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AVANT-PROPOS

La qualité technologique des blés tendres (blé panifiable, biscuitier) détermine leur utilisation et représente le
principal critere pour les échanges commerciaux. Cependant, cette qualité présente de multiples facettes et sa
caractérisation est donc particulierement complexe. L'une des principales missions de la science des céréales est
de mieux comprendre les mécanismes reliant la composition chimique de la farine de blé a ses performances
technologiques, afin d’améliorer I'aptitude a la transformation du blé, autrement dit, sa qualité technologique.
Mise a part la teneur en protéines, peu de critéres de composition sont utilisés pour I'évaluer. Les principaux
critéres utilisés concernent des mesures réalisées sur grain, comme la dureté, le poids spécifique, ou encore
I'indice de chute d’Hagberg qui refléte I'activité amylasique. En France, plusieurs méthodes empiriques sont
couramment utilisées par les professionnels pour évaluer la qualité technologique des farines, notamment les
mesures issues de I'alvéographe (comme la force boulangére W, le rapport ténacité/extensibilité P/L, ou encore
I'indice d’élasticité le), réalisées a hydratation constante, ainsi que celles fournies par le farinographe (telles que
I'absorption d’eau des farines, le temps de développement et la stabilité), effectuées a consistance constante.
Cependant, I'évaluation finale de la qualité boulangére en France repose toujours sur le test de panification. Ce
test, long et principalement basé sur des évaluations sensorielles approfondies des caractéristiques du produit a
toutes les étapes du procédé de panification, est considéré comme l'ultime référence. L'ensemble de ces criteres
de qualité fournissent des informations pertinentes presque exclusivement pour une utilisation boulangere. Le
systeme de classement frangais des variétés est donc congu autour de la panification de type pain courant francgais
(PCF), bien que les farines soient souvent utilisées pour d’autres procédés de panification (comme le pain de mie)
ou pour des produits différents (biscuits, par exemple). Ainsi, la notion et la valeur de qualité ne peuvent étre
identique pour chaque utilisation finale de la farine.

La nécessaire adoption de nouvelles pratiques agricoles respectueuses de I'environnement, telles que la réduction
d’apports azotés, impose des contraintes sur les cultures, entrainant une variabilité croissante de la qualité des
blés destinés aux industries meuniére et boulangere, déja fortement impactée par le changement climatique
(Beauvais et al., 2022 ; Marion & Saulnier, 2020 ; Zahra et al., 2023). S'ajoute a cela I'évolution des attentes
sociétales vers une alimentation plus saine (Feil & Stamp, 1993 ; Le Gouis et al., 2020), qui poussent a I'utilisation
de « clean labels » et, par conséquent, la réduction des additifs utilisés pour corriger la variabilité de la matiére
premiere. Il devient donc nécessaire de mieux comprendre et anticiper le comportement de la pate en s’appuyant
sur des caractéristiques du grain et de la farine de blé.

C'est dans ce contexte qu’est né le projet EVAGRAIN, financé par I’ANR et coordonné par |'unité de recherche BIA
du centre INRAE de Nantes. L'un des objectifs de ce projet est de réunir les connaissances scientifiques sur les
céréales afin de mieux expliquer les variations observées autour de la qualité technologique du blé tendre et leurs
impacts. Les connaissances nouvellement acquises seront ensuite mises a disposition des acteurs économiques
du secteur céréalier.

L'ambition finale d’EVAGRAIN est de concevoir un systeme d’aide a la décision capable de générer une évaluation
précise de la qualité technologique du blé, c.-a-d. de son aptitude a répondre aux spécifications requises pour une
utilisation finale donnée. Ce projet vise notamment a explorer de nouveaux criteres de sélection des blés qui
seront intégrés a ce systéme d’évaluation.

Dans ce cadre, le projet de these présenté dans ce manuscrit a pour objectif principal de caractériser les composés
mineurs des grains de blé tendre — lipides et pentosanes — afin de déterminer si leur quantité et leurs propriétés
physico-chimiques peuvent étre utilisées comme nouveaux criteres de qualité des blés, en complément des
composés majoritaires, tels que les protéines et I'amidon, jusqu’a présent bien plus étudiés.

