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RESUMEN

L os maices pigmentados presentan antocianinas en el grano, las
cuales pueden tener un efecto nutraceltico. Se estudiaron dos
maices pigmentados (negro y azul) y uno blanco como referencia.
El almidén aislado de los maices pigmentados tuvo menor conte-
nido de amilosa que €l del blanco (27%), importante paralaspro-
piedades funcionales de los productos elaborados con estos mai-
ces. Los almidones presentaron la cruz de malta, lo cual indico
queexisteun orden dentro del granulo. El patrén dedifraccion de
rayos X (ordenamiento de largo rango) de los almidones fue del
tipo A, pero los maices pigmentados tuvieron mayor grado de
cristalinidad, lo cual coincidi6 con lo determinado por
espectroscopiainfrarroja, quemide el ordenamiento decortoran-
go. La temperatura y entalpia de gelatinizacion no fue diferente
(p>0.05), lo cual podria estar relacionado con la longitud y distri-
bucién de las cadenas del almidén. Estos resultados pueden ser
Gtiles para conocer las condicionesy el tipo de procesamiento de
los maices pigmentados y predecir e comportamiento del almi-
don durante el almacenamiento de los productos elaborados con
este cereal.

Palabras clave: Maiz pigmentado, microscopia, propiedades
fisicoquimicas.

INTRODUCCION

| maiz (Zea maysL.) eslaplantamas domestica-

day evolucionada del reino vegetal. Existen va-

rias especies de maiz de color blanco, amarillo,
rojo, morado, café y azul. Estos maices pigmentados
estén en las 41 razas de maiz descritas en México (Or-
tegaet al., 1991), y sus colores negros, moradosy rojos
se deben alas antocianinas, compuestos presentes en el
pericarpio y en la capa de aleurona o en ambas estruc-
turasdel grano (Wellhausen et al., 1951; Salinas, 2000).
El interés por las antocianinas se debe a sus posibles
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ABSTRACT

Pigmented maize grains contain anthocyanins which can have
nutraceutical properties. Two pigmented maize varieties (black
and blue) and white maize (control) were studied. Starch isolated
from pigmented maize had lower amylose content than whitemaize
(27%); thisisimportant in the functional properties of products
prepared with these maize varieties. Starches exhibited Maltese
cross, indicating that an order exists in the granule. The X-ray
diffraction pattern (long-range order) of starcheswastypeA, but
pigmented maize, had a higher level of crystallinity, results that
concur with those determined for FTIR spectroscopy which
measures short-range order. Temperature and enthalpy of
gelatinization were not different (p>0.05); this may be related to
length and distribution of starch chains. Theseresultscan be useful
for determining the conditions and type of processing for
pigmented maizeand for predicting starch responseduring storage
of the products made from this cereal.

Key words:
properties.

Pigmented maize, microscopy, physicochemical

I NTRODUCTION

aize (Zea mays L.) is the most domesticated
and evolved plant of the plant kingdom. There
are several species of colored maize: white,
violet, brown and blue. These pigmented maize varieties
are present in the 41 maize races described in Mexico
(Ortegaet al., 1991), and their black, purpleand red colors
are due to anthocyanins, compounds that are present in
the pericarp and aleurone layer or in both structures of
the grain (Wellhausen et al., 1951; Salinas, 2000). The
interest in anthocyaninsis dueto its possible benefitsfor
health since they are considered natural antioxidants
(Wang et al., 1997), which can trap free radicals that
damage biomolecules (Lee et al., 1997; Stavric, 1994).
Carbohydrates are the main components of cereals
and account for 50 to 70% of the grain dry weight: of
these, starch and other polysaccharides (dietetic fiber)
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beneficios en la salud, ya que se consideran como
antioxidantes naturales (Wang et al., 1997), que pueden
atrapar radicales libres que dafian las biomoléculas (Lee
et al., 1997; Stavric, 1994).

L os carbohidratos son los componentes principales
deloscerealesy representan 50 a 70% del peso seco del
grano; de éstos, el almidon y otros polisacaridos (fibra
dietética) son los principales constituyentes. Aproxima-
damente 86 a 89% del endospermo del maiz esalmidon,
organizado en particul as discretas (granul os), cuyamor-
fologia, tamafio y caracteristicas moleculares son pro-
pias de cada especie botanica (French, 1984). Quimica-
mente el almidén es un polimero de glucosas unidas a
través de enlacesa-1-4 y @-1-6 (en los puntos de ramifi-
cacion). El amidén estd compuesto por dos
macromoléculas con diferente estructura: la amilosa o
componente lineal, y la amilopectina o componente ra-
mificado. Dentro de los grénulos, el amidon tiene un
arreglo semicristalino, y lacristalinidad se debe a orde-
namiento y longitud de las cadenas de amilopectina
(Robin et al., 1974; Hizukuri, 1986; Oates, 1997). En €
amidon de maiz este arreglo produce un patron de
difraccion de rayos X denominado tipo A. El modelo
guimico propuesto paraeste tipo de estructura esta basa-
do en & empaguetamiento de las dobles hélices, en las
cuales cada giro esta formado por seis moléculas de glu-
cosa y forman un arreglo monoclinico que puede unir
dentro de esta estructuraseis mol écul as de agua (I mberty
et al., 1988). En productos a base de maiz como tortillas,
botanas, cereales para desayuno y postres, e amidon
tiene una funcién muy importante en las propiedades
fisicoquimicas, funcionales y nutricionales de dichos
productos.

