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ABSTRACT
Huauzontle seeds (Chenopodium berlandieri spp.
nuttalliae) are produced in the central part of Mexico but
their use is limited to seedling process. Thus, in order to
diversify their applications it is necessary to study their
components such as proteins and starch. Therefore, the
objective of this study was to extract and characterize the
starch contained in the seeds of huauzontle by means of
chemical and physical techniques. Analysis of the results
showed 50 % extraction yield, 72.5 % starch purity,
5.32 % moisture, 1.09 % ash, 0.083 % fat, 11.4 % total
nitrogen, and 4.13 % crude fiber. The amylose content was
10.5 %, which suggests that huauzontle starch gels could
have a low tendency to retrograde. Swelling and solubility
were similar to reported values for corn, lower than potato
and higher than quinoa starches. The peak temperature
of gelatinization was 68 °C. Pastes with 4 and 8 % (w/v)
starch exhibited solid-like behavior attributable to amylose
gelation with clear differences in dynamic moduli values
and dependence with angular frequency when starch
concentration increased. Non-Newtonian, shear-thinning
behaviors with some degree of thixotropy that disappeared
upon continuous shearing were observed. Laser diffraction
data and SEM observations revealed association of very
small (0.5-1.0 xm) starch granules into larger particles.
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ABSTRACT

Las semillas de huauzontle (Chenopodium berlandieri spp.
nuttalliae) se producen en la parte central de México pero
su uso se limita al proceso de produccién de plintulas. Asi,
con el fin de diversificar sus aplicaciones es necesario es-
tudiar sus componentes, como las proteinas y el almidén.
Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue extraer y ca-
racterizar el almidén contenido en las semillas de huau-
zontle mediante técnicas quimicas y fisicas. El andlisis
de los resultados mostré 50 % de rendimiento de extrac-
cién, 72.5 % de pureza de almidén, 5.32 % de humedad,
1.09 % de cenizas, 0.083 % de grasa, 11.4 % de nitrégeno
total y 4.13% de fibra cruda. El contenido de amilosa fue
10.5 %, lo cual sugiere que los geles del almidén de huau-
zontle podrian tener una tendencia baja a retrogradar. El
hinchamiento y solubilidad fueron similares a los valores
reportados para el maiz, menores que para papa y mayores
que los almidones de quinua. La temperatura méxima de
gelatinizacién fue 68 °C. Las pastas con 4y 8 % (p/v) de
almidén exhibieron un comportamiento semisélido atri-
buible a la gelificacién de la amilosa con claras diferen-
cias en los valores de médulos dindmicos y dependencia
con frecuencia angular cuando aumenté la concentracién
de almidén. Hubo comportamientos pseudopldsticos no
Newtonianos con cierto grado de tixotropia que desapa-
recieron tras continuo cizallamiento. Los datos de difrac-
cién laser y observaciones MEB revelaron una asociacién
de grinulos de almidén muy pequefios (0.5-1.0 #m) en

particulas mds grandes.

Palabras clave: Chenopodium berlandieri, reologfa, almidén, vis-

coelasticidad, estructura microscépica.
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INTRODUCTION

he pseudocereal huauzontle (Chenopodium

berlandieri spp. nuttalliae) is commercialized

as a broccoli-like vegetable in several states
of central México, and represents an alternative
for profitable purposes (Partap er al., 1998). The
main producing zones of huauzontle are in the
state of Puebla, with approximately 3100 t year™'
(SAGARPA, 2013). The edible part of the plant is
the inflourescence but its seeds, which are used only
for seedling process, present functional properties
for the food industry due to the presence of
antioxidants, proteins and starch, as it is the case
of other pseudocereals (Aghamirzaei er al., 2013;
Chaires ez al., 2013). Therefore, in order to diversify
the food applications of all of the huauzontle plant, it
is necessary to characterize their components and to
encourage their cultivation and use as an alternative
to cereals. The fact that huauzontle starch can be
extracted makes it available for food applications;
however, its industrial potential remains untapped
and it is important to understand the structural
characteristics of starches in order to suggest further
applications.

Starch is organized in discrete granules in most
vegetable tissues, but it is particularly abundant in
storage organs including roots/tubers, stems, seeds/
grains and fruits (Copeland ez al, 2009). The
complexity of starch biosynthesis produces variability
in amylose and amylopectin molecules, which is
reflected in the diversity of granule morphology.
Variability in granule size and shape is associated
with differences in functional properties such as
gelatinization, retrogradation, solubility, swelling
power, water-binding capacity, rheological behavior
and pasting properties (Wang ez al., 2010). For this
reason, the tendency is to look for alternative sources
to obtain starches exhibiting novel physicochemical
and functional characteristics (Nwokocha and
Williams, 2009). There are basic investigations on the
properties of starch contained in pseudocereals plants
like buckwheat (Fagopyrum esculentum) (Steadman er
al., 2001), quinoa (Chenopodium quinoa) (Chauhan ez
al., 1992) and amaranth (Amaranthus spp.) (Calzetta
et al., 2000), but none on the Mexican pseudocereal
huauzontle. Thus, the objective of the present study
was to evaluate swelling and solubility behavior,
amylose  content, gelatinization, morphology,

790 VOLUMEN 48, NUMERO 8

INTRODUCCION

| pseudocereal huauzontle (Chenopodium

berlandieri spp. nuttalliae) se comercializa

como una verdura del tipo del brécoli en va-
rios estados del centro de México, y representa una
alternativa con fines lucrativos (Partap ez 4l., 1998).
Las principales zonas productoras de huauzontle es-
tin en el estado de Puebla, con aproximadamente
3100 t ano~ ' (SAGARPA, 2013). La parte comesti-
ble de la planta es la inflorescencia pero sus semillas,
que se usan sélo para la produccién de pldntulas,
presentan propiedades funcionales para la industria
alimentaria debido a la presencia de antioxidantes,
proteinas y almidén, como en otros pseudocereales
(Aghamirzai et al., 2013; Chaires et al., 2013). Por
lo tanto, con el fin de diversificar las aplicaciones de
toda la planta de huauzontle en el drea de alimentos,
es necesario caracterizar sus componentes y fomentar
su cultivo y uso como una alternativa a los cereales.
El hecho de que el almidén del huauzontle pueda
extraerse lo hace disponible para aplicaciones alimen-
tarias; sin embargo, su potencial industrial permane-
ce sin aprovechar y es importante entender las carac-
teristicas estructurales de los almidones para sugerir
mds aplicaciones.