En effet, des travaux antérieurs ont montré que les lipides et les pentosanes jouent un réle non-négligeable en
panification, en particulier grace a leurs interactions avec les autres composants. Des interactions entre lipides et
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amidon/protéines, ainsi que la forte capacité de rétention d’eau des pentosanes (notamment arabinoxylanes) ont
particulierement été mises en évidence (Marion & Saulnier, 2020). L’hydratation des constituants de la farine est
un parametre d’une importance majeure en panification, ce qui justifie I'intérét d’étudier les arabinoxylanes, qui,
par ailleurs, présentent une variabilité structurale intraspécifique (Ordaz-Ortiz & Saulnier, 2005) et une
hétérogénéité au sein méme du grain (Marion & Saulnier, 2020 ; Saulnier et al., 2013). De plus les facteurs
environnementaux influent également sur la variabilité et I’'hétérogénéité de ces composants.

Pour remplir les objectifs de cette these, nous avons d’abord mis en place des protocoles d’analyse de ces
composants dans les farines, afin de mettre en évidence la relation entre I'eau et les pentosanes, d’évaluer leur
impact sur le comportement rhéologique des pates et enfin de comparer ces résultats avec I'évaluation actuelle
de la qualité technologique des blés. Ces étapes visent a déterminer de nouveaux criteres d’évaluation de la qualité
technologique du blé tendre, basés sur une caractérisation physicochimique des composants mineurs impliqués
dans le processus de panification.

L'impact naturel des composants mineurs du blé sur sa qualité technologique sera évalué a travers I'étude de leur
variabilité compositionnelle et structurale au sein de la collection EVAGRAIN. Jusqu'a présent, leurs effets ont été
étudiés presque exclusivement par |'ajout de ces composants aux farines de blé, parfois en concentrations trés
élevées par rapport a leur concentration naturelle, ou apres modification enzymatique. La faible concentration
des composants mineurs dans le blé rend I'étude de I'impact de leur variabilité naturelle et les interactions avec
les autres constituants particulierement complexe.

En pratique, le projet EVAGRAIN repose sur un consortium de 10 partenaires académiques et privés (Arvalis,
Axiane, Limagrain ingredients, UMR Sayfood (AgroParisTech), Spectralys, UMR 12M 5295, UMR IATE 1208, UR BIA
1268, Vegepolys Valley, Walagri). L'identification de nouveaux criteres de sélection et I'étude de leur impact en
concentrations naturelles, nécessitent la mise en ceuvre de caractérisations physicochimiques a partir d’'une
collection de blés tendres présentant une forte variabilité de composition et d’usages. Dans le cadre du projet
EVAGRAIN, 290 lots de blé ont été sélectionnés de maniére a maximiser cette variabilité pour explorer les relations
entre composition des blés et des farines et leur qualité boulangere, ceci afin de favoriser I'émergence de
nouveaux critéres de qualité. Cette collection réunit différents génotypes cultivés dans différentes régions en
France et en Belgique, et sur trois années de récolte (2020, 2021 et 2022).
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Ce manuscrit de these se divise en six chapitres, dont certaines parties sont rédigées en anglais sous la forme
d’une revue ou d’un article scientifique, articulées par des parties en francais pour compléter et rappeler la ligne
directrice de ce manuscrit.

Le chapitre | est consacré a I'état de 'art. Les généralités sur le blé, la panification et I'évaluation de la qualité sont
d’abord évoqués, puis les composants de la farine sont présentés en se focalisant sur les composants mineurs. La
partie qui concerne les pentosanes comprends une revue de littérature, portant sur leur role en panification, qui
sera soumise pour publication dans Journal of Cereal Science. Ce chapitre se termine en évoquant le réle des lipides
en panification.

Le chapitre Il présente les matériels et méthodes utilisés au cours de cette thése, notamment, les analyses des
pentosanes et des lipides, effectuées spécifiquement dans le cadre de ce travail, ainsi que les méthodes
rhéologiques utilisées et les analyses par relaxométrie RMN. Cette partie inclut également les analyses réalisées
par les partenaires du projet, dont les méthodes et outils sont également détaillés.

Le chapitre lll se concentre sur I'impact des arabinoxylanes sur I'absorption d’eau mesuré au farinographe, au-dela
des critéres classiques que sont les protéines et de I'amidon endommagé. Une partie de ces résultats a été publiée
dans Food Chemistry (Rezette et al., 2025).

Le chapitre IV est dédié a I'impact des composants minoritaires parmi les autres composants, sur le comportement
de la pate, en se focalisant sur les données de I'alvéographe, ainsi qu’une mesure du test de panification. Une
partie de ce chapitre contient une proposition d’article soumis pour publication dans Journal of cereal Science.