Debido aqueel amidénesel principal constituyente
del maiz, y que para los maices pigmentados no se en-
contraron estudios en laliteratura revisada, acercadela
caracterizacion de este polisacarido, el objetivo del pre-
sente estudio fue aislar el amidén en dos variedades
pigmentadas y evaluar sus caracteristicas morfol 6gicas
y moleculares usando diferentestécnicasinstrumental es.
Esto esimportante para explicar el comportamiento du-
rante el procesado y almacenado de | os productos el abo-
rados con estas variedades.

MATERIALES Y METODOS
Obtencioén de las harinas

Las semillas de maices pigmentados (negro y azul), y una varie-
dad blanca, fueron generadas en un programa de mejoramiento
genético del Colegio de Postgraduados, México. Los granos fueron
molidos (Mapisa Internacional SA. de C.V., México, D.F) hasta un
tamafio de particula que pasaralamalla50 U.S. (300 mm), y laharina
se almacend en frascos de vidrio a 25 °C.
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are the main constituents. Approximately, 86 to 89% of
the maize endosperm is starch, organized in discrete
particles (granules) whose morphology, size and
molecular characteristics are unique to each botanical
species (French, 1984). Chemically, starch is a polymer
of glucose joined by a-1-4 and a-1-6 bonds (at the
branching points). Starch is composed of two
macromolecules with different structures. amylose, or
linear component, and amylopectin, or ramified
component. Within the starch granules, the arrangement
issemi-crystalline, and crystallinity depends on the order
and length of theamylopectin chains(Robinetal., 1974,
Hizukuri, 1986; Oates, 1997). In cornstarch, this
arrangement produces a pattern of X-ray diffraction
denominated type A. The chemical model proposed for
thistypeof structureisbased on the packing of thedouble
helices, inwhich each turnisformed by six molecul es of
glucose forming a monocline that can, within this
structure, join six water molecules (Imberty et al., 1988).
In maize-based products such as tortillas, snacks,
breakfast cerealsand desserts, starch hasavery important
function in the physical-chemical, functional and
nutritional properties of these products.

Because starch is the main constituent of maize and
because for pigmented maize no studies were found in
the literature reviewed about the characterization of this
polysaccharide, the objective of this study wasto isolate
the starch from two pigmented varieties and eval uate its
morphological and molecular characteristics using
different instrumental techniques. This is important in
explaining the response of the products made with these
varieties during processing and storage.

M ATERIALS AND M ETHODS
Flours

The seeds of pigmented maize (black and blue) and awhite variety
were generated in a genetic improvement program of the Colegio de
Postgraduados, M éxico. The grainswere ground (M apisa I nternacional
SA. de C.V,, Mexico, D.F) until the particles passed through a 50
U.S. screen (300 mm); this flour was stored in glass jars at 25 °C.

Proximal analysis of the flours
The gravimetric moisture content was determined by weighing 2
to 3 g of sample and drying in an oven at 130+2 °C for 2 h. The ash,
protein (Nx5.85) and fat contents were quantified by the official
methods 08-01, 46.13, and 30.25 of the AACC (AACC, 2000).

Isolation of starch

The method developed by Gémez et al. (1992) was used with
slight modifications: time left to set in ether and the different screens
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Andlisis proximal de las harinas

El contenido de humedad se determiné gravimétricamente pe-
sando 2 a 3 g de muestray secandola en una estufa a 130+2° C por
2 h. Las cenizas, proteina (Nx5.85) y grasa se cuantificaron por los
métodos oficiales 08-01, 46.13 y 30.25 de laAACC, (AACC, 2000).

Aislamiento del almidén

Se us6 & método desarrollado por Gémez et al. (1992) con lige-
ras modificaciones: el tiempo de reposo en éter y las diferentes mallas
usadas en €l tamizado. El maiz se molié para obtener una harina, se
pesaron 500 g, seadiciond 1 L de éter etilico y se dejo reposar por 24 h.
Se elimind el éter mediante decantacion y la harina hiimeda se molié
con 1L de etanol a 96%. La suspension se tamizé en mallas 40, 100 y
200 U.S. y los residuos retenidos en cada malla se lavaron con etanol a
96% para recuperar la mayor cantidad de almidon. La suspension de
almidén fue centrifugada a 3000xg por 20 min y € precipitado (almi-
dén) se colocd atemperaturaambiente paraeliminar € exceso de etanol.
El polvo obtenido se amacend en un frasco de vidrio.

Almidon total

Para verificar la pureza del almidén aislado se determiné el con-
tenido deamidon total por el método enzimético de Gofii et al. (1997).

Amilosa total

Se cuantificd usando e método colorimétrico de Hoover y
Ratnayake (2002).

Microscopia de luz

Se coloco una pequefia cantidad de almidén en un portaobjeto,
se mezclé con unagota de agua destiladay se le puso un cubreobjetos.
Los granulos de almidén fueron observados en un microscopio (Leitz,
Wetzlar, Alemania) con luz normal y polarizada.

