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RESUMEN GENERAL

Propiedades fisicoquimicas, estructurales y funcionales de almidon de

maiz cacahuacintle

El maiz es una fuente valiosa de almiddn, pero aun existe una gran diversidad de
genotipos poco investigados. Por ello, este estudio se enfoco en evaluar las
propiedades fisicoquimicas, estructurales y funcionales de genotipos poco
estudiados como es el maiz cacahuacintle. Se aisl6 almidon de dos variedades
de maiz cacahuacintle, MA1 y MA2, provenientes de diferentes localidades del
Estado de México, y se comparo con almidon comercial de maiz (CS). Asimismo,
se realizé la modificacidon quimica del almidon MA1 con anhidrido obtener
succinico (OSA), y se evaluaron los efectos de la modificacién quimica sobre la
estructura y propiedades funcionales del almidén nativo. La microscopia
electrénica de barrido (SEM) y los analisis de espectroscopia infrarroja (FTIR),
permitieron detectar los cambios morfolégicos y estructurales de los almidones.
Los granulos de CS presentaron forma poliédrica, mientras que los del almidon
OSA (MCosa) presentaban formas irregulares alargadas y esféricas. Las
estructuras de los granulos mostraron diferencias. El FTIR evidencié que la
modificacion con OSA del almidon fue exitosa y modificd su estructura quimica.
El andlisis de rayos X reveld que todos los almidones tuvieron un patron Tipo A,
pero con cristalinidades diferentes, que oscilaban entre 21.07 y 25.37%. Los
almidones MA1 y MA2 exhibieron mayor solubilidad, poder de hinchamiento y
capacidad de retencidn de agua en comparacion con CS, mientras que este
ultimo presentd una mayor capacidad de retencion de aceite. Ademas, MA1 y
MA2 mostraron un mayor contenido de fraccién de almidén resistente que CS.
Asimismo, el almidéon MCosa mejoré el aumento de la fraccion de lenta digestion
y almiddn resistente. Este estudio reveld que el almidon obtenido de maiz
cacahuacintle, presenta caracteristicas morfoldgicas, estructurales y funcionales
interesantes, con un potencial prometedor para su aplicacion en el desarrollo de
nuevos alimentos que requieran fracciones de almidén de lenta digestion y
almidon resistente.

Palabras clave: almidon de maiz cacahuacintle, digestibilidad, propiedades
funcionales, propiedades fisicoquimicas, anhidrido octenil succinico
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GENERAL ABSTRACT

Physicochemical, structural, and functional properties of cacahuacintle

maize starch

Maize is a valuable source of starch, but there is still a great diversity of under-
researched genotypes. Therefore, this study focused on evaluating the
physicochemical, structural, and functional properties of little studied genotypes
such as cacahuacintle maize. Starch was isolated from two varieties of
cacahuacintle maize, MA1 and MA2, from different locations in the State of
Mexico, and was compared with commercial corn starch (CS). Likewise, the
chemical modification of MA1 starch with octenyl succinic anhydride (OSA) was
carried out, and the effects of the chemical modification on the structure and
functional properties of the native starch were evaluated. Scanning electron
microscopy (SEM) and infrared spectroscopy (FTIR) analyzes allowed the
detection of morphological and structural changes in starches. The CS granules
had a polyhedral shape, while those of OSA starch (MCosa) had irregular
elongated and spherical shapes. The structures of the granules showed
differences. The FTIR showed that the OSA modification of the starch was
successful and modified its chemical structure. X-ray analysis revealed that all
starches had a Type A pattern, but with different crystallinities, ranging between
21.07 and 25.37%. Starches MA1 and MA2 exhibited greater solubility, swelling
power and water retention capacity compared to CS, while the latter presented a
greater oil retention capacity. Furthermore, MA1 and MA2 showed a higher
content of resistant starch fraction than CS. Likewise, MCosa starch improved the
increase in the slowly digestible fraction and resistant starch. This study revealed
that the starch obtained from cacahuacintle maize presents interesting
morphological, structural, and functional characteristics, with promising potential
for its application in the development of new foods that require slowly digestible
starch fractions and resistant starch.

Keywords: cacahuacintle maize starch, functional properties, physicochemical
properties, digestibility, octenyl succinic anhydride.

Doctoral Thesis: Doctorado en Ciencias Agroalimentarias, Universidad Auténoma Chapingo
Author: M.C. Diana Edith Lépez Vazquez
Thesis Director: Dr. Eleazar Aguirre Mandujano
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1. INTRODUCCION GENERAL

El almidén es un polisacarido fundamental con propiedades valiosas, y la
diversificacién de fuentes se ha vuelto crucial para satisfacer las demandas de
diversas industrias tanto alimentarias como no alimentarias (Khurshida et al.,
2021). El maiz cacahuacintle, conocido por su resiliencia en condiciones
climaticas variadas y diversidad fenotipica en México, se posiciona como una
fuente de almidon intrigante (CONABIO, 2023; Gonzalez et al., 2006). La
investigacion en torno a este maiz no solo busca comprender sus propiedades
intrinsecas, sino también aprovechar su potencial en aplicaciones practicas

(Vazquez-Carrillo, Santiago-Ramos y Palacios-Rojas, 2016).

El maiz cacahuacintle (Zea mays L.) se ha destacado como una fuente valiosa
de almiddén, un componente fundamental en diversas aplicaciones industriales y
culinarias debido a sus propiedades particulares el cual se destaca
principalmente por poseer un grano harinoso y de tamafo grande, utilizado
tradicionalmente en la preparacion de pozole (Bonifacio et al., 2005; Flores-
Hernandez et al., 2023). Hasta el momento, no se ha explorado completamente
las propiedades fisicoquimicas, funcionales y microestructurales de los

almidones obtenidos de este tipo de maiz.

Es fundamental reconocer que las propiedades del almidon de maiz
cacahuacintle no solo estan vinculadas a las caracteristicas intrinsecas de esta
fuente, sino que también se ven afectadas por factores externos (Flores-
Hernandez). La variedad especifica de maiz cacahuacintle utilizada, las
condiciones climaticas durante el cultivo y el tipo de suelo pueden influir
considerablemente en las propiedades finales del almidon (Narvaez-Gonzalez et
al., 2007).



Ademas, un aspecto distintivo de este estudio fue la modificacion quimica del
almidén de maiz cacahuacintle mediante el uso de anhidrido octenil succinico
(OSA). Se evaluaron los efectos de esta modificacién sobre la estructura y las
propiedades funcionales del almidén nativo. Con base en lo expuesto
anteriormente, el presente estudio de investigacion se llevd a cabo con el

proposito de alcanzar los siguientes objetivos:
1.1. Objetivo general

Evaluar las propiedades fisicoquimicas, microestructurales, funcionales y
digestibilidad in vitro del almidon aislado de dos variedades de maiz
cacahuacintle nativos y un almidén modificado quimicamente con anhidrido

octenil succinico, en comparaciéon con un almidéon comercial de maiz.
1.2. Objetivos especificos

e Aislar almidon de dos variedades de maiz cacahuacintle, provenientes de
dos regiones diferentes del Estado de México: Calimaya y Juchitepec.

e Determinar la composicion quimica proximal del maiz cacahuacintle de
dos variedades, asi como sus respectivos almidones aislados.

e Determinar la microestructura del almidon aislado de dos variedades de
maiz cacahuacintle y del almidon comercial, mediante microscopia
electrénica de barrido con el fin de identificar las diferencias a nivel
morfoldgico.

e Determinar el tamafio de particula y distribucion del almidon aislado de las
variedades de maiz cacahuacintle y del almidén comercial de maiz
mediante analisis de difraccion de luz laser.

e Determinar la composicion quimica y la estructura cristalina de almidones
extraidos de maiz cacahuacintle mediante técnicas de espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) y difraccién de rayos X
(XRD).

¢ |dentificar posibles variaciones en las propiedades calorimétricas del

almidén aislado de las variedades de maiz cacahuacintle y del almidon



comercial mediante de la técnica de calorimetria diferencial de barrido
(DSC).

e Evaluar los cambios en el comportamiento reolégico del almidon extraido
de las variedades de maiz cacahuacintle y almidén modificado
quimicamente con OSA, a través de la determinacion de propiedades de
la pasta, viscosidad aparente y comportamiento viscoelastico.

e Evaluar las propiedades funcionales, incluyendo el hinchamiento,
solubilidad, absorcion de agua y absorcidn de aceite, del almidon aislado
de las variedades de maiz cacahuacintle y compararlas con almidén de
maiz comercial.

e Determinar la digestibilidad in vitro de almidones obtenidos de dos
variedades de maiz cacahuacintle y el efecto de la modificacion quimica
con OSA mediante la cuantificacion de las fracciones de digestion rapida,

lenta y resistente del almidon.
1.3. Hipétesis

La obtenciéon de almidén de dos variedades de maiz cacahuacintle de dos
regiones diferentes del Estado de México (Calimaya y Juchitepec) permitira
obtener ingredientes funcionales con diferente tamafo de particula,
comportamiento reoldégico, microestructura, composicion quimica y digestibilidad
in vitro. Asimismo, la modificacion quimica del almidén con anhidrido octenil
succinico (OSA) permitira obtener almidones resistentes y de lenta digestion, las
cuales exhibiran propiedades de pegado, reolégicas y microestructurales

superiores en comparacion con su forma nativa.
1.4. Capitulos de la tesis
El presente trabajo de tesis se estructura en los siguientes capitulos:

El Capitulo 1 corresponde a la introduccién general del presente trabajo de
investigacion, en el cual se expone la relevancia del problema investigado y
ofrece una justificacion solida. Ademas, se define el objetivo general y los

objetivos especificos, que se buscan alcanzar en la investigacion, lo que conduce



a la formulacioén de la hipétesis a poner a prueba. Este capitulo sienta las bases
necesarias para comprender la magnitud y el propédsito del estudio que se

desarrollara en los préximos capitulos.

En el Capitulo 2, se presenta el estado del arte que respalda la investigacion
actual. Se proporciona una descripcion detallada sobre las caracteristicas
morfolégicas, fisicoquimicas y principales usos del maiz cacahuacintle que se
empled como fuente de obtencidén de almidén. Posteriormente, se profundiza en
el tema central de interés, que es el almidén, abordando su composicion,
estructura, propiedades fisicoquimicas, funcionales, reologicas y de
digestibilidad.

El Capitulo 3 consiste en el articulo cientifico derivado de la investigacion llevada
a cabo. En este apartado se detallan las variedades especificas de maiz
cacahuacintle utilizadas en el proceso de extraccion de almidon, asi como el
procedimiento empleado en la extraccion y las diversas metodologias aplicadas
para caracterizar el almidon. Los resultados obtenidos en cada una de las
pruebas destinadas a la caracterizacion de los almidones de dos variedades de
maiz cacahuacintle son presentados, evaluando su comportamiento en cuanto a
sus propiedades fisicoquimicas, morfolégicas, reoldgicas, funcionales y de

digestibilidad, y estableciendo comparaciones con un almidén comercial de maiz.

El Capitulo 4, esta constituido por otro articulo cientifico, que aborda la
relevancia de la modificacion quimica de los almidones para potenciar sus
propiedades reoldgicas y de digestibilidad. En este articulo, se llevo a cabo la
modificacion del almidén de maiz cacahuacintle, utilizando el método quimico con
anhidrido octenil succinico (OSA), el cual contribuyé a la disminucion de la
fraccidon de almidon de rapida digestidén e incremento la fraccion de almidon de

lenta digestion y almiddn resistente.
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2. REVISION DE LITERATURA
21. Maiz (Zea maysL.)

El maiz (Zea mays L.) se origind en América Central y es ampliamente adaptado
a muchos ambientes, aunque se considera un cultivo de temporada calida. El
maiz se origind en México y este cultivo basico es la base de muchas de las
culturas indigenas. Durante siglos, las personas en México y América del Sur
desarrollaron nuevas variedades de maiz, adaptandolas no solo a las
condiciones locales sino también a sus necesidades culturales y culinarias

especiales (Figueroa et al., 2013).

El maiz es monoico, lo que significa que las flores estaminadas y pistiladas nacen
en inflorescencias separadas en la misma planta. Las flores pistiladas se
encuentran en picos llamados orejas. Una mazorca de maiz contiene de 8-28
hileras de granos, y por cada hilera hay de 20-70 granos. Existen diferentes tipos
de maiz: dentado, pedernal, de harina, palomero y dulce. El maiz dentado es
ampliamente cultivado y se utiliza para la produccion de almidon. El maiz dentado
contiene aproximadamente 65-75% de almidén, 8-15% de proteina, 3-6% de
aceite, y 10-15% de fibra (base seca). El maiz dentado consiste en un embrién
(12%) y endospermo (82%), ambos rodeados por el pericarpio o capa del casco
(5%). Las células de endospermo contienen amiloplastos con granulos de
almiddn simples con aproximadamente 25% de amilosa. Los granulos de almidon
varian en tamafio de 5 a 25 ym vy tienen forma redonda y poligonal. El
endospermo tiene dos regiones, endospermo corneo y endospermo harinoso. El
endospermo corneo se encuentra cerca del embrion y a lo largo de los lados del

nucleo.



El endospermo harinoso se encuentra en el medio y la parte superior del grano.
La region harinosa se caracteriza por células mas grandes, granulos de almidon

grandes y redondos, y una delgada matriz de proteina.

El endospermo corneo consiste en una matriz de proteina que rodea el granulo
de almidon que hace que los granulos tengan una forma angular. El endospermo
corneo contiene solo alrededor del 1.5-2% mas proteina que el endospermo
harinoso. El endospermo harinoso es opaco, friable y facil de aplastar. Los
granulos de almidén en el endospermo coérneo son mas pequefios que los de la

region del endospermo harinoso (Manthey, 2016).

En América Latina, se reconocen 220 razas de maiz, de las cuales 64 razas estan
asociadas a México (Comision Nacional para el Conocimiento y Uso de la
Biodiversidad, 2011). Las razas de maiz son un grupo de complejos raciales que
estan asociados a una region climatica y geografica definida. Hay siete complejos
raciales definidos como "Conicos", "Sierra de Chihuahua", "Ocho Hileras",
"Chapalote", "Precoces Tropicales", "Dentados Tropicales" y "Maduracion tardia"
(CONABIO, 2011).

2.2. Maiz cacahuacintle

El maiz cacahuacintle es originario de México, cuyo nombre proviene del nahuatl
"cacahuacentli", que significa "mazorca o pifia de cacao, maiz como cacao", y se

refiere al tamafio de sus granos (Garcia-Lara y Serna-Saldivar, 2019).

La primera descripcion del maiz cacahuacintle fue realizada por Wellhausen et
al.,, (1951), sin embargo, Ramos (2022) complementa la descripcién del
cacahuacintle, indicando que las mazorcas son de forma cilindro-cénica, muy
anchas, proporcionalmente mas anchas que largas (en relacion con las demas
razas de la Mesa Central). El diametro del raquis (olote) representa alrededor del
14 % del peso de las mazorcas maduras y secas. Las mazorcas presentan casi
siempre 12 hileras (variacion de 10 a 14) y son de tamafio mediano, menor que
las mazorcas de la raza Chalquefio. Comunmente, los granos del tercio inferior

de la mazorca tienen una distribucion irregular; en el resto de la mazorca las



hileras pueden ser rectas, helicoidales o irregulares. Ademas de las
caracteristicas de la mazorca, el cacahuacintle presenta las siguientes
caracteristicas vegetativas (Arellano -Vazquez, Gamez -Vazquez y Avila
Perches, 2010).

¢ Plantas altas con entrenudos muy largos (sobre todo los superiores).

e Las mazorcas se ubican en una posicion alta.

e Las plantas son susceptibles al acame, sobre todo el de la raiz.

e Pocas hojas, anchas, colgantes, fuertemente onduladas, de color verde
intenso.

e Las vainas son muy pilosas y fuertemente pigmentadas con antocianinas.

e El pedunculo de la mazorca es muy largo.

e Las bracteas secas son anchas, de consistencia suave y blancas.

e Las espigas presentan mas ramificaciones que las de otras razas de la

Mesa Central.

Figura 1. Plantas tipicas de maiz cacahuacintle.
Fuente: Ramos, 2022.



2.3. Produccién de maiz cacahuacintle

El cultivo del maiz cacahuacintle encuentra su principalmente en la region central
de México, abarcando zonas del Estado de México, Ciudad de México, Puebla y
Tlaxcala. El maiz cacahuacintle tiene su origen y distribucién principalmente en
la Mesa Central, a alturas superiores a los 2500 m.s.n.m. La mayor diversidad
genética dentro de esta especie se encuentra concentrada en una pequefia zona
ubicada en las laderas nororientales del Nevado de Toluca, entre los 2600 y 2900

m.s.n.m. (Ramos, 2022).

Debido a su nicho ecolégico, el maiz cacahuacintle se cultiva por un grupo
exclusivo de productores quienes gozan de un amplio mercado nacional para

este producto especial (Bonifacio, 2005).

Los principales estados productores de maiz cacahuacintle se muestran en el
Cuadro 1, en primer lugar, se encuentra el Estado de México, que representa el
58 % de la produccién, seguido del estado de Morelos con el 37 % y en tercer
lugar el estado de Puebla con el 4 %, estos tres estados concentran el 99 % de

la produccién de maiz cacahuacintle a nivel nacional.

Cuadro 1. Principales estados productores de maiz cacahuacintle en México.

Estados Produccion (t)
Estado de México 17254.75
Morelos 11186.60
Puebla 1118.36
Guerrero 289.08
Aguascalientes 150

Fuente: Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP), 2022.

El maiz cacahuacintle por sus caracteristicas organolépticas unicas y su papel
en la identidad cultural de las comunidades productoras lo convierten en un
patrimonio agroalimentario que merece ser preservado para las generaciones

futuras.