Le chapitre V est consacré au mécanisme d’action des arabinoxylanes sur les comportements extensionnels de la
pate et leur relation avec I'eau. Une partie de ce chapitre contient une proposition d’article soumis pour
publication dans Food Hydrocolloid.

Enfin, dans une derniére partie, nous nous efforcerons de faire la synthese de ces résultats et les perspectives que
permet de dégager ce travail.
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CHAPITRE | :
ETAT DE L’ART SUR LE ROLE DES COMPOSANTS MINEURS DU BLE DANS LE
CONTEXTE D’UNE EVALUATION DE LA QUALITE DES BLES

19



20



Ce chapitre aborde la transformation du grain en farines, le procédé de fabrication du pain, et les évaluations
actuellement utilisées par la filiere pour évaluer la qualité technologique des blés tendres. Dans un premier temps,
la mouture des grains est évoquée en expliquant les procédés utilisés pour transformer le blé en farine, qu'il
s'agisse de méthodes traditionnelles comme le broyage sur meule de pierre ou de techniques plus modernes
comme le broyage sur cylindre.

Ensuite, la composition des farines et leur role dans I'évaluation de la qualité seront examinés. Nous détaillerons
les principaux composants des farines, notamment les protéines, I'lamidon, les lipides et les pentosanes, et leurs
impacts sur les propriétés rhéologiques de la pate et sur la qualité finale du pain.

Ce chapitre accorde une attention particuliere aux composés minoritaires, lipides et pentosanes, a leur localisation
dans les grains, leur structure chimique, et leur évolution lors de la transformation des grains en farine puis tout
au long du processus de panification. Nous y discuterons notamment des recherches récentes qui mettent en
évidence le réle que jouent ces composés minoritaires dans les propriétés fonctionnelles et la qualité
technologique des farines.

Le processus de fabrication du pain sera également passé en revue, depuis la préparation de la pate jusqu'a la
cuisson. Nous soulignerons les variables critiques a chaque étape, telles que le pétrissage, la fermentation, et la
cuisson, et comment elles influencent la qualité du produit final. Nous discuterons également des évaluations de
la qualité actuellement utilisées dans l'industrie boulangere, notamment les tests de panification et les analyses
instrumentales telles que I'alvéographe et le farinographe.

En conclusion, ce chapitre vise a fournir une compréhension approfondie des processus et des composants qui
influencent la qualité des farines et du pain. Cette connaissance est essentielle pour le développement de
nouvelles méthodes d'évaluation de la qualité des blés tendres. L'accent est mis sur les composés minoritaires
afin de souligner l'intérét de les étudier pour identifier de nouveaux critéres de qualité des blés.

1. DU BLE A LA FARINE

1.1. GENERALITES SUR LE BLE

Le blé désigne plusieurs céréales du genre Triticum, monocotylédone de la famille des graminées (Poaceae). C'est
une plante annuelle qui d’adapte aux sols variés en climats tempérés. Il y a deux espéces principales
cultivées, toutes deux survenues il y a environ 10 000 ans apres une hybridation accidentelle : le blé tendre
(Triticum aestivum), hexaploide, surtout utilisé dans la fabrication de farines boulangeres et biscuitiéres, et le blé
dur (Triticum durum), plus riche en protéines, plutot utilisé dans la fabrication de semoules et pates alimentaires.

Le blé est la deuxieme céréale la plus produite dans le monde, aprés le mais, et la premiere en Union
Européenne avec 127 millions de tonnes de blé tendre (et épeautre) produites en 2022. Sur la méme année, la
France se place premiére dans la production Européenne de céréales avec une production de 60,5 millions de
tonnes, dont la grande majorité (33,7 millions de tonnes) est attribuée au blé tendre, et dont la moitié est exportée
(Intercéréales, 2023). Le blé est aujourd’hui une ressource majeure pour |'alimentation animale et humaine. Les
produits boulangers, produits transformés issus du blé tendre, sont une source énergétique importante dans
I'alimentation et sont intéressants pour leurs apports en glucides complexes et protéines végétales (CREDOC,
2016). Trente-trois pourcent (33 %) de la farine de blé tendre produite en France revient a I'utilisation en
boulangerie et en patisserie artisanale, 27 % revient a I'industrie alimentaire autre que boulangerie-patisserie, et
enfin 25 % pour la boulangerie et patisserie industrielle (Intercéréales, 2023). Le blé dur, quant a lui, est plutdt
adapté aux climats méditerranéens et est utilisé dans la fabrication des pates et semoules.
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Le grain de blé est composé de trois grands compartiments : les enveloppes externes (13 a 15 % du grain) qui
recouvrent I'aloumen amylacé (82 a 85 % du grain) et le germe (2,5 a 3 % du grain). Les enveloppes externes qui
protegent les tissus internes, sont constituées de différentes assises cellulaires avec, de I'intérieur vers I'extérieur,
la couche aleurone au contact de I'lalbumen amylacé, I'épiderme du nucelle, le testa, le péricarpe interne et le
péricarpe externe (Barron et al., 2007). Le germe est situé sur la face dorsale du grain. Une marque, le hile, se
situe dans la région d'attachement a I'extrémité basale du grain, tandis qu'a I'extrémité apicale, le péricarpe est
surmonté d’une brosse constituée de poils fins (Bechtel et al., 2009).