El almidén estd organizado en granulos discretos
en la mayoria de los tejidos vegetales, pero es muy
abundante en los 6rganos de almacenamiento, in-
cluyendo raices/tubérculos, tallos, semillas/granos y
frutos (Copeland ez al., 2009). La complejidad de la
biosintesis del almidén produce variabilidad en las
moléculas de amilosa y amilopectina, que se refleja
en la diversidad de morfologia del grénulo. La va-
riabilidad en el tamano y la forma del grinulo estin
asociados con diferencias en las propiedades funcio-
nales, como gelatinizacidn, retrogradacién, solubili-
dad, capacidad de hinchamiento y de retencién de
agua, comportamiento reoldgico y propiedades de
pegado (Wang e al., 2010). Por esta razén, la ten-
dencia es buscar fuentes alternativas para obtener al-
midones con caracteristicas funcionales fisicoquimi-
cas novedosas (Nwokocha y Williams, 2009). Hay
investigaciones bdsicas sobre las propiedades del al-
midén contenidas en plantas pseudocereales como
trigo sarraceno (Fagopyrum esculentum) (Stead-
man et al., 2001), quinua (Chenopodium quinoa)
(Chauhan ez al., 1992) y amaranto (Amaranthus
spp.) (Calzetta er al., 2000), pero ninguno en el
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particle size and rheological behavior of huauzontle
seed starch.

MATERIALS AND METHODS
Starch extraction

The raw mature seeds were collected from huauzontle crops
from Cholula, Puebla, Mexico. Cholula has a temperate climate
with an average temperature between 18-20 °C, and the rainy
season from May to October provides 800 to 900 mm of rainfall
per year. The soils of the region are predominantly Feozem type
(INEGI, 2014).

The seeds were cleaned manually to remove foreign objects.
Starch was isolated according to Lindeboom ez a/. (2005) and air-
dried at 38 °C in a convection oven (Thermal Control, Genlab,

Widnes, England).
Chemical analysis

The starch moisture, ash, total nitrogen (protein content
calculated as nitrogenX6.25), crude fat, crude fiber and
carbohydrates were determined according to AOAC (1990)
methods. Reducing sugars were determined by the dinitrosalicylic

acid (DNS) method (Bernfeld, 1951).
Starch and amylose

Starch was determined by an enzymatic method using a
Starch Assay Kit (Sigma-Aldrich, USA) based on the hydrolysis
of starch to glucose catalyzed by ¢-amylase and amyloglucosidase
(Sigma-Aldrich, 2014). Amylose content was analyzed using an
Amylose/Amylopectin Assay Kit (Megazyme, Ireland) based on
the concanavalin A method (Yun and Matheson, 1990).

Swelling power and solubility

Starch paste was prepared at 4 % (w/v) by using a
thermostatic bath (Polystat mod. 12101-50, Cole Parmer,
USA) with a gradual heating program (1.5 °C min ") from 25
to 90 °C under constant stirring. The paste was kept at 90 °C
for 10 min. Determinations were carried out as described by

Leach et al. (1959).
Gelatinization and rheological behavior
The gelatinization properties of starch were determined

using differential scanning micro-calorimetry (Micro-DSC

7-evo, Setaram Instruments, Caluire, France). Starch dispersions

pseudocereal mexicano huauzontle. Asi, el objetivo
del presente estudio fue evaluar el comportamiento
de hinchamiento y solubilidad, contenido de ami-
losa, gelatinizacién, morfologia, tamafio de las par-
ticulas y comportamiento reolégico del almidén de
la semilla de huauzontle.

MATERIALES Y METODOS
Extraccién del almidén

Las semillas maduras fueron obtenidas de cultivos de huau-
zontle de Cholula, Puebla, México. Cholula tiene un clima tem-
plado con una temperatura promedio de 18 2 20 °C, y la época de
lluvias de mayo a octubre proporciona 800 a 900 mm de lluvia
por afio. Los suelos de la region son predominantemente de tipo
Feozem (INEGI, 2014).

Las semillas se limpiaron manualmente para quitar objetos
extranos. El almidén se aislé de acuerdo con Lindeboom ez al.
(2005) y se sec6 a 38 °C en un horno de conveccién (Control

Térmico, Genlab, Widnes, Inglaterra).
Andlisis quimico

La humedad del almidén, cenizas, nitrégeno total (con-
tenido de proteinas calculado como nitrégenoX6.25), grasa
cruda, fibra cruda y carbohidratos se determinaron segin los
métodos AOAC (1990). Los azticares reductores se determi-
naron por el método del 4cido dinitrosalicilico (DNS) (Bern-

feld, 1951).
Almidén y amilosa

El almidén se determiné con un método enzimdtico usan-
do un kit Starch Assay (Sigma-Aldrich, EE.UU.), basado en
la hidrélisis de almidén a glucosa catalizada por a-amilasa y
amiloglucosidasa (Sigma-Aldrich, 2014). El contenido de ami-
losa se analizé con un kit Amilose/Amylopectin Assay (Mega-
zyme, Ireland) basado en el método de concanavalina A (Yun y
Matheson, 1990).