2.4. Caracteristicas fisicas del grano de maiz cacahuacintle

Los granos son notablemente distintos a cualquier otra raza mexicana de maiz,
ya que son mas anchos (que los de las razas Palomero Toluquefio, Codnico,
Chalquerio y Arrocillo), son los mas gruesos de todas las razas mexicanas y son
de forma esférica con bordes redondeados. La presencia o ausencia de
dentacién en los granos puede variar, siendo esta ultima condicion la preferida
por los agricultores comerciales. El color del grano es de un blanco mate
caracteristico, y el endospermo es de consistencia muy suave, harinosa y

amilacea (Ramos, 2022).

Las dimensiones de los granos de maiz cacahuacintle varian de 13.2 mm a 15.11
mm de longitud, de 13.10 a 13.48 mm de ancho y de 6.30 a 6.45 mm de grosor,
segun lo reportado por Ponce-Garcia et al. (2020) y Gonzalez-Amaro et al.
(2022).

En el estudio de Ponce-Garcia et al. (2020) encontraron que la textura del maiz
cacahuacintle es blanda, con una fuerza de compresién de 72 N. Ademas, segun
lo reportado por Peralta-Veran et al. (2022), las proporciones anatémicas del
maiz cacahuacintle son las siguientes: el endospermo representa el 84.44%, el
pericarpio 3.3%, el germen 10.2 % y el pedicelo 2.7%. Otros parametros
biofisicos notables de este maiz incluyen un indice de flotacién del 100 %,

ademas, mil granos de este maiz tienen un peso promedio de 790 g.

Estos hallazgos proporcionan una vision detallada de las caracteristicas fisicas y
anatomicas del maiz cacahuacintle, destacando su variabilidad y su importancia

en la investigacion agricola.
2.5. Composicion quimica de los granos de maiz cacahuacintle

La composicién quimica del maiz cacahuacintle depende de diversos factores
como las practicas de cultivo y las condiciones climaticas de la region donde se
produce. Investigaciones previas indican que el contenido de humedad se

encuentra entre 11-13 %, proteinas 5.96-11.8 %, cenizas 1.25-1.4 %, lipidos 4-



4.6 %, fibra 0.87 -2% y carbohidratos 70- 87.33 % (Gonzalez-Amaro et al., 2022;
Peralta-Veran et al., 2022).

En un estudio realizado por Peralta-Veran et al. (2022) encontraron en granos de
maiz cacahuacintle los siguientes valores de compuestos fendlicos solubles
totales, actividad antioxidante de acidos fendlicos solubles y actividad
antioxidante de acidos fendlicos unidos: 54 mg EGA /100g, 190 mg EGA /100g,
23 umol de Trolox/100 g y 89 Trolox/100 g, respectivamente.

2.6. Usos del maiz cacahuacintle

Histéricamente, esta documentado el uso de variedades especiales como el
cacahuacintle para la produccion de alimentos por parte de los aztecas, los
granos de cacahuacintle para la produccion de maiz molido y pozole (Serna-
Saldivar, 2021).

Otra manera de consumirlo implica la preparacion del nixtamal frito y tostado.
Este proceso comienza con la coccion de granos de cacahuacintle limpios en una
solucién de cal, seguida de un remojo y posterior lavado para retirar el pericarpio.
Después de drenar la solucion alcalina, los granos cocidos se dejan reposar a
temperatura ambiente y luego se frien en grasa para desarrollar su caracteristica
textura, sabor y color. En la mayoria de los casos, el maiz tostado se sazona con
condimentos que contienen sal, como se ha descrito en estudios previos (Serna-
Saldivar, 2021; Serna-Saldivar y Chuck-Hernandez, 2018).

De acuerdo con Ramos (2022), el maiz cacahuacintle también se utiliza para
producir elotes de alto valor comercial y los granos son destinados a la
elaboracion de pozole. Ademas, en la producciéon de pozole, se diferencian dos
mercados: uno para el grano seco "despuntado” de manera mecanica, utilizando
una sierra mecanica que elimina el pedicelo del grano y parte del embrion, y otro
para el grano seco entero y el grano utilizado en las multiples pequefas y
medianas agroindustrias que producen grano "precocido" para la rapida
elaboracion del pozole. El pozole (de la palabra nahuatl “espumoso”) es un caldo

de origen prehispanico consumido tradicionalmente en México (Vazquez-Carrillo
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y Santiago-Ramos,2013; Serna-Saldivar, 2021), cuyo ingrediente principal es el
maiz cacahuacintle que generalmente contiene chile, cebolla, carnes

deshebradas (pollo, res o cerdo) y otras especias.

El maiz cacahuacintle desempefia un papel fundamental en la rica cultura
gastrondmica mexicana, siendo versatimente utilizado en una variedad de
productos, desde elotes y pozole hasta pinole, atole, galletas y harina
(Hernandez-Galeno et al., 2014). Su presencia y versatilidad en la cocina

mexicana demuestran su arraigo y su valor en la tradicion culinaria de México.
2.7. Almidén

En las plantas, el almidon se almacena dentro de las células vegetales en forma
de energia, que se encuentra tanto en los cloroplastos como en los amiloplastos,
en los que la sintesis y la degradacién ocurre en momentos separados. La
acumulacion de almidon se puede encontrar en las estructuras reproductivas
(granos), estructuras vegetativas (tubérculos, tallos), frutas (platano, fruta de lobo
y otras), y raices (yuca, taro), y que es utilizada en otras fases como: germinacion,
brotacion, maduracion de la fruta, entre otras (Schmiele, Sampaio y Pedrosa,
2019).

El almidon esta conformado por dos polisacaridos, amilosa y amilopectina. La
amilopectina es la principal estructura del granulo, y es una molécula altamente
ramificada con un grado de polimerizacién de 104-107. Mientras que la amilosa
es mas pequefa que la amilopectina con un grado de polimerizacion de 103-104.
En general, los granulos de almidon estan compuestos en un 75% por
amilopectina y 25% de amilosa (Manthey, 2016).

La amilosa es un polimero lineal de residuos de D-glucosa unidos a traves de un
enlace a-1,4 (Figura 2). Sin embargo, contiene un nimero muy bajo de puntos
de ramificacion a-1,6 (menos del 1.0%), con una masa molecular entre 105y 106
Da. Las moléculas de amilosa tienden a adoptar una estructura helicoidal natural,
cada vuelta de la hélice contiene aproximadamente 6 unidades de glucosa. El
interior de las cadenas de amilosa es hidro6fobo y puede unir componentes con
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propiedades similares, como los compuestos aromaticos y los lipidos (Zeece,
2020).

HO HO HO
H O _H H O H H O H
H H H
OH H OH H OH H
OH 0 0 OH
H OH H OH H OH

Figura 2. Estructura de la molécula de amilosa.
Fuente: Zeece, 2020.

La amilopectina también posee unidades de D-glucosa, unidas mediante enlaces
glucosidicos a-1,4 pero en este caso, una parte considerable son enlaces a-1,6
(5 —6%), lo que le da a la molécula una estructura ramificada, con una masa
molecular de 107 a 109 Da (Figura 3).

A diferencia de las moléculas de amilosa, las cadenas unitarias de amilopectina
en el maiz cacahuacintle presentan una longitud relativamente corta, con un
amplio rango de distribucion. En promedio, estas cadenas tienen una longitud de
entre 18 y 25 unidades (Schmiele, Sampaio y Pedrosa, 2019).

HO
O_H H O H
H
H OH H
0 0—
OH H OH

Figura 3. Estructura de la molécula de amilopectina.
Fuente: Zeece, (2020).
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Con base en la investigacion realizada por Bertoft (2013), la estructura de la
amilopectina es altamente variable entre diferentes tipos y especies de plantas,
y se ha propuesto un modelo de columna vertebral de bloques de construccion
para describir esta variabilidad estructural. Entre estos hallazgos se destaca lo

siguiente:

1. Variabilidad en la estructura segun la especie de planta: La estructura de
la amilopectina muestra variaciones caracteristicas dependiendo de la especie
de planta de la que provenga. Estas variaciones se dividen en cuatro tipos
principales, y la composicion de la cadena interna de la macromolécula es un

factor determinante en esta diferenciacion.

2. Cuatro tipos de amilopectina: Se han identificado cuatro tipos de

amilopectina en funcién de su estructura. Estos son:

e Amilopectina Tipo 1: Carece practicamente de cadenas internas largas
con un grado de polimerizacion (DP) mayor a 50 y se caracteriza por una
amplia distribucion de tamafios de cadenas internas cortas hasta DP 27.

¢ Amilopectina Tipo 4. Comun en la mayoria de los almidones B-cristalinos,
contiene relativamente muchas cadenas largas y pocas cadenas cortas.

¢ Amilopectina Tipo 2 y 3: Tienen estructuras intermedias entre los tipos 1y
4.

3. Modelo de columna vertebral de bloques de construccién: Se ha
propuesto un modelo estructural para la amilopectina conocido como el "modelo
de columna vertebral de bloques de construccion”. Segun este modelo, las
unidades ampliamente ramificadas de la macromolécula son los componentes
basicos, que constan de aproximadamente 2 a 11 cadenas, distribuidas a lo largo
de largas cadenas de amilopectina. Estas largas cadenas forman la columna

vertebral de la macromolécula.

4. Distribucién de tamafios de grupos de blogques de construccion: Se ha

observado que el tamafio de los grupos de bloques de construccién varia segun
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el tipo de amilopectina. Las amilopectinas de tipo 1 y 2 tienden a tener grupos

mas grandes, mientras que las de tipo 3 y 4 tienen grupos mas pequefos.

5. Ramificacién de la columna vertebral: La investigacion sugiere que las
amilopectinas de tipo 1 y 2 tienen una columna vertebral mas ramificada, que
acomoda grupos mas grandes de bloques de construccién. En contraste, las
amilopectinas de tipo 3 y 4 tienen una columna vertebral menos ramificada con
grupos de bloques de construccion mas pequefios y cadenas mas largas entre

ellos.

De acuerdo con Schmiele, Sampaio y Pedrosa, (2019) mencionan que los
almidones van a presentar caracteristicas muy diferentes dependiendo del tipo
de fuente vegetal de la que se extraen. En el Cuadro 2, se mencionan algunas

caracteristicas de almidones nativos.

Cuadro 2. Caracteristicas principales de diferentes fuentes de almidodn.

Almidén Origen Tamarfio (um) Morfologia Distribucion

Maiz Cereal 5-30 Esférica/poliédrica  Unimodal

con poros en la

superficie
Trigo Cereal 20-35 (A) Lenticular (Tipo A), Bimodal
2-8 (B) esférica (Tipo B)
Arroz Cereal 3-8 Poliédrica Unimodal
Papa Tubérculo 5-100 Lenticular Unimodal
Tapioca Raiz 4-35 Esférica/lenticular Unimodal
Cebada Cereal 2.3 (A) Lenticular/esférica  Trimodal
7.5 (B)
20 (C)
Cebada Cereal 10.2-13.6 (A) Lenticular/esférica  Bimodal
cerosa 2.1-3.1 (B)
Durum Cereal 13.9 (A) Lenticular/esférica Bimodal
4.06 (B)

Fuente: Schmiele, Sampaio y Pedrosa, (2019).
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2.8. Extraccion del almidon

La seleccion de un método de extraccidon depende de diversos factores,
incluyendo el origen, su localizacion dentro de la planta, presencia de nutrientes,
perecibilidad después de la cosecha, entre otros. En este sentido, la obtencion
del almidén abarca desde procesos fisicos, quimicos y enzimaticos. La
separacién del almidén se basa en un principio fundamental: su incapacidad para
disolverse en agua fria. Esta caracteristica, junto a su densidad de 1.5 g mL""
aproximadamente, permite que el almidén se separe del resto de componentes
vegetales mediante decantacion, como lo sefialan Schmiele, Sampaio y Pedrosa
(2019).

La extraccidon efectiva del almidon de los cereales depende de una serie de
factores interrelacionados. La solubilidad de las proteinas presentes en la matriz
que rodea a los granulos de almidon es un aspecto crucial, ya que estas proteinas
pueden dificultar la liberacion del almidén. Ademas, las interacciones entre el
almidon y las proteinas pueden afectar la susceptibilidad de los granulos de

almidoén al dafio durante el proceso de extraccion (El Halal et al., 2019).

Otro factor relevante es la integridad de los granulos de almidén. El dafio por
causas mecanicas durante el proceso de extraccion puede provocar la
degradacion del almidén, afectando negativamente su calidad y propiedades
funcionales. Por lo tanto, es fundamental minimizar el dafio a los granulos de
almidon durante la molienda, el enjuague y otras etapas del proceso (Lindeboom
et al., 2004).

Los métodos de extraccion de almidon de cereales se clasifican principalmente
en dos categorias: molienda humeda y molienda seca. La primera, involucra la
suspension de los granos de cereal en agua o soluciones diluidas, seguida de la
molienda para romper las paredes celulares y liberar el almidén. Posteriormente,
el almidon se separa de otros componentes mediante procesos de centrifugacion
y decantacién (Baldwin, 2001). Mientras que la molienda seca, los granos son

molidos para la obtencion de harinas y otros subproductos.
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Cabe sefialar que el método comun para extraer almidon de maiz es mediante la
molienda humeda, la cual inicia con el remojo. Los granos de maiz se sumergen
en una solucidon de acido sulfuroso diluido (entre 0.2% y 0.4% p/v) a una
temperatura de alrededor de 50°C durante 24 horas. Este proceso ablanda el
grano y actua como un agente reductor, rompiendo los enlaces disulfuro dentro
de las proteinas que rodean a los granulos de almidén. Una vez que los granos
de maiz han sido ablandados y la matriz proteica debilitada por el remojo, se
procede a la molienda humeda. En esta etapa, los granos remojados se muelen
finamente en molinos de discos o de martillos, utilizando agua como medio de
molienda. La molienda humeda rompe las paredes celulares de los granos de
maiz y libera los granulos de almidén, permitiendo su separacion posterior (El
Halal et al., 2019).

Los métodos de extraccion de almidén se pueden clasificar en moliendas
humedas y secas. Cada método tiene sus propias ventajas y desventajas, y la
eleccion del método mas adecuado dependera de los factores especificos del

proceso de extraccion.
2.9. Propiedades microestructurales

Las propiedades microestructurales del almidon son importantes para su
funcionalidad en los alimentos. Estas propiedades incluyen el tamafo, la forma,
la cristalinidad y la estructura interna de los granulos de almidon. El tamafio y la
morfologia de los granulos de almidon varian considerablemente entre especies
de plantas. Para estudiar la estructura morfolégica del almidén, se emplean
diversos instrumentos como la microscopia electrénica de barrido (SEM), la
microscopia electrénica de transmision (TEM), el microscopio Optico, el
microscopio de luz normal (NLM) y el microscopio de luz polarizada (PLM). Entre
ellos, el SEM destaca como una herramienta ampliamente utilizada para analizar
la morfologia de los granulos de almidén (Bangar et al., 2021). Los granulos de
almidon tienen un tamano que varia de 2 a 100 micrometros de diametro. La
forma de los granulos de almidén también varia, pero generalmente son

esféricos, ovalados o amorfos.
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La disposicidon ordenada de los polimeros, que se origina en el hilio y se extiende
radialmente hacia la superficie del granulo, da lugar al patrén de birrefringencia.
Este patrén se observa cuando los granulos de almidon en su forma natural se
exponen a la luz polarizada, que es refractada por la estructura cristalina de los
granulos. La luz refractada forma una cruz sobre un fondo oscuro, conocida como
la "cruz de malta". El grado de birrefringencia esta directamente relacionado con
la estructura cristalina del granulo de almidoén. Por lo tanto, un patron débil indica

una pérdida de cristalinidad (Cornejo-Ramirez et al., 2018).

El andlisis de difraccién de rayos X (XRD, por sus siglas en inglés) permite
conocer el caracter de las estructuras semicristalinas de los granulos de almidon.
Se identifican dos polimorfismos principales: el tipo Ay el tipo B. Cada uno de
estos polimorfismos presenta un patron de difraccidon de rayos X distintivo y se
asocia a caracteristicas estructurales especificas. El tipo A, mas comun en los
almidones de cereales, se caracteriza por longitudes de cadena corta de
amilopectina. En contraste, el tipo B, predominante en los almidones de
tubérculos y raices, se relaciona con longitudes de cadena mas largas de
amilopectina. Por su parte el tipo C es una combinacién de los tipos Ay B

(Srichuwong y Jane, 2007).

Los almidones de leguminosas, como frijoles y chicharos, y algunos frutos suelen
presentar un patron de tipo C, que consiste en la coexistencia de los tipos Ay B
y esta vinculado a longitudes de cadena intermedias (Alcazar-Alay y Meireles,
2015).

2.10. Propiedades funcionales

Las propiedades funcionales del almidén se ven afectadas por sus propiedades
microestructurales. El tamano y la forma de los granulos de almidén afectan su
solubilidad y su capacidad de gelificacién. La cristalinidad de los granulos de
almidon afecta su gelatinizacion y su retrogradacién. La estructura interna de los
granulos de almidén afecta su capacidad de hinchamiento y su resistencia a la

degradacion (Cornejo-Ramirez et al., 2018)
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El poder de hinchamiento (SP) del almidén se refiere a su habilidad para retener
agua, mientras que la solubilidad indica la cantidad de almidén que se libera en
el sobrenadante durante la determinacién del volumen de hinchamiento. Estos
dos parametros son indicadores importantes de la calidad y estabilidad de los
productos alimenticios, ya que ayudan a estabilizar los productos que contienen
almidon, protegiéndolos de efectos no deseados como la sinéresis. Cuando el
almidon se calienta en presencia de un exceso de agua, se produce la ruptura de
su estructura cristalina debido a la rotura de los enlaces de hidrogeno, lo que
expone los grupos hidroxilo de la amilopectina y la amilosa. Esto conlleva un
aumento en la solubilidad de los granulos de almidén y en su capacidad de
hinchamiento, lo que a su vez refleja la magnitud de las interacciones entre las
cadenas de almidon dentro de sus dominios cristalinos y amorfos (Bangar et al.,
2021).

