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Abstract

In this study a method that uses pressurization and depressurization with ammonia processing
(PDA) was applied to rice straw samples. The effect of PDA on the structure of rice straw samples with va-
rious moisture contents (15%, 35% and 60%); different treatment times with ammonia (0 min, 6 min, and
20 min) and four combinations of addition and treatment times of ammonia (1-0 min, 1-5 min, 4-0 min,
4-5 min) was determined. Morphological changes were detected by Scanning Electron Microscope. PDA
treatment produced noticeable structural changes in rice straw. As moisture content increased there were
more cellular architectural losses of parenchyma tissue. As ammonia treatment time increased, more
shredding of cellulose fibrils appeared and the higher the ammonia addition time and the treatment time
combination, the higher the parenchymal and epidermal cells collapse as well as that of the epidermal
wax.
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Ultraestructura de la fibra de arroz sometida
a procesamiento en un reactor con amoniaco

Resumen

En este estudio se utilizé un tratamiento de presion y descompresién con amoniaco (PDA), en mues-
tras de desecho de arroz (paja de arroz). Este trabajo consistié en determinar el efecto del PDA sobre la es-
tructura de la paja de arroz con varios contenidos de humedad (15%, 35% y 60%), varios tiempos de trata-
miento con amoniaco (0 min, 6 min, 20 min) y con diferentes combinaciones de tiempos de adicion-trata-
miento con amoniaco (1-0 min, 1-5 min, 4-0 min, 4-5 min). Los cambios morfolégicos se evidenciaron con
el uso del Microscopio Electronico de Barrido. Se determiné que el tratamiento amoniacal PDA produce
cambios estructurales notables en la muestra; el aumento del contenido de humedad provoco mayores
pérdidas de la arquitectura celular del tejido parenquimatoso, a mayor tiempo de tratamiento del amonia-
co hubo mayor separacion de la celulosa en microfibrillas y a mayor tiempo de adicion y tratamiento del
amoniaco hubo mayor colapso de las células del parénquima y de la epidermis, al igual que la cera cuticu-
lar que envuelve la epidermis.

Palabras clave: Ultraestructura, paja de arroz, amoniaco.

Introduccion productos alimenticios de origen animal. En con-
secuencia, ésto requiere un considerable desa-
rrollo en la produccién de animales monogastri-
cos y rumiantes. Los tejidos de las plantas pro-
porcionan toda la alimentacion humana, directa

El incremento de la poblacion humana en
los paises subdesarrollados en las ultimas déca-
das ha aumentado grandemente la demanda de
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o indirectamente a través de los animales [1]. Se
ha reportado, que las paredes celulares de las
plantas proporcionan la fuente principal de ener-
gia a mas de 1,4 millardos de rumiantes en el
mundo, los cuales producen el 70% del total de
proteina animal comestible y €l 10% de la fibra
natural utilizada por humanos [2]. Las paredes
celulares comprenden del 20% al 80% del peso
seco del forraje y estan compuestas primaria-
mente por celulosa, polisacaridos no celuldsicos
(hemicelulosas y compuestos relacionados), lig-
nina, sustancias pécticas y proteinas, asi como
también por otros compuestos como monosaca-
ridos libres, iones metalicos, silice, cutina y su-
berina. Maximizar la energia obtenida de las pa-
redes celulares del forraje es importante para
una alta eficiencia en la produccion animal. Todo
esto ha inclinado a muchos investigadores a cen-
trar su mirada en los desechos agricolas como
una fuente potencial importante de energia para
la alimentacién de animales [2, 3].

Existe una extensa literatura sobre trata-
mientos fisicos-quimicos para mejorar el valor
nutritivo del forraje, entre ellos destaca el proce-
so AFEX que utiliza amoniaco [4]. A partir de éste
se ha desarrollado un tratamiento de presion y
descompresion con amoniaco (PDA) que aumen-
ta significativamente la digestibilidad de materia-
les como la paja de arroz, pasto elefante enano,
mani forrajero, entre otros, el cual se realiza a
temperaturas y presiones moderadas en tiempos
cortos [3]. El proceso PDA requiere mayores con-
tenidos de humedad (30%-60%) y temperaturas
superiores a 65°C, a diferencia del proceso AFEX
que se aplica 6ptimamente a materiales con con-
tenidos de humedad inferiores a 30% y a tempe-
ratura ambiente. El tratamiento PDA se basa so-
bre la disolucion exotérmica del amoniaco en
agua, ruplura de enlaces éster en las fibras, solu-
bilizacion parcial de la hemicelulosa y penetra-
cidon del amoniaco en la matriz celulésica, auna-
do posteriormente al electo fisico de la descom-
presion [3].