Poder de hinchamiento y solubilidad

La pasta de almidén se preparé a 4 % (p/v) usando un bafio
termostdtico (Polystat mod. 12101-50, Cole Parmer, EE.UU.)
con un programa de calentamiento gradual (1.5 °C min~ 1) de
25 a 90 °C con agitacién constante. La pasta se mantuvo 10
min a 90 °C. Las determinaciones se realizaron segtn Leach ez

al. (1959).
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at 4 % (w/v) were placed in the sample cell. The samples were
heated from 25 to 90 °C at a rate of 1.2 °C min~". Once the
samples reached 90 °C they were maintained 10 min and then
cooled to 25 °C at rate of 1.2 °C min~". Onset (T, and
peak (T},) temperatures, and enthalpy of gelatinization (AH)
were determined. The rheological properties were analyzed
for 4 and 8 % (w/v) starch pastes. The starch dispersions were
heated in sealed tubes immersed in a water bath maintained at
99 °C for 30 min. The samples were agitated 3 min until pasting
occurred. The pastes were removed and left at 25 °C and 1 h
later the rheological properties were evaluated. Rheological
measurements were carried out in a rheometer (Ares® RFS I1I™,
TA Instruments, USA) with serrated parallel plates geometry
(25 mm in diameter and 1 mm gap). The storage modulus (G)
and loss modulus (G”) of the starch pastes were determined by
small deformation oscillatory measurements in the zone of linear
viscoelasticity, previously determined from strain sweep tests
carried out at 25 °C and 6.28 rad s~ . The variation of shear
stress with shear rate was examined at 25 °C within a 0-140 s
range. Two consecutive up and down shear rate loops, 6 min up

and 6 min down, for each loop were carried out.
Particle size and distribution and starch morphology

Particle size and particle size distribution of the starch
granules were measured by laser light scattering (Mastersizer
2000, Malvern Instruments®, UK) for 4 and 8 % (w/v) pastes.
A polydisperse mode of analysis and a 300 mm lens were used.
The starch was evenly dispersed in deionized water with magnetic
agitation to attain an obscuration of 20-30 %. The particle size
distribution was determined in triplicate, and the results were
expressed as volume (%) occupied by starch granules (Tecante
and Doublier, 1999). Granule micrographs were obtained with a
JSM 35 Genie Scanning Electron Microscope (SEM). The starch
was sprinkled onto a double-backed adhesive carbon tab stuck to
a circular aluminum stub. The aluminum stub with the starch
sample on it was placed in the vacuum chamber of a Polaron
PS 3 sputter coater, after attaining a vacuum of 0.1-0.2 Torr and
plasma current of 42 mA; the gold coating process was carried
out for 140 s. The stub with gold-coated starch was then placed
in the SEM chamber which was evacuated before the electron
beam was turned on. A 10 kV/2.05 setting was used for the

subsequent imaging on starch, and the aperture size was fixed at 3.
Statistical analysis
To wverify the statistical significance between three

measurements of each variable, means and standard deviation

were determined (Fry, 1996).
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Gelatinizacién y comportamiento reolégico

Las propiedades de gelatinizacién de almidén se determina-
ron usando micro-calorimetria de barrido diferencial (Micro-
DSC 7-evo, Setaram Instruments, Caluire, Francia). Dispersio-
nes de almidén a 4 % (p/v) se colocaron en la celda de muestra.
Las muestras se calentaron de 25 a 90 °C a razén de 1.2 °C
min~!. Cuando las muestras alcanzaron 90 °C se mantuvieron
10 min y se enfriaron a 25 °C a razén de 1.2 °C min™". Se

determinaron las temperaturas de inicio (T, .,) las temperatu-

nset-
ras maximas (T),) y la entalpfa de gelatinizacién (AH). Las
propiedades reolégicas se analizaron en pastas de almidén al
4y 8 % (p/v). Las dispersiones de almidén se calentaron en
tubos sellados inmersos en un bano de agua mantenido 30 min
a 99 °C. Las muestras se agitaron 3 min hasta producir la pasta.
Las pastas se retiraron y dejaron a 25 °C y 1 h después se eva-
luaron las propiedades reolégicas. Las mediciones reolégicas se
realizaron en un reémetro (Ares® RES III™, TA Instruments,
EE.UU.) con una geometria de placas paralelas dentada (25
mm de didmetro y 1 mm de separacién). El médulo de almace-
namiento (G’) y el médulo de pérdida (G”) de las pastas de al-
midén se determinaron por mediciones oscilatorias de pequefia
deformacién en la zona de viscoelasticidad lineal, previamente
determinada desde pruebas de barrido de deformacidn realiza-
doa25°Cy6.28 rads™". La variacién del esfuerzo de corte con
la velocidad de cizalla se examiné a 25 °C dentro de un rango
de 0-140 s~ Dos vueltas consecutivas de velocidad de cizalla
cortante arriba y abajo, 6 min arriba y 6 min abajo, se realizaron

para cada vuelta.

Tamarno y distribucién de particula

y morfologia del almidén

El tamafo de particula y la distribucién del tamafio de par-
ticula de los granulos de almidén se midieron por medio de dis-
persion de luz ldser (Mastersizer 2000, Malvern Instruments®,
RU) para pastas al 4 y 8 % (p/v). Un modo poli-disperso de
andlisis y una lente de 300 mm fue usado. El almidén se disper-
s6 uniformemente en agua desionizada con agitacién magnética
para lograr un oscurecimiento de 20 a 30 %. La distribucién del
tamano de particula se determiné por triplicado y los resultados
se expresaron como volumen (%) ocupado por grénulos de al-
midén (Tecante y Doublier, 1999). Micrografias de grdnulos se
obtuvieron con un Microscopio Electrénico de Barrido (MEB)
Genie JSM 35. El almidén fue esparcido sobre una pestana ad-
hesiva de carbono de doble respaldo pegada a un trozo circular
de aluminio. El trozo de aluminio con la muestra de almidén se
colocé en la cdmara de vacio de un revestidor Polaron PS 3 por

bombardeo iénico, después de alcanzar un vacio de 0.1-0.2 Torr
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REsuLTs AND DiscUssION

Chemical analysis
and functional characteristics

Partial chemical composition and functional
characteristics of starch are shown in Table 1. The
starch yield of the huauzontle seeds (50+1.4 %)
was close to Chenopodium quinoa (Chauhan ez al.,
1992), amaranth (Souci et al, 2000), and corn
(Zea mays) (Ji et al., 2004); but lower than wheat
(Triticum spp.) (Aguilar and Eckhoff, 2007) starches.
Variability in yield values may have been affected
by the structure of the source and the method
used for extraction (Nwokocha and Williams,
2009). The moisture content (5.32%£0.2 %)
was low and within the acceptable range for
marketing and storage (Wolfgang ez al., 1999).
Differences in starch moisture from several samples
could be attributed to differences in drying and
storage environment (Soni ez al., 1993). The ash
(1.09%0.1 %) and fat (0.083=0.2 %) content were
slightly higher than quinoa and amaranth, but
close to corn and wheat samples. The shelf life of
flours depends largely on the fat content; thus, the
lower the fat content the highest starch shelf life
(Skrabanja ez al., 2004).