1.2. FABRICATION DES FARINES

La mouture est le procédé qui transforme le grain en farine. Les grains de blé sont d’abord nettoyés et
conditionnés par un mouillage permettant d’assouplir les enveloppes périphériques dures, qui permet ainsi
d’assurer une bonne séparation et faciliter le broyage.

La mouture sur cylindre sépare les enveloppes et le germe du reste du grain avec des étapes successives de
broyage et de tamisage. Les premiéres enveloppes sont séparées par cisaillement sur des cylindres cannelés qui
commencent a former des semoules, réduits ensuite sur cylindres lisses. Les plus grosses semoules sont dirigées
vers des claqueurs pour les briser en plus petites particules, puis affinés davantage par des convertisseurs pour la
transformation finale en farine. Une farine blanche est presque exclusivement constituée d’albumen amylacé,
avec des traces de couche aleurone en fonction de son adhérence avec celui-ci. Les enveloppes externes du blé,
apres broyage, formeront les sons qui sont plus ou moins incorporés a la farine blanche pour former des farines
semi-complétes ou complétes (dégermées).

La mouture sur meule de pierre, écrase I'entiéreté du grain, germe compris, et produit en général des farines
intégrales, méme s’il est possible d’introduire des étapes de tamisage des enveloppes externes. En pratique, deux
larges disques de pierre sont placés I'un au-dessus de I'autre de maniere horizontale. Tandis que la pierre du bas
reste statique, celle du haut tourne pour broyer les grains entre les deux disques. Cette technique est moins
conventionnelle aujourd’hui, car elle est moins efficace pour obtenir des farines tres blanches, et de plus, la
présence du germe riche en lipides entraine un rancissement des farines qui se conservent donc moins longtemps.

Les parameétres de mouture sont d’une grande importance car ils déterminent la composition exacte d’une farine.
Bien que toujours constituée de protéines, de lipides, de fibres, de minéraux et d’antioxydants, les grains
possedent une répartition hétérogene de ces constituants dans les différents tissus qui impactera la composition
des farines. De plus, les constituants des blés varient selon des facteurs externes tels que les conditions
climatiques, les conditions de récoltes, ou encore les modes de conservations.

De maniere générale, le minotier pratique des mélanges pour uniformiser le plus possible les farines
commercialisées selon un cahier des charges et garder une qualité constante.
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1.3. LES COMPOSANTS MAJORITAIRES DES FARINES DE BLE

1.3.1. L’AMIDON

L’amidon, se présentant sous la forme de grains, est le principal constituant de la farine de blé, allant jusqu’a 80
% de sa composition en matiére séche (ms). Quatre-vingt-dix-huit a 99 % du poids sec des grains d’amidon natifs,
est composé de deux macromolécules : I'amylose et I'amylopectine (Buléon et al., 1998). La premiere,
représentant 20 a 30 % de I'amidon, est une chaine linéaire de résidus D-glucose liés par des liaisons a(1->4) avec
un poids moléculaire d’environ 10°-10° Da, tandis que la seconde, représentant 70 a 80% de I'amidon, est une
chaine ramifiée de résidus glucose liés en a(1->4) avec des ramifications en a(1-6), possédant un poids
moléculaire plus élevé, de I'ordre de 10% Da. Les grains d’amidon natifs contiennent environ 10% d’humidité et
présentent une alternance de régions cristallines et amorphes. Les premiéres seraient plutdét constituées
d’amylopectine et les secondes d’un mélange entre amylopectine et amylose (Copeland et al., 2009). Pendant un
traitement thermique et en présence d’un exces d’eau, les grains d’amidon gélatinisent et perdent leur cristallinité
et leur organisation structurée de maniére irréversible (Goesaert et al., 2005). Au refroidissement, les molécules
de I'amidon forment un gel, puis la rétrogradation opere petit a petit en formant des agrégats semi-cristallins. La
rétrogradation serait d’abord due a la recristallisation de I'amylose, puis a celle de I'amylopectine, qui serait
responsable du phénomene de rassissement du pain (Goesaert et al., 2005 ; S. Wang et al., 2015).