Diversos estudios han reportado la accion
del amoniaco en el mejoramiento del valor nutri-
tivo de la paja de arroz, sin embargo, no existe in-
formacion sobre los cambios ultraestructurales
de este material bajo condiciones de tratamiento
PDA [5, 6, 7].

El objetivo principal de este trabajo fue in-
vestigar con el microscopio electrénico de barrido
los cambios morfologicos en muestras de paja de
arroz, procesadas por el tratamiento de presiony
descompresion con amoniaco (PDA) para conocer
la efectividad del proceso, bajo diferentes condi-
ciones de humedad, tiempo de tratamiento y
combinaciones de tiempo de adicién y tratamien-
to de amoniaco [4].

Materiales y Métodos

Descripcion de la muestra

La paja de arroz cosechada en septiembre de
1994 en Princeton, California, fue triturada en un
molino de martillo hasta un tamano de 5 cm, pre-
vio a la aplicacién del pretratamiento amoniacal.
Las muestras presentaron una humedad de 15%.

Pretratamiento PDA

Las muestras se trataron en un reactor PDA
localizado en la Universidad de Texas A&M y fue-
ron suministradas por A. Ferrer y B. de Ferrer.

El tratamiento PDA consistio en un proceso
de presion y descompresion con amoniaco anhi-
dro a varias condiciones de temperatura, pre-
sion, contenido de humedad del material y carga
de amoniaco en tiempos cortos. La temperatura
de la muestra y del amoniaco y la temperatura y
la presion del reactor se midieron durante todo el
proceso. El control consistié en una muestra no
tratada. Se colocaron 160 gramos de materia
seca de paja de arroz, triturada, en un reactor de
4 litros de capacidad al cual se le agrego el agua
necesaria para alcanzar el contenido de hume-
dad deseado, y amoniaco liquido anhidro en pro-
porcion 1,5:1 (amoniaco/materia seca). Después
del tiempo de tratamiento la presion se libero ra-
pidamente. El amoniaco se recogi6 en un tanque.
La muestra se recupero del reactor y se secé par-
cialmente con aire a temperatura ambiente. To-
das las muestras se procesaron por duplicado.
Una porcion de la muestra se utilizd para los es-
tudios de microscopia electréonica de barrido
(MEB).

Se utilizaron las siguientes condiciones
para el pretratamiento PDA: tres contenidos de
humedad (sobre base humeda): 15%, 35% y 60%.
(Tabla 1); tres tiempos de tratamientos: 0 min, 6
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min y 20 min (Tabla 2); cuatro combinaciones de
tiempo de tratamiento y de retencién del amonia-
co:1-0 min, 1-5 min, 4-0 min y 4-5 min (Tabla 3);
carga de amoniaco de 1,5 kg de amoniaco
puro/kg de materia seca y temperatura inicial de
85°C, para todos los tratamientos y para duplica-
dos de las muestras. Estas condiciones fueron
sugeridas por ensayos preliminares.

Microscopia electronica de barrido

La muestra control y todas las muestras
tratadas con PDA (secadas hasta un contenido de
humedad del 15%) se prepararon para el MEB.
Estas se montaron en un disco de aluminio (por-

ta muestra) para ser metalizadas con una capa
de 200 A de oro, utilizando un recubridor Sputter
Coarse y observadas en un Microscopio Electro-
nico de Barrido Phillips XL 30. El voltaje fue 25
KV. Las muestras se observaron a 50, 100, 200,
500, 1000 y 5000X.

Resultados y Discusion

Muestra

La paja de arroz utilizada contenia un 15%
de humedad. La composicién en base seca fue de:
5% de proteina cruda, 45,2% de celulosa, 27,6%
de hemicelulosa y 5% de lignina [5].

Tabla 1

Diseno experimental para estudiar el efecto del contenido de humedad

Contenido de humedad Tiempo de adicién del amoniaco Tiempo de tratamiento

Muestra
(%) (min) (min)
Control 15 Ninguno Ninguno
2 15 4 20
3 35 4 20
6 60 4 20
Tabla 2

Diseno experimental para estudiar el efecto del tiempo de tratamiento

Muestra Contenido de humedad Tiempo de adicion del amonjaco  Tiempo de tratamiento
R /) B min)  (mim)
Control 15 Ninguno Ninguno
8 35 4 0
5 35 4 6
3 35 4 20
Tabla 3
Diseno experimental para estudiar el efecto de la combinacion
tiempo de adicién del amoniaco-tiempo de tratamiento
Muestras Contenido de humedad Tiempo de adicion del amoniaco  Tiempo de tratamiento
RS ... . W ~ (min) — S .. (S
Control 15 Ninguno Ninguno
14 60 1 0
12 60 1 5
15 60 4 0
13 60 4 B
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Paja de arroz no tratada (control)