La capacidad de absorcion de agua del almidén se erige como una propiedad
funcional critica en la industria alimentaria. Su relacién positiva con el contenido
de amilosa y su impacto en la textura de productos carnicos triturados y masas
horneadas la convierten en un factor crucial a considerar en el desarrollo y la
produccion de alimentos con las caracteristicas deseadas (Bhat y Riar, 2016;
Bangar et al., 2021).

Por otro lado, la capacidad de absorcion de aceite del almidén se basa en la
accion capilar, su impacto en la textura y estabilidad de los alimentos, y su
relevancia en el desarrollo de productos la convierten en un area de estudio

crucial para la ciencia y la tecnologia de alimentos. (Jithgarmkusol et al., 2008).
2.11. Propiedades térmicas

El almidon tiene propiedades térmicas unicas, como la gelatinizacion cuando se
calienta en agua, este proceso ocurre en un rango de temperatura especifico
donde se pueden identificar temperaturas y entalpias de gelatinizaciéon (Hoover,
2001).
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La calorimetria diferencial de barrido (DSC, por sus siglas en inglés) es una
técnica analitica que se utiliza para medir el calor absorbido o liberado por una
muestra a medida que se calienta o enfria. La DSC es una técnica versatil que
se puede utilizar para determinar una variedad de propiedades térmicas,
incluyendo la temperatura de gelatinizacion, la retrogradaciéon y la

desnaturalizacion del almidén (Flores-Lopez et al., 2022).

En el analisis del almidon mediante DSC, la aparicion de un pico endotérmico
indica la fusion de los cristales de almidon. La temperatura de gelatinizacion del
almiddn varia segun la fuente botanica y el contenido de amilosa. Los almidones
con alto contenido de amilosa gelatinizan a temperaturas mas altas que los

almidones con alto contenido de amilopectina (Hoover et al., 2001).
2.12. Propiedades reologicas

La reologia es el estudio de cdmo los materiales se comportan bajo la aplicacion
de fuerzas. En el caso de los alimentos, la reologia es importante para entender
como se comportan los ingredientes durante el procesamiento y la manipulacion.
Las caracteristicas reoldgicas del almidén se pueden estudiar mediante el
analisis de su viscosidad. La viscosidad es una medida de la resistencia de un
fluido al flujo. La viscosidad del almidon esta influenciada por una serie de
factores, como la fuerza de corte aplicada, la concentracion y la temperatura

(Alcazar-Alay y Meireles, 2015).

La evaluacioén de las propiedades reoldgicas del almiddn se realiza tipicamente
mediante un redmetro. Un redémetro es un instrumento que mide la viscosidad de
un fluido bajo diferentes condiciones. Cuando los granulos de almidon se
someten a fuerzas de cizallamiento, se hinchan y se desintegran facilmente,
formando una pasta. Esta pasta esta compuesta por una fase continua y una fase
discontinua. La fase continua esta compuesta por las moléculas de amilosa y
amilopectina que se encuentran disueltas, mientras que la fase discontinua esta

formada por los granulos de almidén que permanecen intactos (Xie et al., 2012).
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Las propiedades viscoelasticas del almidon se pueden analizar mediante el
estudio de dos parametros: el médulo de almacenamiento (G') y el médulo de
pérdida (G"). G' indica el comportamiento elastico, mientras que G" indica el
comportamiento viscoso. Estas propiedades viscoelasticas estan influenciadas
por la composicion del material que se lixivia del almidén, asi como por las
interacciones moleculares presentes en el gel de almidén (Cornejo-Ramirez et
al., 2018).

2.13. Digestibilidad del almidén

El almiddn, un componente fundamental en la alimentacién humana, experimenta
una rapida digestion en el intestino delgado tras su consumo, lo que provoca un
aumento en los niveles de glucosa e insulina en sangre. El interés en las
propiedades de digestion del almidon ha crecido notablemente debido a la
creciente conciencia de los consumidores acerca de sus posibles beneficios para
la salud humana. Este interés se ha centrado especialmente en areas como el
indice glucémico (IG), que cuantifica la capacidad de los alimentos ricos en
carbohidratos para elevar los niveles de glucosa en sangre y proporciona una
descripcion cuantitativa de las tasas de eliminacion de glucosa in vivo (Bai et al.,
2021; Miao et al., 2015).

En busca de un enfoque mas saludable, Englyst et al. (1992) propusieron una
clasificacion del almiddn en tres fracciones distintas: almidén de rapida digestion
(ARD), almidon de lenta digestion (ALD) y almidon resistente (AR). Esta
clasificacion se basa en la velocidad de digestion de cada tipo de almidén, lo que
tiene un impacto directo en la respuesta glucémica. Sin embargo, cabe destacar
que esta clasificacién se basa en mediciones de un solo punto y no revela el perfil
completo de digestion (Englyst, Kingman y Cummings, 1992; Gofi, Garcia-

Alonso y Saura-Calixto, 1997).

Para abordar esto, es comunmente utilizado un procedimiento in vitro, que resulta
valioso para predecir la respuesta glucémica posprandial a la ingesta de almidon
(Edward et al., 2014). En numerosos estudios, se han utilizado modelos de

cinética de primer orden para modelar curvas de digestibilidad, conocidas como

20



digestogramas. Estos modelos permiten una evaluacion nutricional precisa de las
fracciones principales del almidén, incluyendo el indice glucémico (IG), y
posteriormente, la carga glucémica (CG). Estos parametros son esenciales para
medir el potencial de contribucion de estos productos a la salud (Edward et al.,
2014; Sopade y Gidley, 2009).

2.13.1. Clasificacion de las fracciones del almidon
Almidén de rapida digestion (ARD)

El ARD se define como un tipo de almidén que se convierte rapidamente (en 20
minutos) en moléculas de glucosa a través de la digestion enzimatica (Englyst et
al., 1992).

La presencia de ARD se asocia estrechamente con un indice glucémico (IG)
elevado, como lo demuestra la respuesta glucémica posprandial observada en
estudios in vivo. Cuando el ARD se encuentra en grandes cantidades en los
alimentos, provoca una rapida liberacion de glucosa en la sangre, lo que a su vez
conduce a un aumento significativo de los niveles de glucosa e insulina, con

consecuencias negativas para la salud (Bai et al., 2021).

El procesamiento de los alimentos afecta la digestibilidad del almidén y la
cantidad de ARD.

e La coccion con agua (gelatinizacion) aumenta el ARD.
e La coccion a alta temperatura aumenta el ARD en el almidon de cereales.
e Los granos cocidos en microondas, olla arrocera, horno convencional y

olla a presion contienen mas ARD.
Almidén de lenta digestion (ALD)

El almidén de lenta digestion (ALD) se define como una fracciéon de almidén
caracterizada por su lenta tasa de digestion en el intestino delgado, liberando
moléculas de azucar de forma pausada, lo que contribuye a la estabilidad de los

niveles de glucosa en sangre. La duracion del proceso digestivo del ALD oscila
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entre 20 y 120 minutos segun lo determinado por ensayos in vitro (Englyst et al.,
1992).

Debido a su lenta digestion, el Instituto de Medicina de los Estados Unidos
clasifica al ALD como un tipo de fibra dietética, considerandolo dentro de los
carbohidratos no digeribles o poco digeribles presentes en las plantas. En cuanto
a sus efectos en la salud humana, el ALD ayuda a mantener un metabolismo
estable de la glucosa después de las comidas, reduciendo el riesgo de diabetes,

y también favorece un mejor rendimiento mental y fisiologico (Bai et al., 2021).

El ALD se produce por métodos fisicos, enzimaticos y quimicos. Los métodos
fisicos incluyen técnicas como el tratamiento hidrotermal, el autoclave y el uso de
microondas (Huang et al., 2018). Por su parte, en el método enzimatico involucra
el tratamiento de desramificacion con a-amilasa, pululanasa o isoamilasa,
durante este proceso implica la hidrdélisis de enlaces a-1,4- y a-1,6-glucosidicos
en las moléculas de almiddn, destruyendo su estructura original y generando
cadenas mas cortas. También se puede obtener mediante la modificacidon
quimica especialmente con OSA, que de acuerdo con diferentes estudios es una
de las técnicas mas efectivas para aumentar el ALD (Bai et al., 2021; Huang et
al., 2018).

Almidén resistente (AR)

El almidon resistente (AR), no es digerido por el intestino delgado y se dirige al
intestino grueso, donde es fermentado por la microbiota intestinal. EI AR se
reconoce como un componente crucial para la salud gastrointestinal debido a su
capacidad para estimular la produccién de acidos grasos de cadena corta
(AGCC). Estos AGCC, a su vez, ejercen un efecto beneficioso al inhibir el
crecimiento de microorganismos patdgenos y prevenir la transformacién maligna
de las células del colon. Ademas, los AGCC derivados de la fermentacion del RS
desempenan un papel importante en el control del sindrome metabdlico al reducir

el apetito y la ingesta de alimentos (Bello-Pérez et al., 2021).
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La digestibilidad del almidén, un proceso complejo y multifactorial, depende tanto
de factores intrinsecos (tamafio del granulo, proporcion de amilosa/amilopectina,
etc.) como extrinsecos (tipo de producto, procesamiento, ingredientes).
Considerando el papel crucial que desempenan los alimentos ricos en almidén
en el desarrollo de la obesidad y las enfermedades cronicas, resulta imperativo
que la industria alimentaria, en conjunto con tecndlogos de alimentos,
nutricionistas, desarrolladores de programas de salud y responsables de politicas
publicas, concentren sus esfuerzos en el desarrollo de técnicas de procesamiento
que promuevan la formacion de almidén de digestion lenta y almidon resistente,
dado su impacto positivo en la salud (Figura 4). Estos tipos de almidén, por sus
efectos beneficiosos, deben ser considerados ingredientes clave en la
elaboracion de alimentos con bajo indice glucémico, una prioridad fundamental
para la industria alimentaria contemporanea (Bello-Pérez et al., 2021; Pelligrini et
al., 2021).

Tecndlogos en
alimentos

BLOOD GLUCOSE LEVELS

TIME / HOURS

Alimentos a base de maiz
con bajo indice glucémico

Industria
alimentaria

" = /

. Politicas publicas
«Requisitos de ctiquetado

Gobierno

Desarrolladores de
programas de salud

Figura 4. Enfoque multidisciplinario para el desarrollo de alimentos a base de
maiz con bajo indice glucémico.
Fuente: Bello-Pérez et al., 2020.

23



2.14. Modificacion del almidén

La mayoria de los almidones nativos no cumplen con las caracteristicas
necesarias para ser empleados directamente como aditivos en la industria
alimentaria. Esto se debe principalmente a su limitada solubilidad en agua y a
sus propiedades fisicoquimicas, como su baja resistencia al corte y al calor, su

tendencia a degradarse térmicamente y su propension a la retrogradacion.

Para superar estas limitaciones, el almidon ha sido objeto de modificaciones
quimicas, fisicas, enzimaticas o combinaciones de estas técnicas. Entre las
modificaciones quimicas mas comunes se encuentran la esterificacion,
eterificacion, oxidacion, tratamiento acido, hidroxipropilacion y reticulacion, todas
ellas aprobadas por la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA, por

sus siglas en inglés).

Una de las formas mas comunes de modificar quimicamente el almidon es a
través de la esterificacion con acidos dicarboxilicos, que confiere al almidon un
caracter hidrofébico. Una de las esterificaciones mas utilizadas es aquella que se
lleva a cabo con OSA, dando lugar al almidon OSA (Agama-Acevedo y Bello-
Pérez, 2017).

2.15. Modificaciéon de almidones por esterificacion con OSA

El OSA es un agente de esterificacibn comunmente utilizado para modificar
almidones. La via de sintesis del almidon OSA ampliamente descrita es mediante
una reaccion en medio acuoso en condiciones ligeramente alcalinas, utilizando
el almidon en su forma granular. En este proceso quimico se produce un ataque
nucleofilico sobre las moléculas de almidon, el cual se lleva a cabo mediante la
formacion de un enlace éster. Este ataque se produce en sitios especificos de la
molécula de glucosa, donde se encuentran grupos —OH disponibles (Figura 5).
Los grupos —OH del almidén son atacados, lo que provoca la eliminacion de un
protdn y la posterior formacién de un éster con el grupo OSA afadido. Este

proceso requiere de condiciones alcalinas, las cuales favorecen la reaccion
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nucleofilica y la dispersion de las moléculas de OSA dentro de las particulas de
almidoén hinchadas (Kumari y Sit, 2023; Sweedman et al., 2013).

La concentracién de reactivo OSA a utilizar durante el proceso de modificacion
de almidodn nativo esta regulado por organismos internacionales como la FDA, la
cual permite un porcentaje maximo de reactivo del 3% en peso de almidén, lo
que resulta en un grado tedrico de sustitucion de 0.231. Sin embargo, este grado
de sustitucion tedrico no es facil de alcanzar; y la mayoria de los autores han

informado valores inferiores (Altuna et al., 2018).

El grado de sustitucion (DS, por sus siglas en inglés) obtenido al esterificar el
almidén con OSA varia segun la fuente botanica del almidon y las condiciones de
reaccion utilizadas, como la concentracion de solidos, velocidad de agitacion,
tiempos de reaccién, pH y temperatura (Simsek et al., 2015). En cuanto al efecto
de la concentracion de OSA en el DS, suele observarse que el DS del almidon
incrementa al aumentar el porcentaje de OSA. Este aumento se atribuye
posiblemente a una mayor disponibilidad de las moléculas de OSA cerca de las
moléculas de almidén durante la reaccion. Sin embargo, el aumento en el DS no
suele ser proporcional al incremento de la concentracién del reactivo, lo que
conduce a una reduccion en la eficiencia de la reaccion (RE, por sus siglas en
inglés) (Altuna et al., 2018).
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Figura 5. Representacion esquematica de la modificacion de almidon con
anhidrido octenil succinico (OSA).
Fuente: Sweedman et al., 2013.
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El OSA imparte grupos hidrofébicos a las moléculas de almidon para formar
nuevos derivados, que mejoran sus propiedades funcionales, emulsificacion,
encapsulacién y recubrimiento, debido al mecanismo por impedimento estérico
(Altuna et al., 2018).

El almidébn modificado con OSA exhibe un comportamiento digestivo
notablemente diferente al de su forma nativo. Esta distincion se caracteriza
principalmente por un incremento en los componentes del almidon resistentes y
de digestion lenta (Sweedman et al., 2013). Diversos estudios han comprobado
que la modificacion con OSA eleva los niveles de AR y ALD en comparacién con
otras técnicas como la hidroxipropilacion, acetilacion y reticulacion, lo que da
lugar a una fibra funcional rica en ALD, considerada benéfica para la nutricion
humana (Zhang et al., 2017).

Lopez-Silva et al., (2020)

, demostraron que la esterificacion con OSA aumenté significativamente la
fraccidon de almidon resistente AR en almidones de maiz con diferente contenido
de amilosa. ElI mayor incremento se observo en el almidon céreo cocido, donde
la fraccion AR pasé del 2.93 al 37.54%. Hylon VII, un almidén con alto contenido
de amilosa también mostré un aumento notable, alcanzando el 58.17% en su

forma cocida.
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3. PHYSICOCHEMICAL, STRUCTURAL AND FUNCTIONAL
PROPERTIES OF CACAHUACINTLE MAIZE STARCH

3.1. Abstract

Maize is a valuable source of starch, but a large diversity of genotypes remain
which have not yet studied. Thus, ongoing research topic is to evaluate the
physicochemical, structural, and functional properties of these understudied
genotypes, including the cacahuacintle maize genotype. Two cacahuacintle
maize varieties MA1 and MA2, endogenous to the State of Mexico but from
different locations, were used for obtaining maize starch (MS1 and MS2) and
compared to a commercial normal maize starch (CS). Scanning electron
microscopy (SEM) revealed that CS granules had polyhedral shape, while those
for MS1 and MS2 had semi-spherical nature. Fourier-transform infrared (FTIR)
spectra showed that the three starches showed the characteristic peaks of
polysaccharides but exhibited differences in the hydrated and ordered structures.
X-ray analysis revealed that all the starches had Type A pattern, but had different
crystallinities, ranging from 21.07 to 25.37%. MS1 and MS2 exhibited higher
values of solubility, swelling power, and water retention capacity compared to CS,
but the latter ha superior oil-holding capacity. MS1 and MS2 had higher resistant
starch fraction content than CS. This study confirmed that maize starch derived
from understudied cacahuacintle genotypes presents interesting morphological,
structural, and functional characteristics, with potential for their application in
novel foods development.