Lors de la mouture du blé, une partie des grains d’amidon est endommagée. Le taux d’amidon endommagé des
farines est trés dépendant du travail du minotier mais également de la dureté des grains (et donc de la génétique)
pour des conditions de broyage identiques (Wang et al., 2020). Cet endommagement change de maniere
significative les propriétés d’absorption d’eau de I'amidon natif. Alors que I’'amidon natif peut absorber de 30 a
87% de son poids en eau, 'amidon endommagé peut en absorber de 200 a 430% (Ali et al., 2014 ; Berton et al.,
2002). Le taux d’amidon endommagé est un ainsi un parametre généralement suivi, puisqu’une concentration
élevée est tres souvent synonyme d’un taux d’absorption d’eau des farines élevé, et donc d’une demande en eau
élevée durant le procédé de panification.

Certaines protéines et certains lipides se retrouvent également en quantité minoritaire dans les grains d’amidon,
formant différents complexes. Des protéines (telles que les friabilines), et quelques lipides polaires se lient a la
surface des grains et seraient d’ailleurs des marqueurs de dureté des blés. Méme si cette quantité de lipides est
faible (<1%), ces lipides ont eu un effet non négligeable sur les propriétés fonctionnelles de I'amidon. Des
complexes amylose-lipides peuvent également étre observés a lorsque les concentrations en
monoacyltriglycérides dans I'amidon augmentent (Huang et al., 2022).

23



1.3.2. LES PROTEINES

Les protéines constituent le deuxieme constituant majoritaire des farines (10 — 15 % ms). Leur teneur peut varier
en fonction des conditions de culture du blé, selon I’environnement et I'apport d’engrais azoté par exemple, mais
aussi de la génétique. Une classification générale des protéines du blé a d’abord été réalisée par Osborne (1924),
selon leurs solubilités dans divers solvants, avant d’étre détaillée par la suite (Figure 1).

PROTEINES DU BLE

Protéines de
réserve

Protéines
fonctionnelles

Gluténines

Gliadines

[ Albumines ] [ Globulines ]

10-30 kDa 10-60 kDa
w ap Y FPM HPM
45-75 kDa 25-35 kDa 35-40 kDa 30-50 kDa 70-140 kDa
l Y
Pauvres en souffre Riches en souffre

Figure 1 : Classification des protéines. Inspirée de (Baudouin, 2023; Shewry et al., 1986).
FPM : Faible Poids Moléculaire ; HPM : Haut Poids Moléculaire.

La majorité des protéines sont regroupées en une classe appelée protéines de réserves. Cette classe de protéines
est constituée de 40 a 50 % de gliadines (prolamines) et de 50 a 60 % de gluténines qui permettent de former le
réseau complexe de gluten. La balance entre ces deux molécules étant primordiale pour la qualité boulangére
(Wrigley et al., 2006). Les gliadines, solubles en solution a 70% d’éthanol, sont des protéines monomériques de
30 a 80 kDa, considérées comme responsables de I'extensibilité du réseau. Elles sont divisées en w-gliadines,
pauvres en souffres et en y-, a- et B-gliadines riches en souffre. Les gluténines quant a elles, joueraient le role de
résistance et d’élasticité du gluten. Ce sont des polymeres constitués de deux sous unités : I'une insoluble, de
hauts poids moléculaire (HPM) allant de 65 a 90 kDa, et I'autre soluble dans des solutions alcalines, riche en souffre
et de faible poids moléculaire (FPM) allant de 30 a 50 kDa (Shewry et al., 1986). La variabilité génotypique des
HPM serait d’ailleurs un déterminant de la qualité des blés (Guzman et al., 2022). Les différentes molécules
constitutives du gluten interagissent grace a des liaisons covalentes ponts disulfure (S-S) et des interactions non
covalentes de type hydrophobe, liaisons ioniques et liaisons hydrogéne (Wieser, 2007).