Las fotomicrografias muestran que todas las
paredes celulares de los tejidos permanecieron in-
tactos al igual que la epidermis (Figura 1a). El teji-
do lignificado no fue afectado por la molienda, que
fue el Gnico tratamiento recibido, y la integridad
estructural se mantuvo; solo se observaron los
bordes ligeramente afectados y resquebrajamien-
to de las secciones. Las células de la capa interna
(parénquima) permanecieron unidas y bien defi-
nidas (Figura 1b). No se evidencio6 desorden del te-
jido interno, solo rupturas al final y en la mitad de
las secciones, producto de la molienda en la pre-
paracion de la muestra (Figura la-c) [8]. Esto es ti-
pico de la paja de arroz molida no tratada [6]. Sin
embargo, moliendas muy severas han causado la
separacion de los tejidos lignificados (vascular) y
no lignificados (parénquima) en alfalfa [9], asi
como la fragmentacion de los tallos.

En la epidermis se observaron protuberan-
cias bien pronunciadas y delimitadas (capa de
cera cuticular) (Figura lc, 1d).

Muestras tratadas con diferentes
porcentajes de humedad (Tabla 1)

15% de humedad

Las fotomicrografias revelan que las mues-
tras despues del tratamiento PDA presentan des-

Figura 1. Control: Paja no tratada. a) 50X; 500 pm. b) 100X; 200 pm. c) 200X; 100 pm. d) 50X; 500 pm.

prendimientos de la capa epidérmica quedando
expuestas las células del parénquima (Figu-
ra 2a). Las células del parénquima revelaron una
disrupcidn leve con adelgazamientos en sus pa-
redes celulares. El tejido mas afectado fue el pa-
rénquima, quizas porque sus células s6lo poseen
paredes celulares primarias no lignificadas, faci-
les de ser afectadas [10] (Figura 2a). La capa cuti-
cular externa fue levemente afectada por el trata-
miento mostrando pérdida parcial de las protu-
berancias (Figura 2b). Estos efectos se han ob-
servado en la paja de arroz tratada con 5% de
amoniaco durante tres dias [6].

35% de humedad

Las fotomicrografias revelan que las seccio-
nes expuestas presentaron aberturas centrales
con liberacion y relajamiento de las fibras de ce-
lulosa, debido probablemente a una alteracién
entre las uniones de los carbohidratos (celulosay
hemicelulosa) y la lignina (Figura 3a-b). La celu-
losa es mas resistente a la accion del tratamiento
y s6lo se lograrian romper los enlaces de hidroge-
no entre las moléculas, disminuyendo asisu cris-
talinidad [11].

60% de humedad

La Figura 4 revela que el alto contenido de
humedad logro incrementar la accion del trata-
miento sobre las células de la epidermis, posible-

Rev. Téc. Ing. Univ. Zulia. Vol. 22, No. 1, 1999



Medina de Salcedo y col.

o i

Figura 4. Muestra 6 con 60% de humedad:
100X; 200 pm.

mente debido a separaciones de las uniones poli-
sacaridos-lignina de las células. El parénquima
es mas atacado por el tratamiento, se pierde toda
la arquitectura celular por desintegracion de sus
paredes y por ende de los limites intercelulares.
El parénquima, el tejido vascular y el esclerén-
quima fueron los mas afectados en algunas sec-
ciones, ya que sus células poseen menos lignina
que las del epitelio. Esta desintegracién no se ob-
servo en tratamientos amoniacales de la paja de
arroz a temperatura ambiente [6], lo que si ocu-
o en alfalfa amonificada a alta presion durante
30 minutos [9].

Figura 2. Muestra 2 con 15% de humedad. a) 100X; 200 pm. b) 500X; 50 pm.

El gran efecto ocasionado por el alto conte-
nido de humedad pudiera explicarse por la ma-
yor disolucion del amoniaco en agua, lo cual le
permitié mayor movilidad y capacidad para pene-
trar las fibras. Por otra parte, como la disolucién
del amoniaco en agua es exotérmica, el incre-
mento de temperatura en la biomasa aumenta
aun mas esta capacidad.

Muestras con diferentes tiempos
de tratamiento (Tabla 2)

Tiempo de tratamiento con amoniaco

de O min

Las fotomicrografias revelan que ocurrieron
separaciones de las fibras de celulosa en forma
moderada (Figura 5a). La cera cuticular que en-
vuelve el tallo colapso provocando una disminu-
cion y separaciones de las protuberancias de la
misma (Figura 5b).

Las células del parénquima pierden sus
uniones entre ¢llas, pero atin permanecen adhe-
ridas a la epidermis del tallo (Figura 5c).
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Figura 5. Muestra 8 con 4 min de adicion y
0 min de tratamiento. a) 200X; 100 pm.
b) 5000X; 5 pum. c) 500X; 50 pm.