Key words: Cacahuacintle maize starch, genotypes, functional properties, starch
structure, digestibility.
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PROPIEDADES FISICOQUIMICAS, ESTRUCTURALES Y
FUNCIONALES DEL ALMIDON DE MAiZ CACAHUACINTLE

3.2. Resumen

El maiz es una valiosa fuente de almiddn, pero aun existe una gran diversidad de
genotipos que no han sido estudiados. Por lo tanto, el tema de investigacion en
curso es evaluar las propiedades fisicoquimicas, estructurales y funcionales de
estos genotipos poco estudiados, incluido el genotipo de maiz cacahuacintle. Dos
variedades de maiz cacahuacintle, MA1y MA2, endémicas del Estado de México,
pero de diferentes ubicaciones, fueron utilizadas para obtener almidén de maiz
(MS1 y MS2) y se compararon con un almidén de maiz normal comercial (CS).
La microscopia electrénica de barrido (SEM) revel6 que los granulos de CS
tenian forma poliédrica, mientras que los de MS1 y MS2 tenian una naturaleza
semiesférica. Los espectros de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR)
mostraron que los tres almidones mostraron los picos caracteristicos de los
polisacaridos, pero presentaron diferencias en las estructuras hidratadas y
ordenadas. El analisis de rayos X reveld que todos los almidones tenian un patron
tipo A, pero tenian cristalinidades diferentes, que oscilaban entre el 21.07 y el
25.37%. MS1 y MS2 exhibieron valores mas altos de solubilidad, poder de
hinchamiento y capacidad de retencién de agua en comparacion con CS, pero
este ultimo tenia una capacidad superior de retencién de aceite. MS1 y MS2
tenian un mayor contenido de fraccion de almidon resistente que CS. Este estudio
confirmé que el almidon de maiz derivado de los genotipos poco estudiados de
cacahuacintle presenta interesantes caracteristicas morfolégicas, estructurales y
funcionales, con potencial para su aplicacién en el desarrollo de nuevos
alimentos.

Palabras clave: Almidén de maiz cacahuacintle, genotipos, propiedades

funcionales, estructura del almidon, digestibilidad.
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3.3. Introduction

Starches are widely used due to their low cost, ease of extraction, bioavailability,
versatility, and applicability in the textile, pharmaceutical, and food industries,
among others. Starches from different botanical origin display unique and different
properties, and their structure can be easily modified, which may enhance their

functional properties and applicability, boosting the interest in their research. ['

The amylose to amylopectin ratio plays a crucial role in the physicochemical
properties of starch 1 Amylose, essentially linear, is composed of D-
anhydroglucose units linked by a-1,4 bonds, with a degree of polymerization (DP)
ranging between 500 and 6000 glucose residues. On the other hand, amylopectin
presents a branched structure due to a-1,6 bonds with a DP of 3 x 10*5 to 3 x
1076 glucose units. [8 Starch exists in the form of granules, biosynthesized in
higher plants with a highly sophisticated supramolecular structure containing
amorphous and crystalline regions composed of groups, helices, and crystals.

The size and shape of starch granules depend on the botanical source of starch.!

Maize (Zea mays L.) is the most important source of starch, dominating
approximately 80% of the global market due to its low price and high adaptability
in ecosystems. Along with rice and wheat, it provides 30% of the caloric food for
4.5 billion people and is widely used in the food industry as a texture modifier,
thickening agent, gelling agent, stabilizer, and water retainer. ['%l However, genetic
diversity, genotype-environment interactions, and post-harvest conditions of
maize crops induce differences in grain composition and in nutritional and
physicochemical properties. Therefore, it becomes necessary to characterize the
starches obtained from new natural sources, and to evaluate their impact on

techno-functional properties. [3:14]

Cacahuacintle maize is notable for having a starchy and large-sized grain,
commonly used in the preparation of pozole, which is a traditional Mexican dish.
[15.16] Cacahuacintle maize holds significant socio-cultural and economic
importance. It has a starch content of ~70%, which has fueled the interest in

exploring its properties seeking to increase its potential use in different
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applications, mainly where this crop is grown.l'”'8 Up to date, there is scarce
information regarding the structural, physicochemical and functional properties of
starch sourced from cacahuacintle maize cultivars. A distinctive aspect of this
study, is to explore the intrinsic properties of the starch obtained from different
cacahuacintle maize varieties, seeking to contribute to promote its use in diverse

consumer products, with emphasis in the food industry.

Therefore, the objective of this study was to evaluate the physicochemical,
morphological, structural, functional, and rheological properties, and to determine
the in vitro digestibility of starch from two cacahuacintle maize varieties (MS1 and

MS2), in comparison with a commercial normal maize starch (CS).
3.4. Results and discussion
3.4.1. Proximal analysis of cacahuacintle maize

The proximal chemical composition of the MA1 and MA2 grains are shown in
Table 4. Significant differences were observed in terms of protein, fat, and fiber
content, with MA2 presenting higher values in these components. On the other
hand, ash and carbohydrates were similar in both types of maize. It is important
to highlight the carbohydrate content was the main component in both cases
(84.98% for MA1 and 84.59% for MA2), which is significantly higher than that
reported for different commercial hybrid maizes (80.77-84.44%). ['°]

Table 3. Proximal chemical composition of cacahuacintle maize grain varieties.

Maize variety

Component MA1 MA2

Ashes (%) 1.47+£0112 1.45+0.08 @
Protein (%) 8.17 £ 0.10° 8.64 + 0.07 @
Fat (%) 3.24£0.02° 3.54+0.14°
Fiber (%) 215+0.10° 1.79+£0.06 °
Carbohydrates (%) 84.98 £ 0.34 @ 84.59 £+ 0.05°

Data are expressed as mean * standard deviation. MA1 and MA2 cacahuacintle maize grain
varieties.
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3.4.2. Yield and chemical composition of starches

The vyield and proximal chemical composition of isolated starches from
cacahuacintle maize and commercial normal maize starch are shown in Table 5.
The yield MS1 and MS2 were relatively high (above 64%) and were within the
range (58.8 and 71.5%) obtained from different hybrid maizes, % and that
reported for purple (61.5%), blue (63.4%) and dent maize (70.1%) starches using
wet milling. 'l However, the yields were lower than those for white corn (70.0-
73.1%) as reported by Uriarte-Aceves, et al., ['% The yield differences found MS1
and MS2 may be related to maize genotype, environmental conditions, handling
(such as the maize grain drying process), and post-harvest storage. ['%22 The
yield results obtained indicate that cacahuacintle maize grains are an attractive
option for starch isolation.

Table 4. Yield and proximate chemical composition of maize starches (%, dry
basis).

Type of maize starch

Component MS1 MS2 CS
Yield (%) 64.12 + 0.93° 68.27 £ 0.812 -
Ashes (%) 0.02 £ 0.01° 0.21 £ 0.022 0.02 £ 0.01P
Protein (%) 1.02 £ 0.08% 0.83 + 0.06° 1.26 + 0.01°
Lipids (%) 0.23 £ 0.022° 0.41 £0.01° 0.18 £ 0.02°
Carbohydrates (%) 98.72 + 0.022 98.57 + 0.15° 98.57 £ 0.072
Amylose (%) 27.28 + 0.55° 27.10 £ 0.692 25.09 £ 0.27°
Amylopectin (%) 72.72 £ 0.552 72.90 + 0.692 7491 +£0.27°

Data are expressed as mean * standard deviation. Different letters in the same row indicate
significant difference (p < 0.05) between the means. CS (commercial normal maize starch), MS1
and MS2 (cacahuacintle maize starch).

The ash content in the MS2 was significantly higher than for CS and MS1,
indicative of a higher mineral content in the former. 23 Small amounts of protein
(0.80-1.26 %) were found, likely due to the association of starch granules with
protein, which may exert effects on the physicochemical and structural properties
of starches. 4l The carbohydrate content was non-significantly different between
the starch samples and is indicative that the starch extraction was adequate.
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The amylose content was significantly higher in MS1 and MS2 compared to CS.
Tester et al., [2° stated that starches containing between 25 and 35% amylose
could be classified as normal starches. Mir et al., "'l reported that starches
obtained from different cultivars considered as normal maizes had an amylose
content ranging from 20.74 to 30.32%. Starches with high amylose contents are
more resistant to digestive enzymes, leading to increased resistant starch (RS)
and decreased rapidly digestible starch (RDS). 61 Amylose content may also
greatly influence gelatinization, solubility, pasting, and retrogradation properties

of starch. [?7]
3.4.3. Morphology, particle size and distributions of starch granules

The Figure 6 shows the Scanning Electron Microscopy (SEM) micrographs of the
MS1, MS2 and CS starch granules. The MS1 granules (Fig. 6A) exhibited starch
granules with a predominantly spherical shape, with some granules showing more
cylindrical or polyhedral-like shapes. The MS2 granules (Fig. 6B) were also
characterized for showing spherical to polyhedral shapes, but with a larger
presence of polyhedral shaped granules than in MS1. In contrast, the starch
granules of CS (Fig. 6C) appear to be mostly polyhedral with sharper angular
contours than those found in MS1 and MS2.

These morphological differences may be associated with the maize genotype,
resulting from a protein matrix surrounding the endosperm. 22 All the maize
starches exhibited a unimodal size distribution (Fig. 6. A1, B1, and C1). M31
presented the largest granules, ranging from 10.37 to 23.58 um, followed by CS
ranging from 9.44 to 22.40 ym and lastly by MS2 ranging from 9.31 to 20.40 ym.
The Sauter mean diameter (Ds,2) of the starch granules was 15.05 for MS1, 13.83
for CS, and 13.23 ym for MS2 (Table 6), which were significantly different. These
values fall within the range of 2.3 to 19.5 ym reported for starches obtained from
different maize varieties. 'l Zhang et al. 1?8 reported that granule size is directly
related to the amylose content of the starch, and these finding is in agreement
with our results. CS exhibited the widest size distribution and span value (0.88),

followed by MS1 and the smallest size distribution and span values corresponded
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to MS2. It seems that starch granules are more prone to aggregation, when their
particle size is bigger, the size distribution and span wider, and the geometry is
more irregular, or to a multifactor combination of them.?°3% |t is worth noting that
the size of starch granules is influenced by various factors, including maize
variety, climatic conditions, and the extraction method used. ['':31 Additionally, the
size of the granules influences the techno-functional properties of the starch, such

as gelatinization, crystallinity, and solubility. 32

Volume (%)
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Volume (%)
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Figure 6. SEM micrographs and particle size distribution of starch granules of
different types: A MS1 and B MS2, are starches from cacahuacintle maize
varieties; C CS: commercial normal maize starch. Magnifications:(1) 250x, (2)
1500%, (3) 2500x.
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Table 5. Sauter mean diameter (Ds2) and the granule diameters at 10%, 50% and
90% of the cumulative distribution.

Type of  dio(um) dso (M) dgo (MM) D32 (um) Span

maize

starch

MS1 10.38 £ 15.58 + 23.58 £ 15.05 £ 0.85 %
0.052 0.102 0.242 0.132 0.01°

MS2 9.31+ 13.88 £ 20.40 13.23 0.80 +
0.23¢ 0.13¢ 0.70¢ 0.10¢ 0.06°

CS 9.44 + 14.73 £ 2240 13.83 0.88 +
0.22° 0.13° 0.24° 0.17° 0.032

Data are expressed as mean + standard deviation. Different letters in the same column indicate
significant difference (p < 0.05) between the means. MS1 and MS2 are cacahuacintle maize
starches, and CS is a commercial normal maize starch; d1o, dso, and doo are the particle diameters
corresponding to 10%, 50%, and 90% of the cumulative distribution, respectively. Span is
indicative of the particle size dispersion.

3.4.4. X-ray diffraction (XRD) and relative crystallinity

The XRD patterns of the maize starches are shown in Figure 7. MS1, MS2 and
CS exhibited characteristic X-ray diffraction patterns, with atypical polymorphic
structures, associated with diffraction peaks at 15, 17, 18, and 23° (208) and with
the formation of doublets at 17 and 18°. There was a small diffraction peak at 20°
(20), indicating a low amylose content. [%33 This suggests the presence of type A
crystals (long-range orders), built by monoclinic crystalline units containing short-
range helices and inter-helical water organized through hydrogen bonds (Li et al.,
2020). CS presented a higher relative crystallinity than MS1 and MS2, which
displayed non-significant differences. The difference in relative crystallinity
between CS and MS1, MS2 could be attributed to the crystal size, the orientation
of the double helix in the crystalline domain, and the degree of interaction between
the double helix. Thus, the higher relative crystallinity in CS is primarily due to the
strong interactions in the double helix and the orientation of the microcrystals. 2]
The relative crystallinity values obtained for MS1 and MS2 agree with the data

reported by Dome, et al. %! for maize samples (ranging from 14% to 45%).
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Figure 7. XRD diffraction pattern for MS1 and MS2, cacahuacintle maize
starches, and for CS commercial normal maize starch.

3.4.5. FT-IR analysis

The different maize starches were characterized by ATR-FTIR spectroscopy,
determining the vibrational analysis of the main functional groups present in each
sample (Figure 8a). The FT-IR spectra for MS1, MS2 and CS were similar and
exhibited a characteristic broadband (Figure 8a) in the range of 3600-3000 cm',
assigned to O-H stretching involving hydroxyl groups and is related to water
molecules in the starch structures. "1 The doublet at 2928 and 2880 cm
corresponds to the antisymmetric stretching vibration and symmetric stretching of
the aliphatic groups CH2 and CH3 and may be attributed to the free fatty acids. [*®]
The doublet at 1700-1600 cm ' is linked to the expression of the Amide | protein,
suggesting the presence of protein contained on the surface of the starch granule.
The fingerprint of the starches is presented in the largest peak between 1100 and
920 cm-', Here, a stretching of the C-O bond is presented. This large peak is the
result of the overlap of several individual peaks, which can be obtained through a
spectral deconvolution process shown in Fig. 8b. The peak at 1022 cm™ is

associated with amorphous starch structures, and the peaks at 1045 and 1080
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cm™ are related to ordered starch structures. [?°! Based on the above, the
absorbance ratio of 1045 to 1022cm™ can represent the degree of order of
starches. 9% The absorbance band at 995cm™ is related to the starch-water
interaction and its absorption intensity is produced by C - O - H bending vibrations.
[411 On the other hand, the signal around 928 and 760 cm™' can be associated with

an a-glycosidic bond (1 — 4) and links C - C, respectively. 42
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Figure 8. a) FTIR spectra of maize starches; MS1 and MS2, cacahuacintle maize
starches, CS commercial normal maize starch. b) lllustrative example and
application of numerical deconvolution in the starch fingerprint region.
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Table 6. Relative crystallinities and IR ratios of types of the maize starches.

Type of maize Relative FTIR ratio
starch crystallinity (%) 1047/1022 cm™" 995/1022 cm-’
MS1 21.48+0.11° 0.24 £ 0.01P 1.78 £ 0.01°
MS2 21.07 £0.07° 0.26 + 0.02% 1.93 + 0.142°
CS 25.37 £0.07 @ 0.30 £ 0.022 2.10 £ 0.092

Data are expressed as mean + standard deviation. Different letters in the same column indicate
significant difference (p < 0.05) between the means. MS1 and MS2 (cacahuacintle maize
starches), CS (commercial normal maize starch).

3.4.6. Differential scanning calorimetry

The DSC analysis was carried out for assessing the thermal properties of the
maize starches. The thermal properties indicate that the starches changed from
a crystalline state to a gel. The DSC parameters (onset temperature, To;
maximum temperature, Tp; endset temperature, Tc; and gelatinization enthalpy,
AH) are shown in Table 8.

Table 7. Thermal properties of maize starches.

Type of maize To (°C) Tp (°C) Tc (°C) AH (J g
starch

MS1 59.93 +0.66° 66.00+£0.01° 80.01+0.022 3.02 +0.012
MS2 58.08 + 0.60° 65.41+0.04°¢ 78.34+0.35° 3.03+0.012
CS 64.00 £ 0.60* 69.29+0.202 80.02+0.012 3.02 + 0.002

Data are expressed as mean + standard deviation. Different letters in the same column indicate
significant difference (p < 0.05) between the means. MS1 and MS2 (cacahuacintle maize
starches), CS (commercial normal maize starch). To, onset temperature; Tp, peak temperature;
Tc, endset temperature; AH, enthalpy of gelatinization

The onset (initial) temperature To indicates the temperature at which the structural
stability of the starches began to break down and the endset (final) temperature
Tp at which the swelling of the granules is completed, where some crystalline
parts become amorphous due to the swelling of the region promoting the
dissociation and unfolding of the double helices and gel formation (To= 58.08 to
64.00 °C and Tp= 65.41 to 69.29 °C), respectively. 32 The transition temperatures
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of all starches presented mostly significant differences, with CS presenting the the
highest values for To, Tp and Tc, indicative that it required more energy to initiate

the starch phase transition. 43

The enthalpy of gelatinization (AH) can be used as an indicator of the energy
consumption of starch during the gelatinization process. 33 Furthermore, AH
reflects the loss of molecular order, associated with a transition from an ordered
to a disordered state or fusion of starch crystals. ¥/l The AH value of MS1 and
MS2 were relatively small (~ 3 J g''), and were non-significantly different from that
of CS. Low enthalpy values may be associated with a lower number of double
helices in amylopectin molecules. “#4 On the other hand, the gelatinization
properties of starch are affected by various factors, such as: the size of the
granules, amylose content, proportion and type of crystalline organization and

ultrastructure of the starch granules. [?7).
3.4.7. Swelling power and solubility index

The solubility index and swelling power of a starch can affect its physical and
functional properties, as well as its ability to form gels or act as a thickening agent
in food products. The swelling power (Fig. 9a) and solubility index (Fig. 9b) of the
different maize starches depended on temperature. The SP of MS1 and MS2
(non-significantly different between them) was significantly higher than for CS at
all the temperatures studied. Batista, et al. [* reported that heating starches in
the presence of water leads to the breaking of intermolecular bonds, which allows
the formation of new binding sites with water molecules through hydrogen bonds.
This phenomenon promotes swelling of the starch granules, and smaller
molecules, such as amylose, are removed from the surface of the granules. A
similar pattern was found for the Sl as in SP, except at 60 °C, where CS showed
a significant higher solubility than MS1 and MS2 (Fig. 9b). The above may be
influenced by various factors, such as the amylose content, the amylose-
amylopectin ratio, amylose-amylose interactions, the water retention capacity of
the starch molecules, the size of the granule, the degree of crystallinity and the

presence of other minor components such as proteins and lipids. [4647],
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Figure 9. a) Swelling power (SP) and b) solubility index (SI) of MS1 and MS2,
cacahuacintle maize starches, and CS, commercial normal maize starch.
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3.4.8. Water (WAC) and oil absorpotion (OAC) capacity

The molecular structure and composition of starch have a great influence on the
WAC and OAC (Table 9). 8 MS1 and MS2 showed a higher significant WAC
(1.71 and 1.72%) than CS (1.63%). The CS reduced WAC could be attributed to
the formation of numerous hydroxyl groups through hydrogen bonds between
starch chains. [“°1 Additionally, the higher WAC value displayed by MS1 and MS2
could be attributed to a greater number of binding sites available for water in the
starch granules, influencing the gelatinization process, since this process requires
an interaction between water molecules and starch.’® The greater water

absorption capacity is due to a greater availability of hydrophilic groups in starch.
[51]

Table 8. The water absorption (WAC) and oil absorption (OAC) capacities of
maize starches.