Le réseau de gluten a un réle important en panification car ses propriétés viscoélastiques déterminent largement
le comportement et la texture de la pate. C'est pourquoi la mesure de la teneur en protéines est un indicateur de
qualité du blé tres utilisé. Certaines variétés sont d’ailleurs sélectionnées pour leurs hautes teneurs en protéines
et classifiées comme Blés Améliorants de Force (BAF).

D'autres types de protéines, incluent les albumines, solubles en solutions aqueuses, et les globulines, solubles en
solutions salines. Ces protéines globulaires, bien que minoritaires (représentant 10 a 15 % des protéines de la
farine, (Saadi et al., 2022)), sont également reconnues comme étant fonctionnelles car elles incluent les enzymes
et les inhibiteurs enzymatiques.
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1.4. LES COMPOSANTS MINORITAIRES DES FARINES DE BLE

Les farines sont constituées majoritairement de protéines et d’'amidon qui servent de substance de réserve dans
I’albumen pour la germination. Les composés minoritaires sont les pentosanes et les lipides.

Ces composés suscitent particulierement de l'intérét, dans un premier temps en raison de leur variabilité : ils
présentent une hétérogénéité au sein méme du grain (Figure 2), puisque leur structure et leur répartition different
selon les tissus en lien avec le métabolisme et la croissance de la plante (Marion & Saulnier, 2020 ; Saulnier et al.,
2013) ; des facteurs externes impactent également leur composition, leur structure et leur répartition, comme les
facteurs environnementaux qui influencent le remplissage des grains lors de la croissance de la plante. Ainsi la
concentration des différents types de lipides et pentosanes varie d’une farine a une autre. Dans un second temps,
un certain nombre d’études ont pu constater I'impact de ces composants en panification, justifiant I'intérét
d’étudier plus précisément leur réle aux cdtés des composants majoritaires.

Lipides : 2 - 2.5% du poids du grain sec
Lipides non-polaires (NL): triglycérides en majorité / Lipides polaires : Glycolipides (GL) &
Phospholipides (PL)
NSP (polysaccharides pariétaux) : 12-18% du poids du grain sec
Arabinoxylanes (AX) / Glucanes a liaisons mixtes (MLG) / Heteroxylanes (HX) / Cellulose

—

Albumen amylacé N|.Z40%/G|.:30%/P|.:30%
+ lipids associés a I'amidon,

majoritairement PL

Amidon & Protéines AX: 70% / MLG: 20%

—_ AX2a25% solubles dans I'eau

80-83 % en poids du grain [

Couche Aleurone

[f Albumen amylacé 6-7 % du poids du grain (— NL: 80% / GL: 5% / PL: 15%
/: NSP (25% de NSP total ) & Protéines AX: 65% / MLG: 30%
/ <+——— Aleurone —
k —
f
| | > Couches externes NL: 90% / GL: 5% / PL: 5%
’ B 1 Couches 9 6-8 % en poids du grain ¢ HX:60% /Cellulose:35%/
\ 4l < externes NSP (50% de NSP total) lignine: 5%
Vil —— =
\ P Germe
oo ,f 3% en poids dugrain  (— NL: 85% / GL: 0% / PL: 15%

Proteines et Lipides

—

Figure 2 : Répartition des composants mineurs dans le grain de blé. Adapté de Barron et al., (2007); Marion & Saulnier, (2020)
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1.4.1. LES PENTOSANES

Une revue de littérature sur le réle des pentosanes en panification est présentée pour décrire cette partie. A titre
indicatif, les premiers travaux menés sur les pentosanes datent des années 1960. En avril 2022, I'outil « Web Of
Science » ne recensait « que » 2753/3815 publications sur les pentosanes/arabinoxylanes et 868/2079 pour les
travaux sur les pentosanes/arabinoxylanes en lien avec le blé, contre 46443/11547 pour les protéines/le gluten et
16237 pour I'amidon.

Le but de cette revue de littérature est de rassembler les résultats démontrant le role des pentosanes en
panification. Cette revue met en évidence les lacunes et liste certaines incohérences relevées dans les différents
travaux menés a ce jour.

Pour mieux délimiter ce travail, une analyse a d’abord été menée a l'aide du logiciel VOSviewer. Sur la Figure 3, il
est possible d’observer les différents articles (représentés par un point) pour une recherche donnée. Les traits
représentent la citation d’une publication par une autre, et la taille d’un point augmente selon I'occurrence des
citations de cette publication. Les points les plus proches sont ainsi les publications qui se citent le plus entre elles,
ce qui permet de distinguer 6 thématiques :

e Nutrition animale ;

e Endoxylanases, variabilité et impact en panification ;

e Interactions avec d’autres composants (gluten), oxydation et impact qualité en panification ;
e Impact santé lié a I'ajout de fibres ;

e  Structure des pentosanes ;

e Variabilité des fibres et prédictions de la qualité.