Huauzontle seed starch had higher in protein
content (11.4+0.4 %) than the values reported by
Clerici et al. (2011) for Solanum lycocarpum (6.27 %)
and Stevenson et 2l. (2006) 6.7 % for corn. Besides

y corriente de plasma de 42 mA; el proceso de recubrimiento de
oro se realizd por 140 s. El trozo con el almidén recubierto de oro
se colocd en la cdmara MEB que fue vaciada antes de encender el
haz de electrones. Una configuracién de 10 kV/2.05 se usé para
la posterior formacién de imdgenes en el almidén, y el tamafio de

la abertura se fijé en 3.
Andlisis estadistico

Para verificar la significacion estadistica entre tres mediciones
de cada variable, se determinaron las medias y la desviacién es-

tdndar (Fry, 1996).
REesurLrapos Y DiscusioN

Anilisis quimico
y caracteristicas funcionales

La composicién quimica parcial y las caracte-
risticas funcionales del almidén se presentan en
el Cuadro 1. El rendimiento de almidén de semi-
llas de huauzontle (50%1.4 %) estuvo cerca de
Chenopodium quinoa (Chauhan er al., 1992), ama-
ranto (Souci et al., 2000), y maiz (Zea mays) (Ji et
al., 2004); pero fue menor al de almidones del trigo
(Triticum spp.) (Aguilar y Eckhoff, 2007). La varia-
bilidad en los valores de rendimiento pudo ser afec-
tada por la estructura de la fuente y el método usado
para la extraccién (Nwokocha y Williams, 2009).
El contenido de humedad (5.32%0.2 %) fue bajo
y dentro del rango aceptable para comercializacién

Table 1. Results from chemical analysis and functional properties of huauzontle seed starch in comparison with quinoa, amaranth,

corn and wheat starches.

Cuadro 1. Resultados de los andlisis quimicos y propiedades funcionales del almidén de la semilla de huauzontle en comparacién

con los almidones de quinua, amaranto, maiz y trigo.

Variable/sample Huauzontle' Quinoa Amaranth® Corn” Wheat”
Yield (% d.b.) 50 52.2-69.2 55-60 45-63.8 67
Moisture (% d.b.) 5.32 6-8 11.6-13.9 11.9 12.2
Ash (% d.b.) 1.09 0.21 3.4 0.07 0.2
Fat (% d.b.) 0.083 0.01 0 0.68 1.2
Protein (% d.b.) 11.4 0.1-1.2 0.43 0.5 0.35
Amylose (%) 10.5 7-20 4.7-12.5 28 26
Solubility (%) 25.4 6-7 9.1-20 25 41
Swelling (g/g) 233 8.54-53.8 16.3-30.2 13.7-20.7 21

"This study. 1Aralujo—Farro et al. (2010); Lindeboom ez /. (2005). SCalzetta-Resio et al. (2000); Kong et al. (2009). PBlaszczak er al.
(2003); FAO (1998). “Pomeranz (1991); Gomes e al. (2009) "Este estudio. {Araujo—Farro et al. (2010); Lindeboom ez /. (2005).
SCalzetta-Resio ez al. (2000); Kong et al. (2009). PBkaszcak er 4l (2003); FAO (1998), “Pomeranz (1991); Gomes e l. (2009).
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starch, protein content would be responsible for
the textural characteristics of future huauzontle
products, as was described for buckwheat and
other grains (Skrabanja er al, 2004). Therefore,
choosing the appropriate ratio between starch and
protein content is important for designing and
manufacturing products.

The presence of protein in huauzontle seed
starch could be ascribed to non-separating protein
from the matrix where the starch is embedded inside
the grain (Ruales and Nair, 1994). By definition,
starch granule-associated proteins are the proteins
naturally positioned in and on starch granules. They
are different from storage proteins and are bound
tightly on the surface or as integrated constituents
within the granule structure, or both (Baldwin,
2001). Some authors have tried to separate the
soluble and insoluble fractions of protein from
the starch-milk of amaranth and other sources.
For example, Middlewood and Carson (2012)
reported 32 % protein content from the starch-
milk composition, and using microfiltration they
obtained a starch-rich concentrate with low protein
content.

Total carbohydrates, 82.1+0.4 %, which include
reducing sugars, 1.0%0.1 %, and crude fiber, 4.13+
0.1 %, were found in huauzontle seed starch. The
isolated starch purity was 72.5 %, which is high as
compared to 56-59 % of Pachyrhizus ahipa varieties
and to 87 % of red sweet potato ([pomoea batatas)
(Osundahunsi er al., 2003; Torruco-Uco and
Betancur-Ancona, 2007). The amylose composition
was 10.5 %, which is close to amaranth species
(Kong e al. 2009) and quinoa starch (Lorenz 1990),
but amylose content of starches from rice (Oryza
sativa) cultivars ranges from 18.1 to 31.6 % (Wang
et al., 2010). The amylose/amylopectin ratio for
huauzontle seed starch (10.5/89.5%0.29) was 0.117
and this starch could form gels with a low tendency
to retrograde (Beynum and Roels, 1985). This result
differs from corn starches (0.394) and red sweet
potato (0.519) (Osundahunsi ez al., 2003; Charles ez
al., 2005); besides, the amylose to amylopectin ratio
of potatoes (Solanum tuberosum) starches ranges from
1:2.96 (Mayan Gold) to 1:2.44 (Brodick) (Alvani
et al., 2001), which reflects the spread in amylose
content (Yusuph ez al., 2003). Variability between
samples and species can be affected by botanical
sources, climatic conditions and types of soil during
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y almacenamiento (Wolfgang ez al., 1999). Las
diferencias en la humedad del almidén de varias
muestras se pueden atribuir a las diferencias en el
secado y el ambiente de almacenamiento (Soni ez
al., 1993). El contenido de ceniza (1.09%0.1 %) y
grasa (0.083%+0.2%) fue ligeramente superior al
de quinua y amaranto, pero cercano a las muestras
de maiz y trigo. La vida util de las harinas depende
principalmente del contenido de grasa; asi, con un
menor contenido de grasa mds larga es la vida util
del almidén (Skrabanja ez al., 2004).