Difraccion de rayos X

El amidon fue colocado en el portamuestra del difractémetro de
rayos X (Bruker D5005, Inglaterra) de angulo ancho, equipado con
una fuente de cobre operado a 40 KV y 30 mA, produciendo una
radiacion de CuK, con unalongitud de onda de 1.54 A. Los datos se
recolectaron en un rango de 4-38° aintervalos de 0.1° con una veloci-
dad de barrido de 60s/°. La linea base del difractograma se corrigié
en el intervalo de barrido y e vector se normalizo utilizando el soft-
ware OPUS 3.0 (Bruker, UK) antes de calcular e indice de
cristalinidad.

Espectroscopia infrarroja

Los espectros de infrarrojo medio se obtuvieron con un
espectrofotometro infrarrojo (Bruker, Inglaterra) equipado con un

used to sift. The mai ze was ground to obtain flour; 500 g were weighed,
1L of ethylic ether was added and the mixture left to settle for 24 h.
The ether was eliminated by decanting and the moist flour was ground
with 1 L of 96% ethanol. The suspension was strained through 40,
199 and 299 U.S. screens and the residues retained by each screen
werewashed with 96% ethanol to recover the greatest amount of starch
possible. The starch suspension was centrifuged at 3000xg for 20 min
and the precipitate (starch) was left at room temperature to eliminate
excess of ethanol. The powder obtained was stored in glass jars.

Total starch

To verify the purity of the isolated starch, the content of total
starch was determined by the enzymatic method of Gofii et al. (1997).

Total amylose

Total amylose was quantified using the colorimetric method of
Hoover and Ratnayake (2002).

Light microscopy

A small amount of starch was placed on a dide, mixed with a
drop of distilled water and covered with a slide cover. The starch
granuleswere observed under amicroscope (L eutz, Wetzlar, Germany)
with normal and polarized light.

X-ray diffraction

The starch was placed in the sample holder of the wide-angle X-
ray diffractometer (Bruker D5005, UK), equipped with acopper power
source operated at 40 KV and 30 mA, producing a CuK,, radiation
with awave length of 1.54 A. The data were collected in arange of 4
to 30° at intervals of 0.1° with a scanning speed of 60s/°. The base
line of the diffractogram was corrected in the scanning interval and
the vector was normalized using the software OPUS 3.0 (Bruker, UK)
before calculating the crystallinity index.

Infrared spectroscopy

Mean infrared spectra were obtained with a spectrophotometer
(Bruker, UK) equipped with aDTGS detector and asimple reflectance
thermal cell with a diamond crystal (Graseby-specac Ltd., UK). A
sealed sapphire cover with a rubber ring seal was used to minimize
losses of moisture during the measurements. For each sample, 32 scans
with a resolution of 4 cm~! were collected; these were grouped to
obtain an average value. Each sample was done in quadruplicate.
Before beginning the experiments with the samples, a run with open
cells was performed to assure that there were no variations in the
intensity of the equipment. The datawere analyzed using the software
OPUS 3.0 (Bruker, UK). For analysis of the carbohydrate region of
the spectrum (1200-800 cm~1), acorrection of the base line was made
using a single point at 1900 cm~1. The spectrum was deconvulated
(Kauppinen et al., 1981) in this region, where the line assumed a

AGAMA-ACEVEDO et al. 421
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detector DTGS y una celda térmica de simple reflectancia con un
cristal de diamante (Graseby-specac Ltd., U.K.). Se utilizé una cu-
bierta sellada de zafiro con un anillo de goma, con la finalidad de
minimizar |as pérdidas de humedad durante las mediciones. Para cada
muestra se recolectaron 32 barridos con una resolucién de 4 cm=1y
Se agruparon para obtener un valor promedio. Cada muestra se hizo
por cuadruplicado. Antes de iniciar los experimentos con las mues-
tras, se hizo una corrida con la celda abierta, para observar que no
existieran variaciones en laintensidad del equipo. Los datos se andli-
zaron usando el software OPUS 3.0 (Bruker, UK). Para el andlisis de
laregién de carbohidratos del espectro (1200-800 cm~1), se hizo una
correccion de la linea base usando un solo punto a 1900 cm=. El
espectro fue deconvulado (Kauppinen et al ., 1981) en esaregion, donde
la forma de la linea asumida fue tipo Lorentz, con un factor de
deconvolucién de 750 cm~y un factor de reduccion de ruido de 0.2.

Calorimetria diferencial de barrido

La temperatura y entalpia de gelatinizacion de los amidones se
estudiaron mediante esta técnicausando un calorimetro DSC 7 (Perkin
Elmer, Inglaterra), el cual fue calibrado con indio y ciclohexano. Se
peso el amidon (9-11 mg base seca) en recipientes de acero inoxida
ble, se adicion6 agua destilada (aproximadamente tres veces mas que
el peso del amidoén) para crear un exceso de agua. Los recipientes
fueron sellados herméticamente y colocados en un agitador rotatorio
durante toda la noche para hidratar completamente las muestras antes
de analizar en el equipo. Las muestras se calentaron en el calorimetro
desde 0 a 130 °C aunavelocidad de 10 °C min~2. Un recipiente vacio
se usd como referencia. Las muestras se analizaron por triplicado.