Endoxylanases, variabilité, impact en panification
Nutrition . ; N o
animale Interactions (oxydation, gluten)

et impact qualité en panification

annisof#1991b),
choctg20od)

e A

nse§2002) _ ¢ ut v
K% sgeomy

e Hgay Wy ;l&em e
g @:ﬁ?\}p @=eqgo2))

amiRoo)

kweot2011)
uttled(2001)

oz @113 s osia

o Bute2008)

o,
. .
o piag@@oon  ®%v
Wi po0s)
o1 dervilly- i (200%)
g @
203

Structure

Figure 3 : Carte obtenue a I'aide de I'outil VosViewer depuis la recherche par mots clés « (pentosan OR arabinoxylan OR arabinogalactan) AND
(bread OR interaction OR water) » sur Web Of Science

Cette étude met en évidence que la structure des pentosanes, et éventuellement sa variabilité, est souvent
étudiée sans tenir compte de son impact sur les interactions avec les autres composants d’une farine hydratée, et
des conséquences qui en découlent en panification. En résumé, elle souligne la pertinence de synthétiser ces
éléments sous un méme papier pour confronter les résultats, les hypotheses et faire ressortir d’éventuels liens de
causes a effets.
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La tache la plus compliquée de cette revue de littérature est surement de comparer les résultats obtenus selon la
méthode utilisée et/ou le matériel analysé. Le vocabulaire également trés disparate sur I'ensemble des
publications complexifie cette synthese. Un exemple typique est la confusion fréquente qui survient entre les
termes « arabinoxylanes » et « pentosanes ».

Ce travail est presque exclusivement orienté sur le blé, mais de nombreux travaux menés sur le seigle pourraient

aider a valider certaines hypothéses et orientations.
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Abreviations

A/G: Ratio Arabinose/Galactose residues
A/X: ratio Arabinose/Xylose residues

AGP: Arabinogalactan proteins

AX: Arabinoxylans

dXyl: disubstituted Xylose residues

FA: Ferulic Acid

GMP: Gluten MacroPolymer

HX: Heteroxylans

MLG: Mixed Linked B-Glucans

mXyl: mono-substituted Xylose residues
NSP: Non-Starch Polysaccharides

uXyl: unsubstitued Xylose residues

TAXI: Triticum Aestrivum Xylanase Inhibitors
WE-AX: Water-Extractable Arabinoxylans
WEP: Water-Extractable Pentosans

WU-AX: Water-Unextractable Arabinoxylans
WUS: Water-Unextractable Solids

XIP: Xylanase Inhibitor Proteins
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Introduction

Bread is a staple food consumed globally and has been integral to human diets for thousands of years.
The quality of bread largely depends on the functionality of its ingredients, particularly the wheat flour
used. The bread making process is divided into three main stages as described by Le Bleis et al. (2015).
The first stage involves the mixing of ingredients, during which the gluten network, main actor
responsible for the viscoelastic properties of the dough, is formed; the second stage, known as the
proofing step, is characterized by the dough expansion due to gas production; and the last stage is
baking, which transform the dough into crumb and leads to the formation of the bread crust. The flour
hydration initiates the dough formation and the water absorption capacity of flour is a critical
technological parameter that determines the consistency and adhesion of the dough. These factors, in

turn, impact the quality of the final bread product.

In this respect, studies related to bread-making quality often focus on major components: proteins (10-
15% dm, dm for dry mass) that will form the gluten network, and starch (60-70% dm) with its
gelatinization properties related to retrogradation. The term of pentosans has been and continues to
be, used to refer to a group of complex polysaccharides found in wheat flour and the outer layers of the
grain. They consist of water-extractable fractions (WEP), mainly arabinoxylans (WE-AX) and
ArabinoGalactan-Protein (AGP), as well as water unextractable fractions (WUP), mainly composed of
arabinoxylans (WU-AX) associated with mixed linked beta-glucans (MLG) and cellulose. Although they
are present in small amounts in wheat flour, these different components have proved to play also a
crucial role in bread making, especially they are known for their significant influence on flour hydration
capacity (Biliaderis et al., 1995 ; Bonnand-Ducasse et al., 2010; Bushuk, 1966 ; McCleary et al., 1986 ;
Xiao et al., 2021).