Type of maize starch WAC (%) OAC (%)
MS1 1.71 £ 0.02° 1.75 £ 0.02°
MS2 1.72 £ 0.01° 1.71 £ 0.012
CS 1.63 + 0.012 1.90 £ 0.01¢

Values are means * standard deviation. Different letters in the same row indicate significant
differences between the means (p < 0.05). MS1 and MS2, cacahuacintle maize starches, and CS,
commercial normal maize starch

CS had higher OAC values than MS1 and MS2. This may be attributed to the
presence of greater surface roughness of the CS starch granules (Fig. 4). Zhang

et al. Pl reported that starch granule roughness could enhance oleophobicity.
3.4.9. Pasting properties

The pasting profile of the maize starches are shown in Figure 10, and the values
of the pasting parameters in Table 10. The temperature at which the viscosity
begins to increase is called pasting temperature (PT). It should be noted that the
starch gluing temperatures of MS1, MS2 and CS coincided with their
gelatinization temperatures (Table 10). The CS presented the highest PT (70.2

°C), indicating that it presented greater resistance to the swelling process of the
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granules and their rupture in an aqueous medium. 52 This resistance could be
attributed to the interaction between starch and proteins, which can hinder the
swelling of starch and protect it from mechanical shear, resulting in a higher gluing

temperature. [5°
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Figura 10. Pasting properties of corn starches. MS1 and MS2, cacahuacintle
maize starches, and CS, commercial normal maize starch.

Peak viscosity (PV) is described as the highest viscosity reached when starch
granules are maximally swollen. P* The PV of MS1 was greater than that of the
MS2 and CS. A higher PV is attributed to greater starch swelling due to a greater
amount of amylose leached from the granules, allowing water to enter and
increasing the size of the swollen starch. Therefore, the amylopectin structure and
chains interact with greater amounts of water, thus producing greater swelling

and, consequently, a greater maximum viscosity. ¥ High PV values in starches
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are ideal for food applications that require stable thickening after heat treatment,

such as soups, sauces, or puddings. [5°]

Table 9. Parameters of pasting properties of maize starches.

Type Pasting Peak Breakdown Final Setback

of corn temperature  viscosity (Pa. s) viscosity (Pa. s)

starch (°C) (Pa. s) (Pa. s)

MS1 66.2 +0.21> 3.41+0.202 1.18+0.09? 239+ 0.16 £
0.022 0.012

MS2 64.9+0.19> 1.27+0.10¢ 0.63 £0.02° 0.67 + 0.03 £
0.01¢ 0.01°

CS 70.2+0.202 1.55+0.10° 0.33+0.01° 1.25+ 0.03 £
0.01° 0.01°

Values are means * standard deviation. Different letters in the same column indicate significant
differences between the means (p < 0.05). MS1 and MS2, cacahuacintle maize starches, and CS,
commercial normal maize starch

The breakdown viscosity (BV) is commonly used as a stability indicator, providing
information on the hydration, swelling capacity and shear strength of starch
pastes during the heating process. 71 The BV of the starches studied ranged
between 0.33 to 1.18 Pa s, with MS1 presenting the highest value, thereby
indicating that this paste has greater stability.

The final viscosity is the highest viscosity recorded at the end of the cooling phase
when the retrograded amylose molecules disperse and associate forming a
continuous three-dimensional network, which intertwines with highly branched
chains of amylopectin and traps the remaining starch granules. forming a viscous
paste with a weak gel character. 58 [eached amylose contributes to the

development of final viscosity. 4

The setback viscosity (SB) indicates the retrogradation tendency of the gel and
represents the increase in viscosity resulting from the rearrangement of starch
molecules leached from the swollen starch granules during cooling. 5254 MS1
and CS presented the lowest SB value, indicating that they have a lower tendency

to retrograde.
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3.4.10. Rheological properties

Apparent viscosity. The Figure 11a shows the changes in the apparent viscosity
as a function of the shear rate of the 5% starch gels dispersions. A similar pattern
is evident for all gels, which is characterized by a shear thinning behavior, i.e. the
viscosity decreases as a function of shear rate increase. This behavior is
associated with an alignment of the biopolymer molecules to the applied shear
rate, which modifies their original conformation and the biopolymer-biopolymer
interactions are interrupted, decreasing the interaction force between the layers

of the flow. 30

It can be seen that, MS1 presented higher viscosity values throughout the applied
shear rate range, but the drop in apparent viscosity with increased shear rate was
more pronounced than for MS2 and CS dispersions. The change in apparent
viscosity is a complex response to a combination of several factors, including the
concentration and average molecular weight of the amylose released in the
continuous phase, and the size and distribution, and shape of the swollen

granules, among others.

The experimental flow profiles were adequately described (R2> 0.98) using the
Herschel-Bulkley model. The model parameters are shown in Table 11. The
thinning behavior increases as the value of n approaches zero. The n values
obtained ranged between 0.17 and 0.59, with the MS1 dispersion presenting the
lowest value, meaning that it displayed a more marked viscosity decrease as the
shear rate increased, compared to the MS2 and CS dispersions. This behavior is
related to the intertwining of the starch network. The apparent viscosity decreases
due to the alignment and interconnections of the starch chains, the rate of
reformation of the interchain interactions is lower than the rate of rupture and the

net result is the decrease in apparent viscosity. 596
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Table 10. Rheological parameters of the Herschel-Bulkley model (t = 7y + Ky ™).

Type of maize 7o(Pa)| K (Pas") n

starch (dimensionless)
MS1 271+ 0.11¢ 102.31+0.222 0.17+ 0.01°
MS2 16.01+ 0.15° 6.32+ 0.03° 0.39+ 0.01°
CS 27.45+0.102 3.98+ 0.05°¢ 0.59+ 0.032

Values are means * standard deviation. Different letters in the same row indicate significant
differences between the means (p < 0.05). MS1 and MS2, cacahuacintle maize starch gels, and
CS, commercial normal maize starch gel. T = shear stress, 7, = yield stress, K = consistency
coefficient, y = shear rate, n = flow index

The consistency coefficient K is related to the Newtonian viscosity of the starch
gels, and high values are indicative of a high concentration of dispersed molecules
in the continuous phase, indicating a higher consistency of the structure and
resistance to flow. The K value of CS was the lowest, followed by MS2, and both
had a K value approximately 20-30-fold-lower than for MS1, indicating that the
latter had more structured disperse phase arrangement and higher viscosity in
the shear rate range studied (Fig. 10a). The high K values may be due to the

increase in inter- and intra-molecular hydrogen bonds between the starch chains.
(60]
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Figura 11. a) Flow curves of the different maize starch dispersions. b) Mechanical
spectra of the different maize starch gels. MS1 and MS2, cacahuacintle maize
starch gels, and CS, commercial normal maize starch gel.

Mechanical spectra. The mechanical spectra of the CS, MS1 and MS2
dispersions are shown in Fig. 10 b. In general, it is observed that the values of the
storage modulus (G') predominated over the loss modulus (G"), and that both
moduli were dependent on the frequency, i.e., all the dispersions exhibited gel-
like behavior. At frequencies lower than 65 Hz, the values of G' were higher than
those of G", behavior which is characteristic of strong and structured gels.
However, in the particular case of MS2, at values higher than 65 Hz, a crossover
between G” and G' 'took place, with the dispersion acquiring a predominating
viscous character. For all the starch dispersions the values of G' and G" increased
with frequencies between 0.01 and 65 Hz. At frequencies above 65 Hz G' tended
to decrease more markedly for CS and MS2 than for MS1. An increase in the
dynamic moduli indicates a weakening of the structure due to the applied stress,
an increase in trapped water and an increase in viscosity, while the decrease in
G' is related to a decrease in the swelling of the starch granules. These findings

are consistent those reported by Sharma et al. [ for sorghum starch.
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3.4.11. In vitro digestibility

The percentages of rapidly the digestible starch (RDS), slowly digestible starch
(SDS), and resistant starch (RS) fractions of the studied maize starches are
shown in Table 12. The highest percentage of RDS (86.92 + 0.96%) corresponded
to CS, followed by MS1 (66.74 + 0.84 %) and MS2 (69.60 £ 0.51%), the latter two
showing non-significant differences between themselves. Thus, the CS provides
a high caloric input to the body, as the RDS fraction is readily hydrolyzed within
20 min. 82 For its part, MS2, presented a significantly higher SDS fraction (19.55
1 0.66%) Than MS1 (13.29 £ 1.69) and CS (10.48 + 0.01) with non-significant
differences between them. The latter two starches may be of interest for
applications that seek to release energy in a more sustained manner during
digestion. 61 The MS1 showed the highest fraction of RS (19.97 + 0.84%),
followed by SM2 (10.84 + 0.51 %) and CS with (2.60 £+ 0.96 %), all being
significantly different. The greater presence of RS in the MS1 and MS2 could be
associated with the amylose content, which was higher than in CS. Ly et al. have
pinpointed that a positive correlation between amylose and RS content exists, as
amylose is not easily digested by enzymes.63l

Table 11. In vitro digestibility of cacahuacintle maize starch and commercial
normal maize starch.

Type of corn RDS (%) SDS (%) RS (%)
starch

MS1 66.74 £ 0.84 ° 13.29+1.69° 19.97 £ 0.84 @
MS2 69.60 + 0.51° 19.55 + 0.66 @ 10.84 £ 0.51°
CS 86.92 £ 0.96 @ 10.48 £ 0.01° 2.60 +0.96 °©

Values are means % standard deviation. Different letters in the same column indicate significant
differences between the means (p < 0.05). MS1 and MS2, cacahuacintle maize starches, and CS,
commercial normal maize starch. RDS, rapidly digestible starch; SDS, slowly digestible starch;
RS, resistant starch.

The differences in digestibility between the three maize starches can be attributed
to different factors, such as granule size, surface structure, amylose - amylopectin
ratio and type of crystallinity. ¥4 Maize granules with high amylose contents are

associated with the formation of resistant starch RS, which cannot be digested in
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the small intestine and are fermented by the mycloflora of the colon. The
resistance of RS to enzymes digestion results in a decrease in glycemic content

and on calorie intake by the human body. %)),
3.5. Conclusions

The starch yield of the cacahuacintle maize varieties was higher than 64%. The
cacahuacintle maizes showed differences in granules morphology, size and
distribution with respect to those of the commercial maize, and also a significant
higher amylose and lower amylopectin contents than the commercial maize.
These differences resulted in structural differences which affected crystalline
structure, the relative or amorphous to ordered starch structures, which affected
the thermal, water and oil absorption capacity, and the rheological properties of
the starch dispersions. Furthermore, the cacahuacintle maize varieties promoted
the formation of complexes between amylose and lipids, which restricted
enzymes from to starch, effectively lowering starch enzymatic digestion, giving
rise to lower readily digestible starch and higher resistant starch contents than the
commercial maize starch. This work provides an understanding of structural
characteristics of cacahuacintle maizes, and how these features can be
harnessed in order to modulate the, e.g., thermal, rheological, and digestibility
properties of cacahuacintle maizes for developing of products with high moisture
content, good manipulative/machinability properties, which the delivery of low

glycemic content and low caloric index.
3.6. Experimental section

Materials: Two endogenous cacahuacintle maize varieties were obtained from two
different locations in the State of Mexico, Mexico: The first one, MA1, from growers
from Calimaya (GPS coordinates: 17° 40' 00" N, 97° 20' 00" W; elevation: 2680
m above sea level), and the second one, MA2 (also known as ARR-1), from
Juchitepec (GPS coordinates: 19° 52' 28" N, 98° 52' 54" W; elevation: 2,511 m
above sea level). Sodium metabisulfite, hydrochloric acid, sodium hydroxide, and
ethanol were obtained from J.T. Baker (Xalostoc, State of Mexico, Mexico).
Commercial normal maize (CM) starch (S-4126, CAS Number: 9005-25-8),
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amyloglucosidase from Aspergillus niger (A7095), porcine pancreatic a-amylase
(A3176, Type VI-B), 3,5-dinitrosalicylic acid (DNS;128848), glucose
oxidase/peroxidase reagent (G3660), were all acquired from Sigma-Aldrich (St.

Louis, MO, USA). Deionized water was used in all experiments.

Starch extraction: Starch was obtained from the cacahuacintle maize varieties
MA1 and MA2 grains free of impurities using the method described by Mir et al.
[ with slight modifications. 200 g of maize grains were submerged in 600 mL of
0.16% (w/w) sodium metabisulfite for 24 hours. Subsequently, the sodium
metabisulfite solution was drained, and the maize grains were washed with 200
mL of distilled water and then ground in a blender (Oster 465-15, Newell Brands
de Mexico S.A. de C.V., Mexico City, Mexico) for one minute. The mixture was
filtered through a nylon cloth, and the sediment was mixed with a 0.2% (w/w)
NaOH solution. The sediment was washed five times with distilled water until the
pH was adjusted to 7. The supernatant was discarded, and the sediment was
resuspended in distilled water and centrifuged in a centrifuge (5810R, Eppendorf,
Hamburg, Germany) at 5000 x g for 10 minutes. The resulting starch was
separated and dried in a forced air oven (HCF-62, Riossa Digital, Puebla, Mexico)
at 40°C for 24 hours. The extraction yield was calculated as the amount of starch

obtained from 100 g of maize (on a dry basis).

Proximate chemical composition: The ash, protein, lipid, moisture, and crude fiber
contents of cacahuacintle maize (MA1 and MA2), as well as of their isolated
starches (MS1) and MS2), and the commercial starch (CS) were determined using
standardized methods. 91 The results of the chemical composition were
expressed on a dry base. Total carbohydrates were calculated by difference.
Apparent amylose content was determined using the iodine binding colorimetric
method described by Zhu et al. 16¢]

Scanning electron microscopy: The morphologies of the starch granules were
observed using a scanning electron microscope (JEOL JSM-6360LV, JEOL,
Tokyo, Japan), operated at an acceleration voltage of 13 kV. Powdered samples

of each starch were placed on the surface of an aluminum specimen holder with
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carbon adhesive tape and coated with gold using a JFC 1100 vacuum sputter
coater (JEOL, Tokyo, Japan). 2% The micrographs are presented at magnifications
of 250, 1500, and 2500 x.

Particle size distribution: The particle size of MS1, MS2 and CS were measured
with a laser diffraction particle size analyzer Mastersizer 3000 (Malvern
Instruments, Malvern, Worcestershire, UK). Starch samples were fully dissolved
in distilled water at a ratio of 1:100 (w/v) and were placed in a wet disperser
accessory Hydro 2000, until reaching an obscuration between 14 and 16%. The
refractive indices used were 1.52 for starch and 1.33 for water. 671 The parameters
and distribution profiles d(o.1), d(0.5), and d(0.9) were calculated in terms of the 10th,

50th, and 90th percentiles. All determinations were performed in triplicate.

Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR): The starch spectra were obtained
using a Fourier-transform infrared spectrophotometer (Cary 630, Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) equipped with an attenuated total
reflectance (ATR) accessory. Dry samples were placed on the diamond crystal
universal sample holder. The scan was performed in the range of 4000 to 400
cm™! with a resolution of 4 cm™. 8] The obtained spectra corresponded to the

average values of thirty measurements.

X-ray diffraction (XRD): The X-ray diffraction pattern of the starches was
performed on a diffractometer (Ultima IV X-ray, Rigaku, Tokyo, Japan) at room
temperature. % The powdered starch samples were packed into an aluminum
tray and subjected to radiation Cu-Ka (A = 0.1546 nm) operating at 35 kV and 15
mA. The analysis was carried out in a scanning range from 5 to 50° on a 20 scale
with an increment of 0.05°. The relative crystallinity of the samples was calculated
based on the areas of the diffraction peaks and the total area of the diffractogram,

using Jade PRO software (version 7.2, Livermore, CA, USA).

Differential scanning calorimetry: The thermal properties of the starch samples
were analyzed using a differential scanning calorimeter (Q1000, TA Instruments,
DE, USA), following the procedure of Mat Lazim et al. [’ A dispersion of 10 mg of

starch in deionized water was prepared, in a 1:3 ratio. The sample was placed in
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an aluminum pan and equilibrated at room temperature for 1 hour. The tray with
the sample was subjected to heating from 20 to 120 °C, at a heating rate of 10 °C
min-'. An empty aluminum pan was used as reference. From the thermograms the
onset (TO), peak (Tp), endset (Tf) temperatures and enthalpy (AH) of the thermal
transitions were determined with the help of the Universal Analysis 2000
equipment’s software. Enthalpy values were expressed as J.g"' starch. The

experiments were carried out in thrice.