Andlisis estadistico

Se hizo un andlisis de varianza con un criterio de clasificacion y
una prueba de rango miltiple de Tukey (SPSS, V. 6.0, 1996).

REesuLTADOS ¥ Discusion

Andlisisquimicoy proximal
delasharinas

Los porcentgjes de humedad y cenizas presentaron
diferencias significativas (Cuadro 1). El maiz blanco tuvo
€l valor més bajo de humedad (6.6%), y €l maiz azul €l
menor contenido de ceniza (1.1%). Laproteinavario en-
tre 8.2y 9.4%, y fue similar en los maices blanco y ne-
gro. Lagrasaestuvo entre 3.7 y 4.4%, y no fue diferente
para el maiz azul y el negro. El amidoén total para €l
maiz blanco fue 60.4%, para el azul 64.9% Yy para€l ne-
gro 57.0%. En hibridos de maiz se ha encontrado 70.6 a
73.0% de almidén (Krieger et al. 1998), los cuales estan
dentro del intervalo obtenido en este estudio. La composi-
cion quimica de las muestras es variable y esté relacionada
con estadio, raza, variedad, tecnologia de cultivo y clima
(Billeb y Bressani, 2001). Los resultados de lacomposicion
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Lorentz-type shape, with a deconvolution factor of 750 cm~! and a
noise reduction factor of 0.2.

Differential scanning calorimetry

Gelatinization temperature and enthalpy of the starches were
studied with the differential scanning calorimetry technique using a
DSC?7 calorimeter (Perkin Elmer, UK), which was calibrated with
indium and cyclohexane. The starch was weighed (9-11 mg dry base)
in stainless steel recipients; distilled water (approximately three times
the weight of the starch) was added to create an excess of water. The
recipients were hermetically sealed and placed in a rotary agitator
during an entire night to completely hydrate the samples before
analysisin the equipment. The samples were heated in the calorimeter
from O to 130 °C at arate of 10 °C min™%. An empty recipient was
used as reference. The samples were analyzed in triplicate.

Statistical analysis

An analysis of variance with a single classification criterion and
a Tukey multiple range test were performed (SPSS, V. 6.0, 1996).

REesuLTs aAND Discussion

Chemical and proximal
analysisof theflours

The percentages of moisture and ash were
significantly different (Table 1). White maize had the
lowest value for moisture (6.6%) and blue maize had the
lowest content of ash (1.1%). Protein varied between 8.2
and 9.4% and was similar in white and black maize
varieties. Fat was between 3.7 and 4.4% and was not
different in blue and black maize. The total starch for
white maize was 60.4%, for blue 64.9% and for black
57.0%. In maize hybrids 70.6 to 73.0% starch has been
found (Krieger et al., 1998), which is within the range
obtained in this study. The chemical composition of the
sampleswasvaried and isrelated with stage, race, variety,
cultivation technology and climate (Billeb and Bressani,
2001). Theresultsof proximal composition of maizewere
similar to those reported by other authors, although the
varietiesweredifferent (Paredes-L opez and Saharopul os-
Paredes, 1983; Gomez et al., 1991).

Total starch (AT)

Purity of theisolated starch (total starch) was 66.2%,
73.5% and 79.2% for white, blue and black maize. White
maize had the lowest val ue, compared with the pigmented
maize, indicating that the anthocyanins possibly do not
interferein theisolation process of starch (sincethestarch
of the pigmented maize retainsthe color of thegrain), or
that the endosperm of the pigmented mai ze permits better



AISLAMIENTOY CARACTERIZACION DEL ALMIDON DE MAICES PIGMENTADOS

Cuadro 1. Composicion quimica (%) dela harina integral de maices pigmentados.
Table 1. Chemical composition (%) of whole grain flour from pigmented maize.

Muestra Humedad" Proteinas’® Cenizas! Grasal Carbohidratos®
Blanco 6.6 £ 0.09a 9.3+ 0.09a 1.2+ 0.07a 4.8 + 0.07a 78.2
Azul 9.8 + 0.05b 8.2+ 0.06b 1.1+ 0.03b 3.7+ 0.26b 77.2
Negro 8.4+ 0.21c 9.4+ 0.19 1.6 = 0.04c 4.0+ 0.02b 76.7

T Media de tres muestras + error estandar.

1 Media de tres muestras + error estandar, en base seca.
§ Nx5.85.

® por diferencia

Valores con diferente letra en una columna son estadisticamente diferentes (p<0.05).

proximal del maiz fueron similares a los reportados por
otros autores, aunqgue las variedades fueron diferentes
(Paredes-L 6pez y Sahardpul os-Paredes, 1983; Gomez et
al., 1991)

Almidén total (AT)

La pureza del amidén aislado (almiddn total) fue
66.2%, 73.5% y 79.2% para los maices blanco, azul y
negro. El maiz blanco present6 €l valor mas bajo en com-
paracién con los maices pigmentados, lo cual indicaque
posiblemente las antocianinas no interfieren en el proce-
so de aislamiento del almidon (ya que el almidén de los
maices pigmentados presentalacoloracién del grano), o
gue el endospermo de los maices pigmentados permite
un mejor aislamiento del polisacarido. Pero el contenido
de grasa (Cuadro 1) podria afectar €l aislamiento del al-
midén del maiz.

