvo
sin variacion entre tratamientos.
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En el presente estudio, el aumento en el contenido
de PV se produjo a las 24 y 48 h de fermentacion
y al adicionar urea, de lo que infiere que los
carbohidratos facilmente fermentables vy el
nitrogeno ureico se utilizaron en la formacion de
protoplasma celular. Esto demuestra la importancia
de la adicién de una fuente de NNP, como la
urea, para la sintesis de proteina microbiana en
procesos de FES, como plantearon Elias et al.
(11). Thompson y Hobson (40) indicaron que
cuando la disponibilidad de amoniaco es limitante
para los microorganismos, ellos entran a fase de
latencia y fermentan los aztcares disponibles, con
produccién de AGV.

En parte, este incremento de PV a las 24 y 48
h se puede relacionar también con el proceso
de concentracion relativa que ocurre durante
esos tiempos de fermentacion para la PB en su
transformacion en PV. Por otro lado, este aumento
de PV puede deberse a los senderos metabolicos
y enzimas disponibles en el sistema para
incorporar el amonio a la célula microbiana como
sillares de aminodcidos, los que dependen de la
concentracion de amonio existente. Segtn Elias y
Lezcano (26), la eficiencia con la que el NNP de la
urea se convierte en NP varia en relacion con los
sustratos empleados y el manejo, pero sobre todo
con la disponibilidad de energia y las fuentes de
carbono (carbohidratos solubles, almidén y grasas),
aminoacidos, péptidos, vitaminas y minerales, y
que el nivel de urea optimo depende del tipo de
sustrato a fermentar.

Los valores de PV son similares a los que
reportan (3, 25, 27, 28, 41y 42); sin embargo, son
menores a los que informa (31), cuando anade al
tubérculo de yuca en FES 2g de urea en todos los
tratamientos y carbonato de calcio para controlar
el pH. Esto confirma que a bajo pH hay inhibicion
de la sintesis de proteina, por el efecto letal que
pueden producir algunos acidos organicos como
el acético, lo que se corrobora en la Tabla 4
donde con el aumento de los niveles de urea hubo
mayor sintesis de PV y relacion (PV:PB)*100, lo
que coincide con los valores de pH mas altos y
menores concentraciones de acido acético.

La relacién (PV:PB)*100 después de la FES de la
HFP es mayor a la que informan Elias y Lezcano
(3) en el Sacchamaiz, y Rodriguez et al. (39 y 41)
en la dinamica de fermentacion del Sacchaboniato
hasta las 72 h, y menores a las que estos Gltimos
investigadores obtuvieron a las 96 h.

Se concluye que la adicién de urea en el proceso
de fermentacion de la harina de frutos del arbol
del pan en estado sélido incrementa la sintesis de
proteina microbiana.
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