Pasting properties of starches: The pasting properties of cacahuacintle maize
starch dispersions were evaluated using a Physica MCR 301 rheometer (Anton
Paar, Messtechnik, Stuttgart, Germany), equipped with a parallel plate geometry
of 50 mm diameter. Aqueous starch dispersions (5% w/w) were placed on the
plate and the plate was lowered to a gap of 0.5 mm). The edges of the measuring
geometry were covered with silicone oil to prevent dehydration. The test protocol
included the application of a heating and cooling cycle at a frequency of 1 Hz and
a strain of 1%. Initially, the starch samples were equilibrated at 25°C for 5 minutes,
heated to 90°C at a heating rate of 6°C.min"", the temperature was maintained for
5 minutes, then cooled from 90°C to 25°C at a cooling rate of 6°C.min"", and held
at 25°C for 5 minutes. "'l The values of peak temperature, maximum viscosity,

final viscosity, and breakdown viscosity were obtained from pasting graphs.

Rheological properties: The maize starch gels (MS1, MS2, and CS) were
prepared using a 5% (w/w) starch dispersion. The dispersion was heated with
magnetic stirring to 90°C for 20 minutes and then cooled to 25°C.B% The
rheological properties of cacahuacintle maize starch dispersions (5% w/w) were
studied with the Physica MCR 301 rheometer, coupled to the 50 mm parallel plate
geometry. The gap between plates was 5 mm. In all tests, the starch dispersions
were placed in the measurement system, and silicone oil was applied to the edges
of the geometry to prevent evaporation. All the experiments were performed at 25
°C and the temperature was controlled with a Physica TEK 150P temperature

control system.
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Viscoelastic properties. To determine the linear viscoelastic region (LVR),
frequency sweeps were conducted over a range of 0.01 to 100 Hz, with a strain
of 0.1%. Subsequently, strain sweeps were performed over a range of 0.01-10%,
at a frequency within the LVR of 1 Hz. The storage (G") and loss (G”) moduli were
obtained using the rheometer software US200/32 V.50.13

Apparent viscosity. The apparent viscosity was determined by varying the shear
rate from 103 to 103 s™'. The experimental flow profiles were adequately described
(R?> 0.98) using the Herschel-Bulkley model (Equation 1):

T=10+Ky" Eq. (1)

where 7t is the shear stress (Pa), 7, is the yield shear stress (Pa), K is the
consistency coefficient (Pa s"), y is the shear rate (s*') and n is the flow behavior

index (dimensionless).

Swelling power and solubility index: The swelling power (SP) and solubility index
(SI) of the starch samples were determined using the method described by Wu et
al. [’?l Starch dispersions at 2% (w/w) were prepared and subjected to a water
bath at different temperatures (60, 70, 80, and 90°C) with agitation for 30 minutes.
Each sample was then cooled to room temperature, placed in tubes, and
centrifuged at 8000 xg for 20 minutes, and the precipitate was weighed. The
supernatant was transferred to a pre-weighed beaker and dried in a forced air
oven (HCF-62, Riossa Digital, Puebla, Mexico) at 100°C until constant weight. SP
was determined using the percentage increase in weight after subtracting the
amount of soluble carbohydrates (Equation 3). S| was obtained by calculating the

ratio of soluble carbohydrates to total starch (Equation 2):

Weight of the dried supernatant

SI(%) =

Weight of the starch sample x 100 Eq. (2)

Weight of the precipitate
SP(9/9) =

Weight of the starch samplex(100—SI%)

Eq. (3)
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Water (WAC) and oil (OAC) absorption capacities: WAC was determined
according to the method proposed by Hallgren ["3l with slight modifications. Starch
suspensions at 2% (w/w) were placed in pre-weighed centrifuge tubes at room
temperature and centrifuged (5810R, Eppendorf, Hamburg, Germany) for 15
minutes at 5000 x g, followed by decanting the supernatant. The tubes were

weighed, and the weight gain was used to calculate the water-holding capacity.

For OAC, mixtures of commercial soybean oil and starch at a ratio of 10 mL g™,
respectively, were prepared in pre-weighed centrifuge tubes, agitated at 1000 rpm
for 5 minutes, and then centrifuged at 3000 rpm for 15 minutes. The supernatant
oil was discarded, the external walls of the tubes were dried, and they were
weighed again. The difference in mass was considered as the oil absorbed by the

samples. The absorbed oil was expressed as g per 100 g of starch. 74

In vitro digestion of both cacahuacintle varieties and commercial maize starch
samples was carried out according to the method proposed by Lee and Chang
[75] with slight modifications. Starch samples (0.5 g) were dispersed in 25 mL of
deionized water and placed in a water bath at 37°C with agitation for 30 minutes.
To each sample, 0.75 mL of pancreatic a-amylase solution (30 UmL™?) was added,
and they were incubated in a water bath at 37°C with agitation. Aliquots were
taken at 0, 20, and 120 minutes to determine the glucose content using the
dinitrosalicylic acid (DNS) method. The total starch content (TS) was determined,
and starches were classified based on the rate of hydrolysis as rapidly digestible
starch (RDS) (digested within 20 minutes), slowly digestible starch (SDS)
(digested between 20 and 120 minutes), and resistant starch (RS) (undigested

after 120 minutes), using the following equations:

(GZO—FG)XO.g

RDS = x 100 Eq. (4)
SDS§ = 1207620¥09 o 4 Eq. (5)
RS = 100 — (RDS + SDS) Eq. ()
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where: FG is the content of free glucose, and TS is the total starch content, G2o
and G120 FG represents the content of glucose released after 20 and 120 minutes,

respectively.

Data analysis: All experiments were conducted in triplicate unless otherwise
stated using a completely randomized experimental design. The data were
expressed as mean = standard deviation. Analysis of variance (ANOVA) was
performed, and where applicable, Tukey's mean comparison tests were
conducted with a significance level of p < 0.05. Statistical analysis was performed
using the Statgraphics Plus software package (Statistical Graphics Corp.,
Manugistics, Inc., Cambridge, MA, USA.
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4. EFECTO DE LA MODIFICACION CON OSA SOBRE LAS
PROPIEDADES FISOCOQUIMICAS, DIGESTIBILIDAD Y
ESTABILIDAD DE ALMIDON DE MAIZ CACAHUACINTLE

41. Resumen

Introduccion: Por su bajo precio y adaptabilidad a diversos ecosistemas el maiz
es una importante fuente de almidon. Sin embargo, la diversidad genética y
condiciones postcosecha inducen diferencias en la composicion, valor nutricional
y propiedades fisicoquimicas de almidones, especialmente en nuevas fuentes
naturales, como el maiz cacahuacintle y su almidéon modificado con OSA, de los
cuales no existen informes relacionados con su caracterizacién y propiedades
fisicoquimicas.

Objetivos: Evaluar las propiedades fisicoquimicas, morfoldgicas, estructurales,
reoldgicas y la digestibilidad in vitro de almidén de maiz cacahuacintle nativo
(MC) y compararlo con un almidén de maiz cacahuacintle modificado con
anhidrido octenil succinico (MCosa)

Metodologia: Se extrajo y se modific6 MC con OSA. Se evalud el contenido de
amilosa, FTIR, propiedades reoldgicas, microscopia electronica de los granulos
y la digestibilidad in vitro.

Resultados: MCosa exhibié una distribucién bimodal en el tamafio de particula,
mientras que MC tuvo una distribucion unimodal. ElI FTIR demostré que la
modificacion con OSA fue eficiente, y se observé un incremento en la fracciéon de
almidon de lenta digestion y almidon resistente.

Limitaciones del estudio: Los resultados son validos para el almidéon de maiz
cacahuacintle de un cultivar del Estado de México y su version modificada con
OSA.

Originalidad: Esta investigacion es pionera al evaluar las propiedades
fisicoquimicas, reolégicas y de digestibilidad de MC, tanto en su forma nativa
como modificada con OSA.

Conclusiones: El maiz almiddén cacahuacintle y su version modificada con OSA
son ingredientes prometedores para la industria alimentaria por sus propiedades
adecuadas y su potencial en alimentos estables con bajo contenido caldrico.
Palabras clave: maiz cacahuacintle, anhidrido octenil succinico, propiedades
fisicoquimicas, reologia, digestibilidad.

Tesis de Doctorado en Ciencias Agroalimentarias, Universidad Autonoma Chapingo
Autor: M.C. Diana Edith Lopez Vazquez
Director de Tesis: Dr. Eleazar Aguirre Mandujano
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PHYSICOCHEMICAL, FUNCTIONAL, AND RHEOLOGICAL
CHARACTERIZATION OF CACAHUACINTLE STARCH MODIFIED
WITH OSA

4.2. Abstract

Introduction: Due to its low cost and adaptability to various ecosystems, maize
is an important source of starch. However, genetic diversity and post-harvest
conditions lead to differences in the composition, nutritional value, and
physicochemical properties of starches, especially in new natural sources such
as cacahuacintle maize and its starch modified with OSA, for which there are no
reports related to their characterization and physicochemical properties.
Objectives: To evaluate the physicochemical, morphological, structural,
rheological, and in vitro digestibility properties of native cacahuacintle maize
starch (MC) and compare it with octenyl succinic anhydride modified
cacahuacintle maize starch (MCosa).

Methodology: MC was extracted and modified with OSA. Amylose content, FTIR,
rheological properties, electron microscopy of the granules, and in Vvitro
digestibility were evaluated.

Results: MCOSA exhibited a bimodal particle size distribution, while MC showed
a unimodal distribution. FTIR demonstrated efficient modification with OSA, with
an increase in the fraction of slowly digestible starch and resistant starch.

Study limitations: Results are valid for cacahuacintle maize starch from a cultivar
in the State of Mexico and its OSA-modified version.

Originality: This research is pioneering in evaluating the physicochemical,
rheological, and digestibility properties of MC, both in its native form and modified
with OSA.

Conclusions: Cacahuacintle maize starch and its OSA-modified version are
promising ingredients for the food industry due to their suitable properties and
potential in low-calorie stable foods.

Keywords: cacahuacintle maize, octenyl succinic anhydride, physicochemical
properties, rheology, digestibility.

Doctoral Thesis: Doctorado en Ciencias Agroalimentarias, Universidad Auténoma Chapingo
Author: M.C. Diana Edith Lépez Vazquez
Thesis Director: Dr. Eleazar Aguirre Mandujano
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4.3. Introduccion

El almidéon desempefia un papel fundamental en diversas aplicaciones
industriales, tanto en el ambito alimentario como en el no alimentario debido a su
bajo costo de produccion, facil obtencién y versatilidad. Los almidones nativos,
de diferentes fuentes botanicas poseen propiedades unicas y diversas, y su
estructura puede ser faciimente modificada para mejorar sus propiedades
funcionales (Khurshida, Das, Deka, y Sit, 2021; Peng, Chen, Wu y Jiang, 2007).
El almidén se acumula en forma de granulos dentro de la planta como
carbohidrato de almacenamiento y esta compuesto quimicamente por dos
polimeros de glucano, amilosa y amilopectina. La amilosa es principalmente una
molécula lineal compuesta por unidades de D-glucopiranosa unidas por enlaces
a-(1,4), con un grado de polimerizacién (DP) que varia entre 500 y 6000 residuos
de glucosa (Bertoft, Koch y Aman, 2012). Por otro lado, la amilopectina es una
molécula de cadena altamente ramificada y de gran tamafo, con un DP de 3 x
105 a 3 x 10 unidades de glucosa, compuesta por unidades de D-glucopiranosa
unidas por enlaces a-(1,4) y a-(1,6) (Wang, Hu, Chen, Liu y Wei, 2017).

El maiz (Zea mays L.) es una de las principales fuentes botanicas para obtener
almidén y es de gran importancia econdmica, social y cultural en México. Este
pais es reconocido como el centro de origen y diversidad genética del maiz, con
68 razas identificadas (Caballero-Garcia, Cérdova-Téllez y Lépez-Herrera, 2019).
Dentro de estos maices destaca el maiz cacahuacintle, ya que su grano se
caracteriza por ser de color blanco, textura harinosa y de tamafo grande,
empleado en la cocina mexicana para la elaboracién de pozole. Los estudios han
demostrado que el maiz cacahuacintle presenta niveles de almidén
aproximadamente del 70.8 %, siendo una alternativa prometedora para la
obtencion de almidén (Téllez-Silva, Herrera-Tapia, Vizcarra-Bordi y Ramirez-
Hernandez, 2016).

En general, la mayoria de los almidones nativos presentan desventajas, la
tendencia a retrogradarse, alta viscosidad, poca estabilidad térmica, baja
resistencia a la congelacion y descongelacion, tolerancia limitada al proceso y

opacidad del gel. Estas caracteristicas limitan su uso tanto en la industria
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alimentaria como en la no alimentaria y para abordar estos problemas los
almidones deben ser modificados (Basilio-Cortés, Gonzalez-Cruz, Velazquez,
Teniente-Martinez, Gomez-Aldapa, Castro-Rosas, y Bernardino-Nicanor, (2019);
Jayakody y Hoover, 2008). La modificacién del almidéon consiste en técnicas que
alteran sus caracteristicas para mejorar sus propiedades funcionales,
adaptandolo a diversas aplicaciones en la industria alimentaria (Bajaj, Singh y
Kaur, 2019). Se han empleado diversos métodos para aumentar las propiedades
tecnoldgicas y nutricionales de los almidones para su uso en la industria
alimentaria. Entre ellos se encuentran métodos fisicos (calor-humedad, recocido
y congelacion-descongelacion), métodos quimicos (esterificacion, acidificacion,
oxidacion) y meétodos enzimaticos (ramificacion e hidrolisis de ramificacion)
(Obadi, Qi, y Xu, 2023). La esterificacion con anhidrido octenil succinico (OSA)
mejora las propiedades emulsionantes y anfifilicas de los almidones, donde los
grupos hidroxilo del almidén son reemplazados por componentes hidrofébicos
(Lopez-Silva, Bello-Pérez, Castillo-Rodriguez, Agama-Acevedo y Alvarez-
Ramirez, 2020). El almidon modificado con OSA presenta una mejora de la
fraccion de almidon resistente, la estabilizacion de emulsiones mediante el
mecanismo "Pickering" y la creacion de peliculas delgadas comestibles,
demostrando ser un derivado beneficioso con importantes aplicaciones en la
industria alimentaria (Lopez-Silva et al., 2019).

Las propiedades particulares del almidon estan estrechamente vinculadas tanto
a su origen botanico como a los métodos de modificacion aplicados, lo que resulta
en variaciones en las posibles aplicaciones para cada tipo de almidén. A pesar
de la importancia de estos factores, existe una cantidad limitada de
investigaciones centradas en el almidon de maiz cacahuacintle, y son aun menos
los estudios que han profundizado en su proceso de modificacion quimica con
OSA.

El objetivo principal es explorar de manera exhaustiva las caracteristicas
fisicoquimicas, de digestibilidad y reolégicas tanto del almidéon de maiz
cacahuacintle en su forma nativa como su variante modificada con OSA. A través

de la presente investigacion, se espera contribuir a establecer el uso del almidén
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de maiz cacahuacintle como un ingrediente versatil en la industria alimentaria,
ademas de promover la economia circular en las regiones donde se cosecha este
cultivo.

4.4. Materiales y métodos
4.4.1. Materiales

Muestras de maiz cacahuacintle de una variedad enddgena (GC) fueron
obtenidas de productores de la comunidad de Santa Maria Nativitas del municipio
de Calimaya, Estado de México (coordenadas GPS: 17° 40' 00" N, 97° 20’ 00" O;
elevacion: 2680 m sobre el nivel del mar). Reactivos quimicos utilizados, acido
clorhidrico (HCI), hidréxido de sodio (NaOH) y acetona, fueron adquiridos de J.T.
Baker (Xalostoc, Estado de México, México). Anhidrido 2-octenil-succinico (OSA)
se obtuvo de (Sigma-Aldrich Chemical (St. Louis, Missouri, E.U.A). Todos los
demas reactivos quimicos fueron de grado analitico. El agua utilizada para todos

los experimentos fue desionizada.

4.4.2. Extraccion de almidén de maiz cacahuacintle

El almidén de maiz cacahuacintle (MC) fue obtenido a partir de los granos de GC,
libre de impurezas utilizando el método propuesto por Mir, BoscoBashir, Shah y
Mir (2017), con algunas modificaciones. 200 g de maiz fueron sumergidos en 600
mL de metabisulfito de sodio al 0.16% (p/p) durante 24 horas. Posteriormente los
granos de maiz se lavaron con agua destilada y fueron molidos en una licuadora
(Oster 465-15, Newell Brands de México S.A. de C.V.,México) y se tamizaron
para obtener harina fina. Subsecuentemente se afadio una solucién de NaOH al
0.2% (p/p) y se mantuvo en agitacion durante 4 h. El sedimento se lavo 5 veces
con agua destilada hasta alcanzar un pH de 7. La mezcla resultante se centrifugd
en una centrifuga (5810R, Eppendorf, Hamburgo, Alemania) a 5000 x g por 10
min. El almidon resultante fue separado y secado en una estufa de aire forzado
(HCF-62, Riossa Digital, Puebla, México) a 40 °C durante 24 h.
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4.4.3. Modificacion de almidén de maiz cacahuacintle con OSA

El almidébn de maiz cacahuacintle se modific6 con OSA utilizando el
procedimiento descrito por Lépez-Silva, Bello-Pérez, Agama-Acevedo y Alvarez-
Ramirez, (2019) con algunas modificaciones. Se dispersaron 30 g de MC en 100
mL de agua desionizada y se agitaron de manera continua. El pH de la dispersion
se ajustd a 8.75 utilizando una solucion de NaOH 0.1 N. Posteriormente, se
afiadié cuidadosamente una cantidad de OSA (equivalente al 3.0 % basado en el
peso del almidon seco), durante 6 h, controlando el pH en 8.75, a una
temperatura de 25 °C. Al finalizar la reaccién, se neutralizé el pH utilizando una
solucion de HCI 1 N. La mezcla resultante fue centrifugada a 5000 rpm durante 5
min, seguida de dos lavados con agua desionizada y otro con acetona. El almidén
modificado con OSA se seco6 en un horno a 35 °C durante 24 h.