Amilosa aparente

Los maices azul y negro presentaron 20 y 22% de
amilosa aparente, mientras que €l blanco presenté un
valor més ato (27%). Estos almidones se pueden consi-
derar como normales debido a su porcentaje de amilosa.
Laamilosa es importante ya que realiza | os procesos de
gelificaciony retrogradacién del almidon cuando éste es
cocinado y amacenado, por lo que los maices
pigmentados pudieran formar productos con textura di-
ferente alos elaborados con el maiz blanco. Los almido-
nes con mayor contenido de amilosa presentan mayor
velocidad de retrogradacion (Biliaderis, 1991). Sin em-
bargo, lalongitud de las cadenas de la amilopectina in-
fluyen considerablemente en este fendmeno (Yuanet al .,
1993), lo cual afectarialatexturay digestibilidad de los
productos el aborados con este tipo de maices. Un efecto
benéfico de la retrogradacién seria la formacién de es-
tructuras retrogradadas que tienen una altaresistenciaal
ataque enzimético, yaque seformaalmidén resistente, el
cua esta asociado con la prevencion de enfermedades
como €l cancer de colon, disminucién del colesterol y

isolation of the polysaccharide. But thefat content (Table
1) could affect corn starch isolation.

Apparent amylose

The black and blue maize varieties had 20 and .22%
apparent amylose, while white maize had the highest
value (27%). These starches can be considered normal
for their amylose percentage. Amyloseisimportant since
it carries out the processes of gelling and retrogradation
of the starch when it is cooked and stored, and so
pigmented maize could result in products with atexture
different from those made with white maize. The starches
with the highest content of amylose havethe highest rate
of retrogradation (Biliaderis, 1991). However, thelength
of the amylopectin chains has a considerable influence
inthis phenomenon (Yuan et al ., 1993), affecting texture
and digestibility of the products made with this type of
maize. One beneficial effect of retrogradation would be
the formation of retrograded structures that are highly
resistant to enzymatic attack, forming resistant starch,
which has been associated with the prevention of diseases
such as colon cancer, reduction of cholesterol and glucose
inblood, aswell asproblemsof obesity (Aspet al., 1996).

L ight microscopy

White light microscopy showed the size and shape of
the starch granules, and with polarized light the order
within their structure was observed (Figure 1). What is
important isthe ordered radial arrangement of the starch
molecules due to its semi-crystalline nature. This was
evidenced by the birefringence observed as a Maltese
cross at the center of the starch grains (Figure 1b, d, f).
This is the point of development of the starch granule
during biosynthesis known as hilium. The three starches
exhibited awell-defined Maltese cross, whichisdueto a
high degree of molecular orientation of the starch
components, but does not refer to the existence of some
crystalline form within the starch granule. The Maltese
cross in the granule corroborates that the structures are
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glucosaen sangre, asi como delos problemas de obesidad
(Asp et al., 1996).

Microscopia deluz

La microscopia de luz claramostré el tamafio y for-
ma de los granulos de almiddn, y con luz polarizada se
observé el orden dentro de su estructura (Figura 1). Lo
importante es el arreglo ordenado radia de las molécu-
lasde amidon, debido asu naturalezasemicristalina. Esto
fue evidente por la birrefringencia observada como la
cruz de malta en la parte media de los grénul os de almi-
don (Figura 1b, d, f); éste es el punto de desarrollo del
granulo de almidén durante labiosintesis conocido como
hilium. Los tres almidones mostraron una cruz de malta
bien definida, lo cual se debe a un grado ato de orienta-
cion molecular de los componentes del almidon, pero
esto no hace referencia a la existencia de alguna forma
cristalinadentro del granulo deamidon. Lacruz demalta
dentro del granulo corrobora que se tienen estructuras
intactas, no dafiadas durante €l proceso de aislamiento
del almidén. Laformade los granulos fue esférica, y su
tamafio fue 3-20 um. Sin embargo, ladistribucién de ta-
marios en los almidonesfuediferente: el maiz negro tuvo
unamayor cantidad de grdnulos de 15-20 um, compara-
do con los maices blanco o azul. Estas diferencias en
tamarios y distribucion de los granulos de almidon pue-
de ser importante en las propiedades fisicoquimicas y
funcionales delos productos de maiz, yaque tamarfios de

intact, undamaged during the isolation process of the
starch. The shape of the granules was spherical and their
sizewas 3-20 um. However, the distribution of the sizes
in the starches was different: black maize had a larger
quantity of granules 15-20 um, compared with white or
blue maize. These differences in sizes and distribution
of starch granules could be important in the physical-
chemical and functional propertiesof the maize products
sincesmaller granules can absorb alarger amount of water
(Paredes-L6pez et al., 1989; Sanchez-Hernandez et al.,
2002) and result in processed products with different
characteristics. Theisolated mai ze starches have granule
sizes between 8 and 20 um (Blanshard, 1987) and normal
and waxy mai ze starches have spherica granules2-30um
(Tester et al., 2004). The size of the granules depends on
the maize variety. In asample of commercial cornstarch
a granule size between 8 and 10 um was found with
electronic scanning microscopy (Hernandez-L auzardo et
al., 2004). With starchesisolated from wheat of different
varieties, two populations of granules were obtained (2-
5 um and 18-33 um), but there were no differences in
the distribution of sizes nor in morphology, relative to
starches from normal and waxy varieties (Yoo and Jane,
2002).