El almidén de la semilla de huauzontle tuvo mds
proteinas (11.4%0.4 %) que los valores reportados
por Clerici et al. (2011) para Solanum lycocarpum
(6.27 %) y Stevenson et al. (2006) 6.7 % para
maiz. Ademds del almidén, el contenido de pro-
teina serd responsable de las caracteristicas de tex-
tura de los futuros productos de huauzontle como
se describié para el trigo sarraceno y otros granos
(Skrabanja ez al., 2004). Por lo tanto, seleccionar
la relacién apropiada entre contenido de almidén y
proteina es importante para disefar y manufacturar
productos.

La presencia de proteina en el almidén de la
semilla de huauzontle podria atribuirse a la protei-
na no separada de la matriz donde el almidén estd
incrustado dentro del grano (Ruales y Nair, 1994).
Por definicién, las proteinas asociadas al granulo
de almidén son las proteinas naturalmente posicio-
nadas dentro y sobre los granulos de almidén. Son
diferentes de las proteinas de almacenamiento y es-
tdn unidas estrechamente sobre la superficie o como
constituyentes integrados dentro de la estructura
del granulo, o ambas (Baldwin, 2001). Algunos au-
tores han tratado de separar las fracciones solubles
e insolubles de proteina de la leche de almidén de
amaranto y otras fuentes. Por ejemplo, Middlewood
y Carson (2012) reportaron 32 % de contenido de
proteina de la composicién de leche de almidén, y
usando microfitracién obtuvieron un concentrado
rico en almidén y bajo en proteina.

En el almidén de semillas de huauzontle se en-
contraron 82.1+0.4 % de carbohidratos totales
que inclufan 1.0£0.1 % de azdcares reductores, y
4.13%0.1 % de fibra cruda. La pureza del almidén
aislado fue 72.5 %, la cual es alta comparada al 56-
59 % de variedades Pachyrbizus ahipa y 87 % del
camote rojo (lpomoea batatas) (Osundahunsi ez al.,
2003; Torruco-Uco y Betancur-Ancona, 2007). La
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cultivation, as well as by harvest time (Noda ez 4/,
2004).

Swelling and  solubility  patterns  provide
information about the nature of the associative
bonding within the starch granule. The ratio of
amylose and amylopectin in the starch granule
and the manner in which they are arranged inside
affect swelling and solubility of the starch (Beleia
et al., 1980). The solubility of starch is dominated
by the amylose content and amylopectin mainly
influences the starch swelling power (Tester and
Morrison, 1990). Starches such as quinoa, amaranth
and huauzontle have reduced proportions of amylose
and show low solubility when heated in excess water
(Ahamed ez al., 1996). For sources such as potato,
100 % solubility (Pomeranz, 1991) is associated with
the easy bonding of water molecules to the free
hydroxyl groups of amylose and amylopectin by
hydrogen bonds, which could increase the absorption
capacity and solubility (Singh ez al., 1994; Ahamed
et al., 1996). According to Kong ez al. (2009), there
was no correlation between amylose content and
swelling power, but the correlation was negative with
solubility index, as compared to several amaranth
genotypes with 4.7 to 12.5 % amylose. For huauzontle
seed starch, the results of amylose content, swelling
power and solubility agree with values for K350 and
R159 (Amaranthus cruentus L. from US) samples
reported by Kong er al. (2009). Huauzontle seed
starch swelling values (23.3*1.37 g g_l) are close to
quinoa (Lindeboom ez al., 2005) and corn (Sandhu
and Singh, 2007), but different from potato starches
(36.5-40.5 g g1 (Singh ez al., 2006). Low swelling
power of starches as in huauzontle seed starch may
be attributed to the presence of a large number of
crystal regions formed through the association
between long amylopectin chains (Jiang er al.,
2012). In pearl millet (Pennisetum glaucum) starches,
values obtained for huauzontle seed starch can be
considered as highly restricted as swelling power was
below 16 g g_l. Starches showing restricted swelling
behavior are relatively stable against shearing action
during cooking in water (Galvez and Resurreccion,
1992). Solubility of starch is an indicator of the
degree of starch granules dispersion after cooking.
The solubility could imply the amount of amylose
leaching out from starch granule when swelling;
therefore, the higher the solubility the higher will be
the amylose leaching (Srichuwong ez /., 2005).

composicién de amilosa fue 10.5 % que estd cerca a
la de especies de amaranto (Kong ez al., 2009) y de
almidén de quinua (Lorenz 1990), pero el contenido
de amilosa de almidones de cultivares de arroz (Oryza
sativa) varfa de 18.1 a 31.6 % (Wang ez al., 2010).
La relacién amilosa/amilopectina en el almidén de
semillas de huauzontle (10.5/89.5+0.29) fue 0.117 y
este almidén podria formar geles con baja tendencia
a retrogradar (Beynum y Roels, 1985). Este resultado
difiere de los almidones de maiz (0.394) y camote
rojo (0.519) (Osundahunsi ez a/., 2003; Charles ez al.,
2005); ademds la proporcién de amilosa a amilopec-
tina de almidones de papa (Solanum tuberosum) varia
de 1:2.96 (Mayan Gold) a 1:2.44 (Brodick) (Alvani ez
al., 2001), lo que refleja la dispersién en el contenido
de amilosa (Yusuph ez al., 2003). La variabilidad en-
tre muestras y especies puede ser afectada por fuentes
botdnicas, condiciones climdticas y tipos de suelo du-
rante el cultivo, asi como por el tiempo de cosecha
(Noda et al., 2004).