4.4.4. Grado de sustitucion de almidén modificado (DS)

El DS del almidén de maiz cachuacintle modificado (MCosa) fue determinado
mediante el método de titulacion descrito por Lopez-Silva, Bello-Pérez, Castillo-
Rodriguez, Agama-Acevedo vy Alvarez-Ramirez, (2020), con algunas
modificaciones. Se dispersaron 1.25 g de MC en 12.5 mL de una solucién de HCI
0.1 M con agitacion durante 30 minutos. Posteriormente, la mezcla se centrifugd
a 3000 x g por 10 min. El precipitado se lavé sucesivamente con etanol al 90% y
dos veces con agua destilada. El precipitado fue resuspendido en 75 mL de agua
destilada y se coloc6 a un bafo de agua a 90 °C durante 10 min. La mezcla fue
enfriada rapidamente a temperatura ambiente, mediante bafio de hielo, la mezcla
fue titulada mientras se agitaba con una solucién estandar de NaOH 0.1 M hasta
alcanzar un pH de 8.3. Se titul6 MC siguiendo el mismo procedimiento y fue
considerado como referencia. El volumen de NaOH usado fue utilizado para

calcular el DS mediante la Ecuacién (7):

_0.16X(AXM)/W l
DS = —1_(0.21AxM) Ecuacion (7)

w
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donde A representa el volumen de NaOH (mL) requerido en la titulacidon de la
muestra, M es la molaridad de la solucién de NaOH, y W denota el peso seco (g)
del almidén modificado.

4.4.5. Amilosa aparente

El contenido aparente de amilosa se determiné por el método propuesto por (Zhu,
Jackson, Wehling, & Geera, 2008), con algunas modificaciones. Se pesaron 0.1
g de cada muestra de almiddn, se dispersaron en 1 mL de etanol (96 % p/v) y 10
mL de NaOH (1 M), con agitacion constante durante 1 h. El almidén dispersado
fue transferido a un matraz volumétrico y aforado a un volumen final de 100 mL
con agua destilada. Se tom¢6 una alicuota de 2 mL y se virtié en un matraz y se
anadieron 50 mL de agua destilada, 100 uL de fenolftaleina (1 % p/v) y 2 mL de
acido clorhidrico (0.1 M) seguida de la adicion de 2 mL de reactivo de yoduro (2
g de Kl y 0.2 g de yodo en 100 mL de agua destilada). El volumen fue diluido
hasta 100 mL y se midi6 la absorbancia a 510 y 620 nm en un espectrofotometro
(Spectronic Genesys 2, Thermo Electron Corporation, Madison, WI, USA). Las
mediciones fueron realizadas por triplicado a partir de una curva estandar

obtenida utilizando muestras de amilosa y amilopectina.

4.4.6. Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de Fourier (FTIR)

Los espectros de los almidones se obtuvieron en un un espectrémetro FTIR (Cary
630, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) equipado con un accesorio de
reflectancia total atenuada universal (ATR). Las muestras secas de almidon
(~0.01 g) fueron colocadas en el accesorio de muestras universal de cristal de
diamante. La exploracion se llevé a cabo en el intervalo de 4000 a 400 cm™' con
una resolucion de 4 cm™'. Los espectros obtenidos correspondieron a los valores
medios de treinta escaneos (Gomez-Luria, Vernon-Carter, Alvarez-Ramirez y
Cruz-Sosa 2019).
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4.4.7. Propiedades de la pasta

Las propiedades de la pasta de las suspensiones de almidén fueron evaluadas
utilizando un reémetro Physica MCR 301 (Anton Paar, Messtechnik, Stuttgart,
Alemania), equipado con una geometria de placas paralelas de 50 mm de
diametro. Dispersiones acuosas (5 % p/p) de almidones de MC y MCosa fueron
colocadas sobre la placa y la geometria fue colocada a un gap de 0.5mm. Los
bordes de la geometria de medicion se cubrieron con aceite de silicona para
evitar la deshidratacion. El protocolo de prueba incluyé la aplicacién de un ciclo
de calentamiento y enfriamiento a una frecuencia de 1 Hz y una deformacion del
1%. El ciclo de temperaturas consistié en equilibrar muestras de almidén a 25 °C,
durante 5 min, seguido de un calentamiento gradual desde 25 hasta 90 °C a una
velocidad de calentamiento de 6°C.min”", la temperatura se mantuvo durante 5
minutos y luego se enfriaron de 90 °C a 25 °C a una velocidad de enfriamiento
de 6°C.min"'y se mantuvo a 25 °C durante 5 minutos (Mendez-Montealvo, Wang,
y Campbell, 2011). Los valores de la temperatura pico, viscosidad maxima,
viscosidad final y viscosidad de ruptura fueron obtenidas a partir (pasting grahps)

de las graficas de la pasta.

4.4.8. Propiedades reolégicas

Se prepararon geles de almidén de maiz (MC y MCosa) mediante calentamiento
de dispersiones de almidon (5 % p/p), con agitacion magnética a 90°C por 20
minutos y posteriormente enfriada a 25 °C (Cortés-Viguri, Hernandez-Rodriguez,
Lobato-Calleros, Cuevas-Bernardino, Hernandez-Rodriguez, Alvarez-Ramirez,
J., & Vernon-Carter, 2021). Las propiedades reoldgicas de los geles de almidén
de maiz cacahuacintle fueron estudiados con un reémetro Physica MCR 301
(Anton Paar, Messtechnik, Stuttgart, Alemania), equipado con geometria de
placas paralelas. El gap entre las placas fue de 5 mm. En todas las pruebas los
geles de almidon fueron colocados en el sistema de medicion y se aplico aceite

de silicdn en los bordes de la geometria para prevenir la evaporacion. Todos los
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experimentos fueron realizados a 25 °C y la temperatura fue controlada con un
sistema de control de temperatura Physica TEK 150P.

Propiedades viscoelasticas. Para determinar la regidén viscoelastica lineal
(RVL), se realizaron barridos de frecuencia en un rango de frecuencia de 0.01 a
100 Hz, con una deformacién de 0.1%. Adicionalmente, se realizaron barridos de
deformacion en un rango de 0.01-10%, a una frecuencia de 1 Hz. Los médulos
de almacenamiento (G”) y de perdida (G”) fueron obtenidos utilizando el software
del reometro US200/32 V.50. (Carrillo-Navas, Hernandez-Jaimes, Utrilla-Coello,
Meraz, Vernon-Carter, & Alvarez-Ramirez, 2014).

Viscosidad aparente. La viscosidad aparente fue determinada variando la tasa
de corte desde 103 a 103 s™!. Los perfiles de flujo experimentales fueron descritos

de manera adecuada (R?> 0.99) utilizando el modelo de Herschel-Bulkley:
T=19+Ky" Ecuacion (8)

donde T es el esfuerzo cortante (Pa), 7, es el esfuerzo cortante de cedencia (Pa),
K es el coeficiente de consistencia (Pa s"), y es la tasa de corte (s') y n es el

indice de comportamiento de flujo (adimensional).

4.4.9. Digestibilidad in vitro

La digestibilidad de los almidones de maiz cacahuacintle en su forma nativa y
modificada con OSA, fue llevada a cabo por el método propuesto por Lee y Chang
(2019), con pequenas modificaciones. Muestras de los almidones (0.5 g) fueron
dispersados en 25 mL de agua desionizada y colocados en un bafio de agua a
37 °C con agitacion por 30 min. A cada muestra se le adicionaron 0.75 mL de
solucion de a-amilasa pancreatica (30 UmL™") y fueron incubadas en un bafio de
agua a 37°C con agitacion constante. Se tomaron alicuotas a 0, 20 y 120 minutos
para determinar el contenido de glucosa utilizando el método del acido
dinitrosalicilico (DNS). Se determin6 el contenido total de almidén (TS) y los
almidones fueron clasificados con base en su tasa de hidrdlisis como almidén de

rapida digestiéon (ARD) (digerido dentro de los 20 minutos), almidén de lenta
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digestion (ALD) (digerido entre 20 y 120 minutos) y almidén resistente (AR) (no

digerido después de 120 minutos), utilizando las siguientes ecuaciones:

_ (G20—FG)x0.9

ARD x 100 Ecuacion (9)
ALD = re=0200% 5 109 Ecuacion (10)
AR =100 — (ARD + ALD) Ecuacion (11)

donde: FG es el contenido de glucosa libre y TS es el contenido de almidon total,
G20 y G120 representan el contenido de glucosa liberada después de 20 y 120

minutos, respectivamente.
4.4.10. Analisis estadistico

Todos los experimentos fueron llevados a cabo por triplicado, utilizando un disefio
completamente al aleatorizado. Los datos fueron expresados como media *
desviacién estandar. Se llevé a cabo un analisis de varianza (ANOVA), y en los
casos aplicables, se aplicé una prueba de comparacién de medias de Tukey con
un nivel de significancia de p < 0.05. El analisis estadistico se realizé utilizando
el paquete Statgraphics Plus (Statistical Graphics Corp., Manugistics, Inc.,
Cambridge, MA, USA).

4.5. Resultados y discusion
4.5.1. Contenido de amilosa, amilopectina y grado de sustitucion (DS)

El Cuadro 13 muestra el contenido de amilosa, amilopectina y el grado de
sustitucion. El contenido de amilosa y amilopectina varia segun el origen
botanico, lo que resulta en diferentes proporciones de amilosa/amilopectina
(Obadi et al., 2023). Se observé que el MC mostré un menor contenido de amilosa
que su version modificada MCOSA, y una disminucion en la amilopectina. Estos
resultados concuerdan con lo reportado por Simsenk et al., 2015, quienes
observaron este mismo comportamiento en almidon de maiz normal después de
la modificacién con OSA. El aumento en el contenido de amilosa aparente puede
deberse parcialmente a la esterificacién con OSA o al tratamiento alcalino suave

durante el procedimiento de modificacion, la introduccién de grupos de OSA en
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la estructura del almiddn, ya sea en los puntos de ramificacion de la amilopectina
y/o a lo largo de la molécula de amilosa, ademas el tratamiento alcalino suave
también podria resultar en la lixiviacion de pequefias cantidades de moléculas de
amilosa que pueden estar cerca de la superficie de los granulos de almidon
(Simsenk et al., 2015). Se ha comprobado que la amilosa tiene un gran impacto
en las propiedades y la digestibilidad del almidén, ya que incluso pequenas
variaciones en su contenido pueden influir significativamente en sus propiedades
funcionales. Los almidones con un alto contenido de amilosa son mas resistentes
a las enzimas digestivas, lo que resulta en un aumento del almidon resistente
(AR) y una reduccion del almidén de rapida digestion (ARD) (Hu et al., 2023).

Cuadro 12. Contenido de amilosa, amilopectina y grado de sustitucion de
almidén de maiz cacahuacintle nativo (MC) y modificado (MCosa).

Tipo de almidén Contenido de Contenido de Grado de
amilosa (%) amilopectina (%) sustitucién
MC 27.40 £ 0.38" 72.60 + 0.022 -
MCosa 36.19 + 0.20° 63.81 £ 0.01° 0.017 £ 0.005

Los datos son expresados como media + desviacion estandar. Letras diferentes en la misma
columna indican diferencias significativas entre las medias (p < 0.05). MC y MCosason almidones
de maiz cacahuacintle en su forma nativa y modificada con OSA, respectivamente.

Los almidones OSA se obtienen mediante la reaccion de esterificacion entre los
grupos hidroxilo del almidén y el anhidrido octenil succinico (OSA). En este
contexto, un parametro comunmente utilizado es el grado de sustitucion, (DS),
que representa el numero promedio de derivados de octenilsuccinato por unidad
de glucosa (Sweedman et al., 2013). ElI DS para el almidon MCOSA fue 0.017 +
0.005, cuyo valor fue ligeramente mayor al reportado por Lopez-Silva et al.,
(2020) en almidon de maiz normal modificado con OSA (0.0112 + 0.001). Esta
variacion puede deberse al mayor contenido de amilosa en MC. Estudios previos
han revelado que la esterificacion con OSA es un proceso complejo afectado por
el contenido de amilosa, el tamafo de particula y la estructura molecular, cuya
reaccion ocurre principalmente en la region amorfa del almidon (Simsek et al.,
2015).
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La sustitucion con OSA puede ocurrir en los carbonos 2, 3y 6 de la molécula de
glucosa. Cuando el almidon se modifica con OSA, su naturaleza normalmente
hidrofilica adquiere un comportamiento hidrofébico (grupos octenilo), lo que
resulta en moléculas con caracter anfifilico. Este cambio es bien conocido debido
a que mejora las propiedades de emulsificacion y puede ser utilizado como
emulsionante en sistemas alimentarios (Sweedman et al., 2013; Zhang et al.,
2017).

Los almidones OSA se obtienen mediante la reaccion de esterificacion entre los
grupos hidroxilo del almidén y el anhidrido octenil succinico (OSA). En este
contexto, un parametro comunmente utilizado es el grado de sustitucion, (DS),
que representa el numero promedio de derivados de octenilsuccinato por unidad
de glucosa (Sweedman et al., 2013). El DS para el almidon MCosa fue 0.017 *
0.005, cuyo valor fue mayor al reportado por Lopez-Silva et al 2020 en almidén
de maiz normal modificado con OSA (0.0112 + 0.001), lo que se puede atribuir al
contenido de amilosa. Estudios previos han revelado que la esterificacién con
OSA es un proceso complejo afectado por el contenido de amilosa, tamafo de
particula y estructura molecular, cuya reaccion ocurre principalmente en la region
amorfa del almidén (Simsek et al., 2015).

4.5.2. Distribucion y tamaino de particula

En el Cuadro 14 se muestra el diametro medio superficial (D3s,2) y los diametros
en el 10%, 50% y 90% de la distribucion acumulativa de los granulos de
almidones MC y MCosa. El almidon modificado de maiz cacahuacintle con OSA
mostré un aumento significativamente mayor en el diametro medio de area (D3,2)
de los granulos, con un valor de 16.80 £+ 0.10 ym, en comparacion con su
homodlogo nativo (14.26 + 0.06 pm). Estos resultados se respaldan con los
volumenes acumulativos d1o, dso y doo, los cuales fueron mayores en el almidon
modificado con OSA. Este incremento en tamano puede atribuirse a la reaccion
con OSA en la superficie de los granulos, lo que provocd cambios significativos
en su estructura superficial y, por ende, en su tamafo (Bajaj et al.,, 2019).
Ademas, este aumento en tamafo podria ser el resultado de efectos de

agregacion inducidos por los cambios en la naturaleza anfifilica de los almidones
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modificados con OSA, lo que coincide con lo reportado por Lopez-Silva et al.
(2019) al realizar la modificacién con OSA en almidén de maiz normal.

Cuadro 13. Diametro medio de Sauter (Ds2) y los diametros de los granulos en
el 10%, 50% y 90% de la distribucién acumulativa.

Almidon d1o (um) dso (um) dgo (um) D32 (um) Span
MC 9.73 15.23 + 2343 14.26 + 0.90 +
0.01b 0.06° 0.06° 0.06° 0.01°
MCosa 10.33 17.13 88.43 16.80 * 4.33
0.062 0.132 0.402 0.102 0.06°

Los datos son expresados como media + desviacion estandar. Letras diferentes en la misma
columna indican diferencias significativas entre las medias (p < 0.05). MC y MCosa son almidones
de maiz cacahuacintle en su forma nativa y modificada con OSA, respectivamente; d1o, dso, y deo
son diametros de particula correspondientes a 10%, 50%, y 90% de distribucién acumulativa,
respectivamente. El parametro Span es indicativo de la dispersion de tamafo de particula.

El valor de span que significativamente mayor en MCosa, siendo 4.8 veces mas
grande que el de MC. Este hallazgo esta relacionado con una distribucion mas
amplia de tamafos de particulas, lo cual podria explicarse por una mayor
tendencia de los granulos de almidon a aglomerarse (Domene-Lopez et al.,
2019).

Los granulos de MCosa mostraron una distribucion bimodal (Figura 11. A (1)) con
un pico pequeno de alrededor de 1.17 £ 0.01 ym y un pico grande de alrededor
de 12.04 + 0.03 um. Mientras que el MC mostré una distribucién unimodal (Figura

11. B (2)), mostrando su mayor pico en 14.39 + 0.03 um.
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Figura 12. Micrografias y distribucion de tamarfio de granulos de almidon de maiz
cacahuacintle: A MC: almidon de maiz cacahuacintle y B MCosa: almidén de maiz
cacahuacintle modificado con OSA. Magnificaciones:(1) 250x%, (2) 1500x, (3)
2500x.

4.5.3. Morfologia de los granulos de almidén

La microscopia electronica de barrido (SEM) se ha utilizado ampliamente para
estudiar los cambios en la estructura de los almidones causados durante las
modificaciones (Bajaj et al., 2019). La Figura 11 muestra las micrografias de SEM
de los granulos de almidon MC y MCosa. Los granulos MC exhibieron
principalmente formas esféricas, aunque algunos presentaron formas mas
ovaladas o cilindricas. Estas variaciones morfoldgicas estan influenciadas por el
genotipo de maiz y por una matriz proteica menos rigida en el endospermo
harinoso como la que presenta el maiz cacahuacintle (Timm et al., 2020). La
superficie de los granulos de MC era principalmente lisa, aunque algunos
presentaban ligeras rugosidades. Sin embargo, la modificacion con OSA alter6
significativamente la morfologia de la superficie de los granulos de almidén,
observandose superficies mas rugosas con depresiones mas pronunciadas y
bordes menos definidos, posiblemente como resultado de reacciones de
esterificacion o de una hidrdlisis leve durante el tratamiento preliminar con NaOH.
Las protuberancias que presentaron los granulos MCosa estan probablemente
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relacionadas con la agregacion de cadenas de amilosa esterificadas con OSA
concentradas en la superficie del granulo (Lopez-Silva et al., 2019). Esto sugiere
que la reaccion ocurri6 principalmente en la superficie y no en el interior de los
granulos (Xu et al., 2023).