X-ray diffraction

The starches exhibited a type A pattern of X-ray
diffraction (Figure 2), whichistypical in starchesisolated

Figura 1. Microscopia de luz de aimidones aislados de maices pigmentados: a) luz clara maiz negro; b) luz polarizada maiz negro; c) luz
clara maiz azul; d) luz polarizada maiz azul; €) luz clara maiz blanco; f) luz polarizada maiz blanco.

Figure 1. Light microscopy of starch isolated from pigmented maize: a) white light, black maize; b) polarized light, black maize; c) white
light, blue maize; d) polarized light, blue maize; €) white light, white maize; f) polarized light, white maize.
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granulos mas pequefios pueden absorber mayor canti-
dad de agua (Paredes-Lépez et al., 1989; Sanchez-
Hernandez et al., 2002) y dar caracteristicas diferentes
al producto procesado. Los almidones aislados de maiz
tienen tamafios de granulos de 8-20 um (Blanshard,
1987), y aimidones de maiz normal y ceroso (waxy) tie-
nen grénulos esféricos de 2-30 um (Tester et al., 2004);
el tamafio delosgranulos depende delavariedad de maiz.
En unamuestra de almidon de maiz comercial se encon-
tré6 un tamafio de grénulo entre 8-10 um usando
mi croscopiaelectrénicade barrido (Hernandez-L auzardo
et al., 2004). Con amidones aislados de trigos de dife-
rentes variedades se obtuvieron dos poblaciones de gra-
nulos (2-5umy 18-33 um), pero no hubo diferencias en
la distribucion de tamarfios ni en la morfologia, a com-
parar los amidones de las variedades normal y cerosa
(Yoo y Jane, 2002).

Difraccion derayos X

L os amidones mostraron un patrén de difraccion de
rayos X del tipo A (Figura 2), € cual es tipico en los
almidones aislados de cereales, pero se encontraron di-
ferenciasen lostamafios delos picos, |o cual se manifes-
t6 a calcular la cristalinidad. El amidén de maiz negro
tuvo unacristalinidad de 32% (+0.9), el azul 26% (+0.5)
y €l blanco 22% (+1.6). En almidonesdetrigo el porcen-
taje de cristainidad varié dependiendo de la variedad,
pero €l contenido de amilopectina fue méas importante
(Yoo y Jane, 2002); sin embargo, la cristalinidad para
esos almidones de trigo fuel0-13%, valores menores a
los determinados para los almidones de maiz en el pre-
sente estudio. Esta diferencia se debe probablemente al
método usado en el procesamiento delos datos para cal-
cular lacristalinidad, yaquelacantidad de amilopectina
cristalina en amidones normales de maiz (con 30% de
amilosa) usando difraccién derayos X estuvo entre 30y
43% (Tester et al., 2004). En el presente estudio los al-
midones tuvieron un pico pequefio aun valor de 26= 20°
(Figura 2), e cua es méas grande que €l de amidones
cerosos, lo que reflgja la presencia de complejos entre
amilosay lipidos. Esto se debealacantidad dtadelipidos
en el grano de maiz, yaque si se observalacomposicion
proximal de las harinas de maiz, los valores estén entre
3.7y 4.4%. El nivel de cristalinidad puede ser importan-
te cuando los productos con almidén son almacenados,
ya que durante el almacenamiento hay retrogradacion
del almidon, que modifica las propiedades de texturay
nutricionales de los productos. Los almidones de maiz
con mayor cristalinidad pueden retrogradar a mayor ve-
locidad (Yuan et al., 1993) o producir estructuras méas
resistentes a la hidrdlisis por las enzimas digestivas
(Renddn-Villalobos et al., 2002). Por tanto, los produc-
tos elaborados con maiz negro, como los productos

from ceredls, but differences were found in peak size,
which was manifested when crystallinity was cal cul ated.
Black cornstarch had a crystallinity of 32% (+0.9), blue
26% (+0.5) and white 22% (+1.6). In wheat starchesthe
percentage of crystallinity varied depending on the
variety, but the content of amylopectin was more
important (Yoo and Jane, 2002); however, crystallinity
for these wheat starches was 10-13%, lower values than
those determined for the cornstarchesfound in the present
study. Thisdifferenceislikely dueto the method usedin
processing the data to calculate crystallinity since the
guantity of crystalline amylopectin in normal
cornstarches (with 30% amylose) using X-ray diffraction
was between 30 and 43% (Tester et al., 2004). In our
study the starches had a small peak at avalue of 20=20°
(Figure 2), which was higher than that of waxy starches,
reflecting the presence of amylose and lipid complexes.
This is due to the high amount of lipids in the maize
grain since, if the proximal composition of the maize
flour is observed, the values are between 3.7 and 4.4%.
The level of crystalinity can be important when the
products made with starch are stored since during storage
starch retrogradation occurs, modifying the texture and
nutritional properties of the products. Cornstarcheswith
greater crystallinity can retrograde faster (Yuan et al.,
1993) or produce structures more resistant to hydrolysis
by digestive enzymes (Rendon-Villalobos et al., 2002).
Therefore, the products made with black maize, such as
nixtamalized products, could rapidly change in texture
after preparation.