Los patrones de hinchamiento y solubilidad pro-
porcionan informacién acerca de la naturaleza del
enlace asociativo dentro del grinulo de almidén.
La relacién amilosa/amilopectina en el granulo de
almidén y la manera en que se disponen en el inte-
rior afecta el hinchamiento y solubilidad del almi-
dén (Beleia et al., 1980). La solubilidad del almi-
dén estd dominada por el contenido de amilosa y la
amilopectina influye principalmente en la potencia
de hinchamiento del almidén (Tester y Morrison,
1990). Los almidones como los de la quinua, del
amaranto y huauzontle tienen reducida proporcién
de amilosa y muestran baja solubilidad cuando se
calientan en exceso de agua (Ahamed ez a/., 1990).
Para fuentes, como la papa, 100 % de solubilidad
(Pomeranz, 1991) estd asociada con la unién ficil
de moléculas de agua a los grupos hidroxilo libres
de amilosa y amilopectina por enlaces de hidré-
geno, que podrian aumentar la capacidad de ab-
sorcién y solubilidad (Singh ez al., 1994; Ahamed
et al., 1996). Segtin Kong et al. (2009), no hubo
correlacién entre contenido de amilosa y poder de
hinchamiento, pero la correlacién fue negativa con
el indice de solubilidad, comparado con varios ge-
notipos de amaranto con 4.7 a 12.5 % de amilo-
sa. Para el almidén de semillas de huauzontle, los
resultados de contenido de amilosa, poder de hin-
chamiento y solubilidad concuerdan con los valores
de las muestras K350 y R159 (Amaranthus cruentus
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Gelatinization properties

A typical DSC thermogram for a 4 % (w/v)
dispersion of the huauzontle seed starch is shown
in Figure 1. The DSC curve shows an endothermic
peak which is attributed to the gelatinization
process. The T, for huauzontle seed starch was

68.4*0.57 °C. The T, was 63.2+0.64 °C.
For other pseudocereals, quinoa starch gelatinizes
at a relatively low temperature (54.2-61.9 °C),
which is similar to the T, of wheat and potato
starch, but lower than for corn starch. Kong ez al.
(2009) found a wide range of variations in thermal
parameters among 15 cultivars of amaranth: the
highest T\, (77.8 °C) was for cultivar K350 and
the lowest (68.8 °C) for cultivar NOI (Amaranthus
hypochondriacus). The difference in T, among
starches is attributed to the interplay of three
factors: starch composition, molecular structure of
the amylopectin and granule architecture.

The AH of huauzontle seed starch was 10.5=*
0.54] g_l. Quinoa starch has a AH of 7.3-10.5 ] g_1
(Inouchi et al., 1999), amaranth starch 15.0 to 18.4 ]
g_1 (Kong ez al., 2009), corn starch 17.2-20.5 ] g_l,
wheat starch 12.1 J g_l, rice starch 14.2-16.3 | g_1
and potato starch 18.8 ] g_1 (Zobel, 1984). The AH
gives an overall measure of crystallinity (quality and
quantity), and is regarded as an indicator of the loss

IO.Z mW

HF (mW)

endo

50 55 60 65 70
T(O

75 80 85

Figure 1. Thermograph for huauzontle seeds starch
gelatinization. HF: heat flow; T: temperature.

Figure 1. Termograma de la gelatinizacién del almidén de
semillas de huauzontle. HF: flujo de calor; T: tem-

per: atura.
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L. de EE.UU.) reportadas por Kong ez al. (2009).
Los valores de hinchamiento del almidén de la se-
milla del huauzontle (23.3+1.37 g ™) estdn cerca
de la quinua (Lindeboom ez 4., 2005) y del maiz
(Sandhu y Singh, 2007), pero diferentes de los al-
midones de papa (36.5-40.5 g g~ (Singh er al.,
2006). La capacidad baja de hinchamiento de los
almidones como en el almidén de semilla de huau-
zontle puede atribuirse a la presencia de un gran
nimero de regiones cristalinas formadas a través de
la asociacién entre las cadenas largas de amilopecti-
na (Jiang ez al., 2012). Como en los almidones del
mijo perla (Pennisetum glaucum), los valores obteni-
dos del almidén de la semilla de huauzontle pueden
considerarse como altamente restringidos ya que la
capacidad de hinchamiento era menor a 16 g g~
Los almidones que presentan un comportamiento
restringido de hinchamiento son relativamente es-
tables frente a la accién de cizallamiento durante la
coccién en agua (Gdlvez y Resurreccion, 1992). La
solubilidad del almidén es un indicador del grado
de dispersién de los granulos de almidén después
de la coccién. La solubilidad podria implicar la can-
tidad de amilosa filtrdndose del granulo de almidén
cuando se hincha; por lo tanto, mientras mayor es
la solubilidad mayor serd la lixiviacién de amilosa

(Srichuwong ez al., 2005).
Propiedades de gelatinizacién

Un termograma DSC tipico de una dispersion
de almidén al 4 % (p/v) de semillas de huauzont-
le se muestra en la Figura 1. La curva DSC mues-
tra un pico endotérmico que se atribuye al proceso
de gelatinizacion. El T\, para el almidén de semi-
llas de huauzontle fue 68.4+0.57 °C. El T ., fue
63.2+0.64 °C. Para otros pseudocereales, el almidén
de quinua gelatiniza a una temperatura relativamen-
te baja (54.2-61.9 °C), que es similar a la T}, de
trigo y del almidén de papa, pero menor que para
el almidén de maiz. Kong ez al. (2009) encontraron
una amplia gama de variaciones en los pardmetros
térmicos entre 15 cultivares de amaranto: el mds alto
Tocak (77.8 °C) fue para el cultivo K350 y el mds
bajo (68.8 °C) para el cultivo NO1 (Amaranthus
hypochondriacus). La diferencia en T, entre los al-
midones se atribuye a la interaccidn de tres factores:
la composicién de almidén, la estructura molecular

de la amilopectina y la arquitectura de grdnulos.
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of molecular order of the double helices that form
the amylopectin crystallites due to hydrogen bond
breaking within the granule (Hoover and Vasanthan,
1994; McPherson and Jane, 1999). Amylopectin
plays a major role in starch granule crystallinity,
the presence of amylose lowers the melting point
of crystalline region and the energy for starting
gelatinization (Flipse ez al., 1996).

Rheological properties

The storage modulus G’ was significantly
greater than the loss modulus G” (Figure 2), and
both moduli exhibited some frequency dependence
(Figure 3) indicating solid-like characteristics
(Nwokocha ez al., 2010; Mandala, 2012). The G’
of starch pastes is affected by the rigidity of starch
granules (Han ez al., 2002); besides, G’ is positively
correlated with amylose content and molecular
mass (Case et al., 1998). The lineal viscoelasticity
zone at 4 % concentration was 0.1 to 3.0 % strain,
while at 8 % it was 0.1 to 10.0 % (Figure 2).