4.5.4. Analisis FTIR

En la Figura 12 se muestran los espectros FTIR de los almidones de maiz
cacahuacintle sin modificar y los modificados con OSA. En el rango de 3500-
3000 cm™" se observa un pico ancho, el cual esta relacionado con la presencia
de grupos hidroxilo. Los picos a 2930 y 1650 cm™" se atribuyen a la vibracion de
estiramiento de C—H y al agua unida presente en el almiddn, respectivamente
(Lopez-Silva et al., 2019).

La banda en el rango de 1700-1600 cm-! esta relacionada con la expresion de la
proteina Amida |, lo que sugiere la presencia de proteina en la superficie de los
granulos de almidon. La huella digital de los almidones se presenta en el pico
mas prominente entre 1100 y 920 cm ', donde se observa un estiramiento del
enlace C-O (Lopez-Silva et al., 2019).

En comparacion con el almidén nativo, el almidon modificado con OSA mostré
una banda de absorcion a 1570 cm', atribuida a la vibracién de estiramiento
asimétrico del grupo carboxilo (COOH) o del grupo carboxilato (COO—), debido
a la formacién de almidén de otenilsiccinato de sodio en los sistemas de reaccion
alcalina. Los espectros FTIR confirmaron el éxito de la modificacion y
evidenciaron la capacidad del grupo succinilo para esterificar las cadenas de
almidén (Romero-Hernandez et al., 2021). Estos resultados respaldan la eficacia
del proceso de modificacion con OSA para alterar las propiedades del almidén,

lo cual sugiere su potencial aplicacion en diversas areas industriales.
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Figura 13. Espectro FTIR del almidon de maiz cacahuacintle nativo (MC) y
modificado con OSA (Mcosa).

4.5.5. Propiedades de la pasta

Los perfiles de pegado de los almidones MC y MCosa se muestran en la Figura
13 y los valores de los parametros de las propiedades de pegado en el Cuadro
15. Se puede observar que la modificacion quimica altera las propiedades
funcionales del almidén debido a cambios estructurales. La viscosidad pico (VP)
se define como la maxima viscosidad alcanzada cuando los granulos de almidon
son hinchados (Shi, Li, Sun, Qiu, Wei, Luan, Hu, & Tatsumi, 2016). Se puede
observar que VP de MC fue mucho mayor que la de MCosa. Un VP mas bajo se
atribuye a un menor hinchamiento del almidon, debido a una menor cantidad de
amilosa lixiviada de los granulos. La modificacion quimica revelada en FTIR y los
cambios estructurales, limitaron la regiébn amorfa de los granulos para atrapar
agua y en consecuencia una menor viscosidad maxima (Salazar-Irrazabal,

Ramirez-Tixe, Veldsquez-Barreto, and Bello-Pérez, 2023).

La temperatura en la que la viscosidad comienza a aumentar se llama

temperatura de pegado (TP). Las temperaturas de pegado de MC y MCosa
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coincidieron con las temperaturas de gelatinizacion (datos no mostrados). Se
puede observar que MCosa tuvo una TP mas baja (60.90 °C) que MC (66.50 °C),
indicando que la incorporacién de grupos OSA alteran la estructura ordenada de
las cadenas de almidén modificado, facilitando la penetracion del agua y la
hinchazén de los granulos de almidén a temperaturas mas bajas (Lopez-
Monterubio et al., 2023). Lo anterior esta acorde con los reportes de Bello-Flores
et al., (2014) donde establecen que la modificacién quimica con OSA de almidon

de Musa paradisiaca incrementa la viscosidad de la pasta y produce una
disminucion de la TP.
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Figura 14. Perfil de la pasta de almidéon de maiz cacahuacintle nativo (MC) y
modificado con OSA (MCosa).

La temperatura en la que la viscosidad comienza a aumentar se llama
temperatura de pegado (TP). Las temperaturas de pegado de MC y MCosa

coincidieron con las temperaturas de gelatinizacion (datos no mostrados). Se
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puede observar que MCosa tuvo una TP mas baja (60.90 °C) que MC (66.50 °C),
indicando que la incorporacién de grupos OSA alteran la estructura ordenada de
las cadenas de almidon modificado, facilitando la penetracion del agua y la
hinchazén de los granulos de almidén a temperaturas mas bajas (Lopez-
Monterubio et al., 2023). Lo anterior esta acorde con los reportes de Bello-Flores
et al., (2014) donde establecen que la modificacion quimica con OSA de almidon
de Musa paradisiaca incrementa la viscosidad de la pasta y produce una
disminucién de la TP.

Cuadro 14. Parametros de las propiedades de la pasta de almidon de maiz
cacahuacintle nativo (MC) y modificado con OSA (MCosa).

Tipo de Temperatura Viscosidad Descomposicion Viscosidad Retroceso

almidon  de pegado maxima (Pa.s) final (Pa.s) (Pa.s)
(°C) (Pa.s)
MC 66.50 + 1.13 3.41+ 1.18 £0.13 2.54 + 0.31+
0.09 0.21 0.02
MCosa 60.90 + 0.99 0.50 £ 0.19+£0.11 0.61+ 0.11 +
0.01 0.17 0.01

Los datos son expresados como media = desviacion estandar. Letras diferentes en la misma
columna indican diferencias significativas entre las medias (p < 0.05). MC y MCosason almidones
de maiz cacahuacintle en su forma nativa y modificada con OSA, respectivamente

La viscosidad de ruptura o descomposicion (VD) provee informacion relacionada
con la capacidad de hinchamiento del granulo, la formacién del gel o la
retrogradacion y su resistencia a la cizalla durante el proceso de calentamiento
(Lou, Huang, Fu, Zhang, Yu, 2009; Xiao, Shen, Ren, Hua, Li, Rong, Liu, Xie,
2022). La magnitud de VD de los almidones estuvo en un rango entre 0.19a 1.18
Pa.s, y el valor mas alto lo presenté MC indicando que tuvo una mayor estabilidad
que los almidones modificados con OSA. Nufiez-Bretdn, Torres-Gonzélez, Angel-
Zumaya, Peredo-Lovillo, Rivera Villanueva, Perea-Flores, Guzman-Geronimo,
Manero, Gonzalez-Jiménez, (2024) reportaron que este comportamiento se debe
a que existe una reestructuracion de sus fracciones y un mayor rearreglo de la

matriz polimérica

La viscosidad final (VF) es la viscosidad mas alta al final de la etapa de

enfriamiento y esta relacionada con la viscosidad de la pasta formada con las
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moléculas de amilosa retrogradada asociadas para formar una red tridimensional
que se enlazan con las ramificaciones de la amilopectina y los granulos de
almidon restantes son atrapados (Sharma, Singh, Subramanian, 2012). El

almidén OSA presentd un valor muy superior de VF que el almidén nativo
4.5.6. Propiedades reoldgicas

Viscosidad aparente

En la Figura 14 se presentan las curvas tipicas de viscosidad aparente en funcion
de la tasa de corte de los geles de almidon al 5% del almidén nativo y el
modificado con OSA. Se observa un comportamiento de adelgazamiento al corte
similar para ambos geles (MC y MCosa), es decir, la viscosidad disminuye a
medida que aumenta la tasa de corte. Este comportamiento esta asociado con
una alineacién de las moléculas de biopolimero a la tasa de corte aplicada, lo que
modifica su conformacion original y las interacciones biopolimero-biopolimero se
interrumpen, disminuyendo la fuerza de interaccion entre las capas del flujo
(Cortés-Viguri et al., 2021). Se puede observar que MC presentd los valores de

viscosidad mas altos en todo el rango de tasa de corte.
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Figura 15. Curvas de flujo de los geles de almidén de maiz cacahuacintle nativo
(MC) y modificado con OSA (MCosa).
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Los perfiles de flujo experimentales presentaron una adecuada correlacién (R2 >
0.98) con el modelo de Herschel-Bulkley. El indice de comportamiento de flujo (n)
esta relacionado con el comportamiento de adelgazamiento al corte, el cual se
incrementa cuando el valor de n se aproxima a cero. Los valores de n obtenidos
para los almidones se encuentran en un rango entre 0.16 a 0.59, lo que indica
que presentaron un comportamiento pseudoplastico (n < 1), siendo el menor valor

para las dispersiones de MC.

El coeficiente de consistencia K esta relacionado con la viscosidad newtoniana
de los geles de almidon y valores altos indican alta consistencia de la estructura
y la resistencia al flujo. Las magnitud de K de MC fue muy superior (99.19) que
el de MCosa (3.66), indicando que MC fue mas estructurado en la fase dispersa
y presentd viscosidades mas altas en el rango de tasa de corte estudiado
(Marboh, Mahanta, 2023)

Cuadro 15. Parametros reolégicos del modelo de Herschel-Bulkley.

Tipo de almidon 7o(Pa) K (Pa s") n
MC 3.85+0.25° 99.19 £ 0.712 0.16 £ 0.01°
MCosa 8.12 +0.282 3.66 +0.19° 0.59 + 0.022

Los datos son expresados como media + desviacion estandar. Letras diferentes en la misma
columna indican diferencias significativas entre las medias (p < 0.05). MC y MCosason almidones

de maiz cacahuacintle en su forma nativa y modificada con OSA, respectivamente.

Espectro mecénico

Los barridos de frecuencia son pruebas dinamicas que miden la respuesta de
una muestra a una deformacién constante en la region viscoelastica lineal. Se
utilizan para comprender la respuesta de un material tanto al impacto como a una
carga gradual. A través de estas pruebas, es posible obtener informacion
importante sobre la resistencia al impacto, las propiedades de amortiguacion y la
sensacion en boca del material (Zhang et al., 2021). Los cambios en los modulos
de almacenamiento (G") y de perdida (G") en funcion de la frecuencia de los geles
de MC y MCosa son mostrados en la Figura 15. En general los valores de G™ y

G" se incrementan con el aumento de la frecuencia, pero la dependencia es
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mayor en los geles modificados con OSA. Resultados similares fueron reportados
por Park et al., (2004) para geles de almidon de maiz modificado con OSA. Los
geles elaborados con MC mostraron en todo el rango de frecuencia que G' > G",
lo que es una consecuencia del comportamiento predominantemente sélido.

Mientras que los geles elaborados con MCosa presentaron un punto de cruce

entre G'y G".
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Figura 16. Espectros mecanicos de los geles de almidén de maiz cacahuacintle
nativo (MC) y modificado con OSA (MCosa).

4.5.7. Digestibilidad in vitro

El Cuadro 17 muestra el porcentaje digestibilidad de los almidones de maiz
cacahuacintle (MC y MCosa). El almidon se clasifica generalmente en tres
fracciones de digestibilidad: almidon de rapida digestion (ARD), almidén de lenta
digestiéon (ALD) y almidon resistente (AR), segun su velocidad y grado de
digestion. Estas clasificaciones estan relacionadas con el efecto fisiologico del

almidoén después del consumo con fines nutricionales (Miao et al., 2014).
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Cuadro 16. Digestibilidad in vitro del almidén de maiz cacahuacintle nativo (MC)
y modificado con OSA (MCosa).

Tipo de ARD (%) ALD (%) AR (%)
almidon

MC 66.74 £+ 0.59 @ 14.85+0.37 21.74 £0.02°
MCosa 45.65 + 0.50° 25.86 £ 0.09 @ 28.49+0.05¢°

Los datos son expresados como media + desviacion estandar. Letras diferentes en la misma
columna indican diferencias significativas entre las medias (p < 0.05). MC y MCosason almidones
de maiz cacahuacintle en su forma nativa y modificada con OSA, respectivamente.

El MC exhibié un mayor contenido de ARD, siendo 66.7 + 0.6 % y después de la
modificacion MCosa mostré una disminucion (45.7 £ 0.5 %), lo que sugiere que
los grupos OSA se injertaron en el interior de los almidones e interfirieron con la
hidrélisis enzimatica de la molécula de almidén (Shi et al., 2022).

Por otro lado, después de la modificacion con OSA, se observé un aumento en
la fraccion de ALD. Esto podria atribuirse a que la introduccion de grupos éster y
cadenas largas de carbono en las moléculas de almidon crean obstaculos que
impiden que las enzimas se unan y degraden el almidon de manera efectiva
(Zhang et al., 2017).

El contenido de AR fue mayor en MCosa, este resultado podria atribuirse a su
mayor contenido de amilosa, ademas del tratamiento con OSA, como lo han
informado en otras investigaciones (L6pez-Silva et al., 2019).

Debido a su baja digestibilidad, el almidéon MCosa es adecuado para aplicaciones
en sistemas alimentarios especiales, como alimentos horneados de digestion
lenta y sistemas de liberacion controlada de compuestos bioactivos.

4.6. Conclusiones

El almidon de maiz cacahuacintle, tanto en su forma nativa como modificado con
OSA, presenta caracteristicas fisicoquimicas, estructurales y reolégicas distintas.
La modificacién con OSA incrementé significativamente el contenido de amilosa
y redujo el contenido de amilopectina, lo que resulté en una mayor resistencia a
la digestion enzimatica y un aumento en el almidén de lenta digestion y almidon

resistente.
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La modificacion con OSA también afectd las propiedades morfologicas y
estructurales de los granulos de almidén, produciendo un aumento en el tamafo
de los granulos y una distribucion bimodal del tamafio de particula. Ademas, se
observaron cambios significativos en la morfologia de la superficie de los
granulos de almidon después de la modificacion con OSA. En la digestibilidad in
vitro, se observo una reduccién en el almidén de rapida digestion y un aumento
en el almidén de lenta digestion y almidon resistente en el MCosa en comparacion
con su forma nativa. Esto sugiere que el MCosa podria ser util en aplicaciones
alimentarias que requieran una liberacién controlada de glucosa y una reduccion
en el indice glucémico. Estos resultados respaldan el potencial del almidon de
maiz cacahuacintle y su version modificada con OSA como ingredientes
funcionales en la industria alimentaria, con aplicaciones en la produccion de
alimentos con bajo indice glucémico y sistemas de liberacién controlada de

compuestos bioactivos.
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5. CONCLUSIONES GENERALES

Los genotipos de maiz cacahuacintle provenientes de dos localidades del Estado
de México, presentan una cantidad importante de carbohidratos (84.98 y 84.59
%, respectivamente), lo cual lo hacen una fuente prometedora para la obtencion
de almidén. El proceso de extraccion de almiddn de las dos variedades de maiz
cacahuacintle, mediante la maceracién son bisulfito de sodio y su posterior
purificacion con hidroxido de sodio, permitid obtener almidones con bajos
contenidos de cenizas, proteinas y lipidos, indicando con ello que el proceso de
extraccion fue adecuado, ya que también se obtuvieron valores altos de
carbohidratos (98.57 - 98.72 %). Por otro lado, el rendimiento de los almidones
aislados vari6 de 64.12 a 8.27 %.

Los almidones aislados de maiz cacahuacintle presentaron un contenido de
amilosa (27.1 - 27.28%) y para el almidén comercial fue de 25.09 5%, indicando
que son denominados almidones normales con respecto a su contenido de

amilosa.

Los granulos del almidon de maiz cacahuacintle presentaron una morfologia
esférica y presentaban rugosidades, debido al proceso de extraccion, los cuales
difirieron con respecto a los del almidén comercial, ya que estos mostraban una
morfologia poliédrica, resultado de una matriz proteica del endospermo vitreo que

lo contenia.

El tamafo de particula de los granulos de los almidones de maiz cacahuacintle
vario de 13.23 a 15.05 ym, presentando un comportamiento unimodal, lo que

sugiere cierta uniformidad en el tamafo de los granulos.

El almidon de MA1 formd geles con una mayor viscosidad aparente, en

comparacion del obtenido de MA2 y el CS.
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Las propiedades funcionales como la capacidad de hinchamiento, el indice de
solubilidad y la capacidad de absorcion de agua mejoraron al emplear los

almidones de maiz cacahuacintle en contraste con el almidén CS.

En cuanto a la digestibilidad in vitro de los almidones de maiz cacahuacintle
presentaron mayor fraccion de almidon de lenta digestion y almidon resistente,

en comparacion con el CS.

Por su parte, la modificacion del almidén de maiz cacahuacintle con OSA afecta
significativamente sus propiedades fisicoquimicas, estructurales, reolégicas y de
digestibilidad. La modificacion con OSA increment6 el contenido de amilosa,
aumento el tamafio de los granulos de almidon y alterd su morfologia superficial.
Ademas, se observo un aumento en la resistencia a la digestion enzimatica, con
una reduccion en el almidon de rapida digestion y un incremento en el almidon
de lenta digestion y almidon resistente en el almidéon de maiz cacahuacintle
modificado con OSA. Esto sugiere un potencial uso del almidon de maiz
cacahuacintle modificado con OSA en aplicaciones alimentarias que requieran

una liberacién controlada de glucosa y una reduccién en el indice glucémico.

La investigacion actual destaca que el maiz cacahuacintle emerge como una
fuente altamente prometedora para la extraccion de almidones. Los atributos
distintivos del almidon proveniente de este tipo de maiz revelan su idoneidad para
su aplicacion en formulaciones alimenticias que demanden una excepcional

capacidad de retencidon de agua, mayor viscosidad y indice glucémico.
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