Infrared spectroscopy

The information obtained with this technique is
related to the short-range ordering in the starch molecule

0.35
03 - Maiz azul
0.25

0.2

0.154

0.1 aiz negro

0.057 Maiz blanco

T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40
2Theta (grados)

Figura 2. Patrones de difraccion de rayos X de almidones aisla-
dos de maices pigmentados.

Figure 2. X-ray diffraction patterns of starches isolated from
pigmented maize.

AGAMA-ACEVEDO et al. 425



AGROCIENCIA, JULIO-AGOSTO 2005

nixtamalizados, podrian cambiar répidamente su textura
después de su elaboracion.

Espectroscopiainfraroja

La informacién obtenida con esta técnica esta rela
cionada con el ordenamiento de corto rango en lamolé-
culade amidén (Sevenou et al., 2002). L os espectrosde
los amidones estudiados se muestran en la Figura 3.
Dentro del amidén hay unaregion amorfay unacrista-
lina, y la cantidad de cada una esimportante para prede-
cir el comportamiento de este polisacarido cuando es
procesado, o €l de los productos que contienen almidén
cuando son almacenados. Larelacion delas absorbancias
(bandas) a1022:1045 cm~* se utiliz6 pararepresentar el
orden enlosamidones. Labandaaunalongitud de onda
de 1045 cm~! esta relacionada con la regién ordenada
(Smitset al., 1998) y labandaa 1022 cm=* con el com-
ponente amorfo (Van Soest et al., 1995). Los valores
obtenidos paraestarelacion fueron 1.46, 1.47y 1.37 para
los almidones de maiz azul, negro y blanco. L os amido-
nes aislados de las variedades pigmentadas tuvieron
mayor ordenamiento (més zonas cristalinas) que el al-
midén de maiz blanco, lo cual coincide con los valores
decristalinidad obtenidos por difraccion derayos X, aun-
gue esta Ultima técnica mide el ordenamiento de largo
rango en la muestra. La diferencia en e ordenamiento
decorto rango delas muestras estudiadas, podriainfluen-
ciar algunas propiedades fisicoquimicas y funcionales,
asi como la digestibilidad de estos almidones.

Calorimetria diferencial debarrido (CDB)

Con la CDB se estudiaron las propiedades de
gelatinizacién delos a midones en exceso de agua (Cua-
dro 2). No hubo diferencias apreciables en las tempera-
turas de inicio de la gelatinizacidn entre los almidones
de maiz. Latemperatura pico, que esta relacionada con
latemperatura de gel atinizacion promedio de los granu-
los de almiddn, no fue estadisticamente diferente para
los tres amidones (p>0.05); ademés, |a temperatura fi-
nal mostré un comportamiento similar. Las entalpias de
gelatinizacion fueron 18.9, 19.0y 18.5 g=* de amidén
seco parael negro, azul y blanco, lo cua indicaque estos
amidones requieren una energia similar para su
gelatinizacién. Latransicion observada correspondeala
disociacién de las moléculas de amilosay amilopectina
dentro delosgranulosdeamidén, asi comolalixiviacion
de amilosa hacialafase acuosa o continua (Fujitaet al.,
1992; Liu et al., 1991; Rusell y Juliano, 1983). Latem-
peratura de gelatinizacion para un almidén de maiz co-
mercial fue 69.5 °C y la entalpia (AH) 13.8 jg=*!
(Lewandowicz et a., 2000). Pero Wang y White, (1994)
encontraron una temperatura mayor (71.5 °C), y una AH
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(Evenou et al., 2002). The starch spectra studied are
shownin Figure 3. In starch thereisan amorphousregion
and acrystallineregion; the quantity of eachisimportant
in predicting the response of this polysaccharidewhen it
is processed or that of the products that contain starch
when they are stored. The absorbance ratio (bands) of
1022:1045 cm~* was used to represent the order in the
starches. The wave length band of 1045 cm~1 isrelated
to the ordered region (Smits et al., 1998) and the band at
1022 cm~* to the amorphous component (Van Soest et
al., 1995). The values obtained for this ratio were 1.46,
1.47, and 1.37 for the blue, black and white cornstarches.
The isolated starches of the pigmented varieties had
greater ordering (more crystalline areas) than white maize
starch, coinciding with the crystallinity values obtained
by X-ray diffraction, athough the latter technique
measures long-range ordering in the sample. The
differencein short-range ordering of the studied samples
could influence some of the physical-chemical and
functiona properties, such as the digestibility of these
starches.

Differential scanning calorimetry (DSC)

With DSC the gel atinization properties of the starches
in excess water were studied (Table 2). There were no
appreciable differences in the temperatures at initial
gelatinization among the cornstarches. The peak
temperature, which is related to average gelatinization
temperature of the starch granules, was not statistically
different (p>0.05) among the three starches; the final
temperature also exhibited similar response. The
gelatinization enthal pieswere 18.9, 19.0 and 18.5 g of
dry starch for black, blue and white, indicating that these

Absorbanciarelativa
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Longitud de onda (cm™)

Figura 3. Espectros de infrarrojo de almidones aislados de mai-
ces pigmentados.