Figure 3 shows the variation of storage modulus
(G’) and loss modulus (G”) with angular frequency.
G’ was higher than G” over all the frequency
range with the separation between them becoming
narrower as angular frequency increased, which is a
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El AH de almidén de la semilla de huauzont-
le fue de 10.5%0,54 ] ¢~ . El almidén de quinua
tiene un AH de 07.03 a 10.05 J g~' (Inouchi ez
al., 1999), almidén de amaranto 15.0 a 18.4 ]
g_l (Kong et al., 2009), almidén de maiz 17.2-
20.5 ] g~ ', almidén de trigo 12.1 J g~ ', almidén
de arroz 14.2-16.3 ] g~ 'y almidén de papa 18.8 ]
g~ ! (Zobel, 1984). El AH da una medida general
de cristalinidad (calidad y cantidad), y es consi-
derado como un indicador de la pérdida del or-
den molecular de las dobles hélices que forman los
cristalitos de amilopectina debido a la rotura de
enlaces de hidrégeno dentro del grinulo (Hoover
y Vasanthan, 1994; McPherson y Jane, 1999). La
amilopectina tiene una funcién importante en la
cristalinidad del grdnulo de almidén, la presencia
de amilosa baja el punto de fusién de la region
cristalina y la energia para el inicio de gelatiniza-
cién (Flipse ez al., 1996).

Propiedades reolégicas

El médulo de almacenamiento G’ fue signifi-
cativamente mayor que el médulo de pérdida G”
(Figura 2), y ambos mddulos exhibieron alguna
dependencia de la frecuencia (Figura 3), indicando
caracteristicas casi s6lidas (Nwokocha ez 4/., 2010;
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Figure 2. Average G’ (black circles) and G” (white circles) for huauzontle starch pastes, 4 % (w/v) (left), 8 % (w/v) (right) for

strain sweep tests at 25 °C and 6.28 rad/s. St: strain.

Figura 2. Promedio G’ (circulos negros) y G” (circulos blancos) para pastas de almidén de huauzontle, 4 % (p/v) (izquierda),
8 % (p/v) (derecha) para las pruebas de barrido de tensién a 25 °C y 6,28 rad/s. St: tension.
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Figure 3. Average G’ (black circles) and G” (white circles) for huauzontle starch pastes, 4 % (w/v) (up), 8 % (w/v) (right) for
frequency (F) sweep tests at 25 °C and 1 and 4 % strain, respectively.

Figura 3. Promedio G’ (circulos negros) y G” (circulos blancos) para pastas de almidén de huauzontle, 4 % (p/v) (arriba), el 8 %
(p/v) (derecha) para las pruebas de frecuencia (F) de barrido a 25 °Cy 1y 4 % de tensién, respectivamente.

characteristic of solid-like behavior. There are similar
results for other starches from Lablab purpureus
(Nwokocha ez al., 2010).

Figure 4 shows the flow behavior of 4 and 8 %
(w/v) huauzontle seed starch pastes. The shear stress
vs. shear rate curve shows the non-Newtonian shear-
thinning character of the pastes (Nunez-Santiago
et al., 2004). There are similar shear-thinning
characteristics for other polysaccharides (Nurul ez 4/.,
1999).

During the first up-down cycle, an hysteresis loop
was observed; for a given shear rate, upward shear
stresses were greater than downward shear stresses,
indicating some degree of thixotropy. However, on a
second up-down cycle the hysteresis loop practically
disappeared and the thixotropic behavior was no
longer present. This behavior, commonly observed
in starch pastes, is attributed to orientation of
starch granules along the flow field when pastes are
continuously sheared, which leads to destruction
of the original granule accommodation at the
beginning of the first up and down shear rate cycle.
An anti-thixotropic loop was observed for chemically
modified waxy corn starch, but it disappeared
when pastes were continuously sheared (Tecante

and Doublier, 1999). According to Izidoro ez al.
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Mandala, 2012). El G’ de pastas de almidén es afec-
tado por la rigidez de los granulos de almidén (Han
et al., 2002); ademds, G’ estd positivamente correla-
cionado con el contenido de amilosa y la masa mo-
lecular (Case et al., 1998). La zona de la viscoelas-
ticidad lineal a una concentracién de 4 % fue 0.1 a
3.0 % de tensién, mientras que a una de 8 % fue 0.1
210.0 % (Figura 2).

La Figura 3 muestra la variacién del médulo de
almacenamiento (G’) y el médulo de pérdida (G”)
con frecuencia angular. El G* es mayor que el G”
sobre toda la gama de frecuencias con la separacién
entre ellos estrechdndose a medida que la frecuen-
cia angular aumentd, lo cual es una caracteristica de
comportamiento casi sélido. Hay resultados simila-
res en otros almidones a partir de Lablab purpureus
(Nwokocha et al., 2010).

La Figura 4 muestra el comportamiento de flujo
a4y 8 % (p/v) de las pastas de almidén de la semi-
lla de huauzontle. El esfuerzo de corte vs. curva de
velocidad de cizalla muestra el cardcter no Newto-
niano reofluidificante de las pastas (Nufez-Santiago
et al., 2004). Para otros polisacdridos hay caracteris-
ticas reofluidificantes similares (Nurul ez /., 1999).

Durante el primer ciclo de arriba-abajo se observé
un ciclo de histéresis; para una velocidad especificada
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Figure 4. Flow curves at 25 °C for 4 % (w/v) (up) and 8 % (w/v) (right) huauzontle seeds starch pastes. Arrows indicate the
direction of increase and decrease of shear rate for two consecutive up-down cycles shown by continuous and dashed

lines. SS: shear stress; SR: shear rate.

Figure 4. Curvas de flujo a 25 °C para pastas de almidén de huauzontle 4 % (p/v) (arriba) y 8 % (p/v) (derecha). Las flechas
indican la direccién de aumento y disminucién de la velocidad de corte para dos ciclos consecutivos de arriba-abajo
mostrados por lineas continuas y discontinuas. SS: tensién de corte; SR: velocidad de corte.