Tiempo de tratamiento con amoniaco

de 6 min

Las micrografias revelan que las células del
parénquima se mostraron totalmente colapsa-
das, perdiendo por completo sus limites. Esto po-
siblemente pudiera indicar que para 6 min de

Figura 6. Muestra 5 con 4 min de adicion y
6 min de tratamiento. a) 500X; 50 pm.
b) 500X; 50 pm. ¢) 5000X; 5 pm.

tratamiento el amoniaco actiia mas efectivamen-
te sobre la hemicelulosa permitiendo su libera-
cion de los complejos con lignina de la matriz de
la pared celular (Figura 6a). Sin embargo, una
gran proporcion de la masa celular permanece
adherida a la epidermis (Figura 6b).
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Figura 7a. Muestra 3 con 4 min de adicién y 20 min de tratamiento. a) 100X; 200 pm. b) 200X; 100 pm,

L

Figura 9. Muestra 15 con 4 min de adicién y
0 min de tratamiento: 100X; 200pm.

La cera cuticular aun se encontro presente
pero con cambios en ¢l tamano y la separacion de
sus protuberancias (Figura 6c¢).

Tiempo de tratamiento con amoniaco
de 20 min

Las micrografias evidencian gran propor-
cion de fibras de celulosa abiertas quizas por pér-

Figura 8a. Muestra 12 con 1 min de adicién y 5 min de tratamiento. a) 200X; 100 pm. b) 100X; 200 pm.

dida de los enlaces entre los otros componentes
de la célula (hemicelulosa, lignina y sustancias
pécticas) (Figura 7a-b). No se evidenciaron sepa-
raciones dramaticas de las células del parénqui-
ma,

Muestras con diferentes tiempos de
adiciéon y tratamiento (Tabla 3)

Tiempo de adicién-tratamiento
1 min-5 min (1-5)

Las Figuras 8a-c revelan que esta combina-
cion de tiempos soélo fue capaz de provocar curva-
turas en los tallos, partiduras a lo largo de la es-
tructura; pocas fibras de celulosa son liberadas.

Tiempo de adicién-tratamiento
4 min-0 min (4-0)

La Figura 9 revela casi ¢l mismo efecto del
anterior solo que en estas condiciones experi-
mentales hay mayor disrupcion de las células del
parénquima.
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Figura 10. Muestra 14 con 1 min de adicién y O min de tratamiento. a) 200X; 100 pm.

b) 500X; 50 pm. ¢) 5000X; 5 pm. d) 1000X; 20 pm.

Tiempo de adicién-tratamiento

1 min-0 min (1-0)

Comienza a evidenciarse una rajadura a lo
largo del tejido (9] (Figura 10a).

En el corte transversal de la muestra se evi-
dencié que el parénquima fue grandemente re-
movido (Figura 10b). Las micrografias revelan
que la cera cuticular atin permanece, pero con
disminucion y separacion de sus protuberancias
y se presenta laxa (Figura 10c). La epidermis, el
esclerénquima y la vaina vascular interna fueron
afectadas, el parénquima fue mas afectado pro-
bablemente por su bajo contenido de lignina (Fi-
gura 10d).

Tiempo de adicién-tratamiento

4 min- 5 min (4-5)

Las microfotografias revelan que los tallos
se fracturaron en forma multiple a lo largo de
toda su longitud; hay curvaturas entre ellos (Fi-
gura 1la).

Las células del parénquima colapsaron to-
talmente al igual que la epidermis. El tallo se se-

paré produciendo la salida de granulos de almi-
dén que no fueron afectados por el tratamiento,
apareciendo intactos en el parénquima [7] (Figu-
ra 11b).

La cera cuticular que envuelve la epidermis
se observé muy fracturada quizas por alteracion
de sus constituyentes (Figura 11c).

Conclusiones

El aumento del contenido de humedad aso-
ciado al proceso provocs una pérdida de la arqui-
tectura celular del tejido parenquimatoso, pro-
porcional a dicho incremento y mayor (no mejor)
a 60%.

La mayor separacion celulosa en microfi-
brillas se obtuvo con el tralamiento de 20 min
con ¢l amoniaco.

A mayores tiempos de adicidén y tratamiento
con amoniaco las células del parénquima y de la
epidermis sufren mayor colapso, al igual que la
cera culjcular que envuelve la epidermis, siendo
6ptima la combinacion 4 min-5 min.
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Figura 11. Muestra 13 con 4 min de adiciéon y
5 min de tratamiento. a) 200X; 100 pm.
b) 500X; 50 pm. ¢} 5000X; 5 pm.
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