Figure 3. Infrared spectra of starches isolated from pigmented
maize.
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Cuadro 2. Gelatinizacion de almidones aislados de maices pigmentados medida por calorimetria diferencial de barrido'
Table 2. Gelatinization of starches isolated from pigmented maize measured by differential scanning calorimetry.

Complegjo amilosa-lipido

Muestra T T T; AH (jg™) AH (g
Azul 65.8 + 0.05 73.1+£ 0.26 79.9+ 0.52 19.0+£0.14 0.4
Blanco 64.7 £ 0.22 73.3+ 0.08 80.2+0.11 185+0.0 0.2
Negro 65.9 + 0.03 72.8+ 0.08 79.7+ 0.9 18.9+0.10 0.3

T;, T,, T; Temperaturas de gelatinizacion.

AH (y g~9 entalpia de gelatinizacion por gramo de almiddn, base seca.

T Media de tres repeticiones + error estandar.

Valores con diferente letra en una columna son estadisticamente diferentes (p<0.05).

menor (12.8jg2) parael almidon de maiz . Paraun ami-
doén aislado de 15 lineas de maiz nuevas, se encontraron
temperaturas de gelatinizacién entre66.1y 71.6 °C (Ji et
al., 2003). Estastemperaturas fueron ligeramente meno-
res que | as obtenidas paralos maices pigmentados, pero
los AH fueron mayores, posiblemente porque en € pre-
sente estudio estos valores se calcularon por gramo de
almidon, pero Ji et al. (2003) lo calcularon por gramo de
muestra, y en ocasiones lamuestrano es completamente
almidon, ya que contiene impurezas.

Los termogramas para los almidones de maices
pigmentados presentaron un pico pequefio de fusion de-
bido ala disociacion del complejo amilosa-lipidos (97-
102 °C). Estos resultados coinciden con €l pico pequefio
observado por difraccion de rayos X, mencionado ante-
riormente, e cua se formaria por la presencia de esta
clase de complejos.

CONCLUSIONES

El contenido de almidon en los maices estudiados
estuvo entre 57.0 y 64.9%, aislandose con unapurezade
66.2 a79.2%. L os almidones de maices pigmentados tu-
vieron menos amilosaque e maiz blanco, lo cual coinci-
de con los valores mayores de cristalinidad determina-
dospor difraccién derayos X y espectroscopiainfrarroja.
Los grénulos de los almidones tuvieron un tamarfio entre
3-20 mm pero se encontraron diferencias en la distribu-
cién de tamarios, lo cual podriarepercutir en sus propie-
dadesfuncionalesy nutricionales. El almidon aislado del
maiz azul presentd un mayor contenido de antocianinas
gue €l amidén del maiz negro, aunque en las harinas
integrales el maiz negro tuvo 10 veces mayor concentra-
cién de éstas que & maiz azul. Las temperaturas de
gelatinizacion delostresamidonesfueron similares, pero
seencontraron ligeras diferencias en lasentalpias de este
fendmeno, ya que los maices pigmentados tuvieron va-
lores mayores, lo cua estarelacionado con laestructura
molecular delos almidones. Lainformacion obtenidaes
importante parael procesamiento de estos maices, yasea
para la preparacion de tortillas u otros productos como

starches require similar amounts of energy for
gelatinization. Thetransition observed correspondsto the
dissociation of the amylose and amylopectin molecules
within the starch granules, aswell asto thelixiviation of
amylose toward the aqueous or continuous phase (Fujita
etal., 1992; Liuet al., 1991; Russel and Juliano, 1983).
Gelatinization temperature for acommercia cornstarch
was 695 °C and enthalpy (AH) was 13.8 jg—!
(Lewandowicz et al., 2000). But Wang and White (1994)
found a higher temperature (71.5 °C) and a lower AH
(12.8 jg~?) for cornstarch. For isolated starch from 15
new maize lines, gelatinization temperatures between
66.1 and 71.6 °C were found (Ji et al., 2003). These
temperatures were slightly lower than those obtained for
pigmented maize, but the AH were higher, possibly
because in our study these values were calculated per
gram of starch, while Ji et al. (2003) calculated it per
gram of sample, and occasionally the sampleis not all
starch, but contains impurities.

Thethermogramsfor starchesfrom pigmented maize
had a small fusion peak due to the dissociation of the
amylose-lipid complex (97-102 °C). These results
coincide with the small peak observed for X-ray
diffraction mentioned above, which would form because
of the presence of this type of complex.

CONCLUSIONS

The starch content in the studied maize varietieswas
between 57.0 and 64.9%, isolated with a purity of 66.2
to 79.2%. The pigmented maize starch contained less
amylose than white maize, coinciding with the higher
values of crystallinity determined by X-ray diffraction
and infrared spectroscopy. The starch granules were
between 3 and 20 mm in size, but differences in size
distribution were found, which could have repercussions
in functional nutritional properties. Starch isolated from
blue maize had a higher content of anthocyanins than
the starch from black maize, although in whole grain
flours black maize had a concentration 10 times higher
than blue maize. Gelatinization temperatures of thethree
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cereales para el desayuno o botanas, asi como para pre-
decir las caracteristicas funcionales o nutricionales de
los productos durante su almacenamiento.
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