(2007), the knowledge of rheological parameters
is important in industrial applications not only to
determine the energy consumption to pump a fluid
with greater viscosity, but also to solve problems
with air incorporation, which causes difficulties in
pump operation and with undesired reactions such
as oxidation and contamination. Examination of the
rheological properties of starches is an important step
in the characterization and understanding of their
functional properties.

Particle size and scanning
electron microscopy

The particle size distribution was monomodal for
4 and 8 % (w/v) pastes, and bimodal for raw starch
(Figure 5, left). The median diameter for raw starch,
4 and 8 % starch pastes was 19.1, 14.1 and 15.5 um,
respectively. Microscopic observations (Figure 5, A-B
right) of the starch samples confirmed association as
clusters such as that reported by Varriano-Marston
and DeFransisco (1984), who observed aggregates
of 18-20 um in quinoa starch. Aggregates typical
of most starches consist of small granules, such
as quinoa, amaranth and cow cockle (Saponaria

de cizallamiento, las tensiones de cizallamiento hacia
arriba fueron mayores que las tensiones de cizalla-
miento hacia abajo, lo que indica un cierto grado de
tixotropfa. Sin embargo, en un segundo ciclo de arri-
ba-abajo el ciclo de histéresis pricticamente desapa-
reci6 y el comportamiento tixotrépico ya no estuvo
presente. Este comportamiento, comtiinmente obser-
vado en pastas de almiddn, se atribuye a la orienta-
cién de grdnulos de almidén a lo largo del campo de
flujo cuando las pastas se cortan continuamente, lo
que conduce a la destruccién del alojamiento original
del granulo en el inicio del primer ciclo de velocidad
de corte arriba y abajo. Una vuelta antitixotrépica se
observé para el almidén de maiz ceroso, quimica-
mente modificado pero desaparecié cuando las pas-
tas se cortaban continuamente (Tecante y Doublier,
1999). Segun Izidoro er al. (2007), el conocimiento
de los pardmetros reoldgicos es importante en apli-
caciones industriales no s6lo para determinar el con-
sumo de energfa para bombear un fluido con mayor
viscosidad, sino también para resolver problemas con
incorporacién de aire, lo que provoca dificultades en
el funcionamiento de la bomba y con reacciones no
deseadas, tales como la oxidacién y la contamina-
cién. El examen de las propiedades reolégicas de los
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Figure 5. Particle size distribution of raw and 4, and 8 % (w/v) huauzontle seed starch pastes (left), and SEM images (right) of
huauzontle starch, A) 800x, B) 2500x, C) 12000x and D) 30000x. V: volume; PS: particle size.

Figura 5. Distribucién del tamafio de particulas de semillas maduras de huauzontle y 4, y 8 % (p/v) de pastas de almidén
(izquierda), e imdgenes de MEB (derecha) de almidén de huauzontle, A) 800x, B) 2500x, C) 12000x y D) 30000x. V:

volumen; PS: tamaiio de particula.

vaccaria) (Lorenz, 1990). Clusters have different
size and morphology according to the processing,
drying or milling; thus, Zhao and Whistler (1994)
found spherical aggregates produced by spray drying
of the sample. In the present study, air drying and
an analytical mill of blades were used, resulting in
block aggregates. Figure 5 (C-D right) shows the
morphology of the huauzontle seed starch granules
with a 0.5-1.0 pm size, and irregular and polygonal
morphology typical of most small granule starches
(Jane ez al., 1994). The morphology and size observed
were similar to those of quinoa and amaranth cultivars
with diameters from 1.05 um to 1.32 um (Chauhan
et al., 1992; Kong et al., 2009). In the present study,
the granule surfaces were smooth and without pores,
although the presence of broken and truncated
granules is not considered in the quality standard
of starches (Sriroth ez al., 2000). The morphology
of starch granules depends on the biochemistry
of the chloroplasts or amyloplasts, as well as plant
physiology (Singh ez al., 2003). Moreover, several
factors can affect the granules’ properties, including
environmental factors such as temperature, storage
and cultural practices, thereby influencing the
physicochemical and thermal properties of starch
granules (Kaur e 4/, 2009).
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almidones es un paso importante en la caracteriza-
cién y comprensién de sus propiedades funcionales.

Tamaio de particula
y microscopia electrénica de barrido

La distribucién del tamano de particula fue mo-
nomodal para pastas de 4 y 8 % (p/v) y bimodal para
el almidén crudo (Figura 5, izquierda). El didmetro
medio de almidén crudo, y pastas al 4 y 8 % almidén
fue19.1, el 14.1y15.5 um, respectivamente. Las obser-
vaciones microscdpicas (Figura 5, A-B derecha) de las
muestras de almidén confirmaron asociacién como
bloques como los reportados por Varriano-Marston y
DeFransisco (1984), quienes observaron agregados de
18-20 um en almidén de quinua. Agregados tipicos
de la mayoria de los almidones consisten en peque-
fios granulos, como la quinua, el amaranto y la hier-
ba de vaca (Saponaria vaccaria) (Lorenz, 1990). Las
agrupaciones tienen diferentes tamanos y morfologia
de acuerdo con el procesamiento, secado o molienda;
asi, Zhao y Whistler (1994) encontraron agregados
esféricos producidos con secado por aspersién de la
muestra. En el presente estudio, se usaron secado al
aire y un molino analitico de cuchillas, y el resultado
fue agregados de bloques. La Figura 5 (C-D derecha)



PHYSICOCHEMICAL, FUNCTIONAL, THERMAL AND RHEOLOGICAL CHARACTERIZATION OF STARCH FROM HUAUZONTLE SEEDS

CONCLUSIONS

Starch was extracted from huauzontle seeds with
adequate yield and acceptable purity. The amylose
content suggests that huauzontle starch gels could
have a low tendency to retrograde. Pastes exhibited
solid-like behavior due mainly to amylose gelation,
but amylopectin-rich ghost remnants could act
as suspended particle reinforcing the solid-like
behavior of gels formed in the continuous phase,
with clear differences in dynamic moduli values
and dependence with angular frequency when
starch concentration was increased. There was
shear-thinning behavior with
some degree of thixotropy, as well as an association
of very small starch granules into larger particles.
These results are the first contribution to describing
starch from huauzontle seeds.

non-Newtonian
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