During the mixing stage, the so-called pentosans have been reported to interact with other components
in the dough matrix, affecting the distribution of bound and free water, which, in turn, affects the
dough's properties. Studies have also demonstrated that these polysaccharides contribute to the
texture, volume, and shelf-life of bread, and that their modification can significantly affect bread quality.
Despite the importance of these components in bread making, there is still much to learn about their
precise function and how their manipulation can be used to improve bread quality. One significant
limitation of most studies demonstrating the effects of pentosans is the use of isolated fractions that
are more or less well characterized, particularly the insoluble ones. This complicates the interpretation
of the results and hinders a comprehensive understanding of the impact of their variability on the
behaviour of doughs and bread quality. Furthermore, the interactions between AX and water, and the

respective roles of the soluble and insoluble fractions, are complex and can have multifaceted effects
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on dough properties and bread quality. Understanding these interactions is crucial for optimizing bread

quality and developing new bread formulations.

This paper aims to provide an overview of the chemical structure and diversity of wheat flour and grain
arabinoxylans and arabinogalactan-proteins, their properties with a specific focus to their interactions
with water, their interactions with other dough constituents, and their role in bread-making. By doing
so, we aim to highlight the importance of including these polymers in a systematic evaluation of wheat

flour quality and identify gaps in our understanding of their precise function in bread-making.
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1 Wheat arabinoxylans and arabinogalactan-proteins definition and
general composition

Arabinoxylans (AX) and arabinogalactan-proteins (AGP) are often collectively referred to as pentosans,
aterm used to describe polymers composed of pentose monomers (e.g. arabinose and xylose) However,
this is the only similarity between AX and AGP, as they differ in both location and properties.
Furthermore, the term pentosan is often misused, leading to ambiguity about which polymer is being
referenced. Therefore, in this review, the term pentosan will only be used when referring to previous
studies, in order to highlight such ambiguities.

AGP are water-extractable polymers found exclusively in the starchy endosperm, while AX include both
water-extractable and non-water-extractable polymers, the latter also being found in the outer tissues
of the grain. Furthermore, AX originate from the cell walls of the grain, while the precise location of AGP
within the wheat endosperm remains unclear. The cell wall is the rigid outer covering of the plant cell,
protecting it from mechanical stress and giving it its shape. During growth, the cell wall differentiates
into primary cell wall, middle lamella and secondary cell wall, with a different distribution according to
the grain compartment. The grain is composed of multiple compartments (Figure 1) that occupy varying
amounts of space at maturity. In a schematic view, the wheat grain is mainly composed of the
endosperm and the embryo at its centre, surrounded by the aleurone layer, and then the outermost
layers known as the pericarp. Each of these compartments plays a role during grain development and,
therefore, their cell walls present specificities in terms of function and composition. The primary cell
walls in the endosperm tissues are thin, hydrophilic, and represent 2 to7% of the tissue. In the wheat
starchy endosperm, they are mainly composed of AX (70%) and mixed-linked beta-glucan (MLG, 20%),
along with cellulose and minor other cell-wall polymers.

The tissues forming the outer part of the grain serve a protective role and are typically composed of
secondary cell walls. These walls are thick, hydrophobic and essentially formed of cellulose, lignin, and
heteroxylans (HX), which account for 50 to 60% of their composition. HX are polysaccharides that share
a similar xylan backbone with AX but has more complex neutral sugar side-chains, compared to the

single arabinose side-chain of AX.
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Figure 1 : Distribution of NSP in the wheat grain

In addition, it is important to consider the impact of the milling process, which involves the removal of
outer layers, known as wheat bran, that can be reintroduced later to produce whole meal flour. The
milling process induces significant alterations in the composition of wheat flour, and in particular, the
amount and origin of AX. In refined flour, there is primarily WE-AX and WU-AX from the starchy

endosperm, while in whole grain flour, HX is the main AX component.

This distinction highlights the influence of milling on the flour composition. To further emphasize this

aspect, it is necessary to discuss about the heterogeneity in the distribution of AX in the wheat grain.

2 Structural diversity of grain arabinoxylans (AX)

Arabinoxylans cover 70% of the cell walls of the starchy albumen and 65% of those from the aleurone
layer (Marion & Saulnier, 2020, Barron et al, 2007, Table 1), which would correspond to 88% of the Non-
Starch Polysaccharides (NSP) of the wheat endosperm (Bach knudsen & Hansen, 1991). Additionally,
within wheat bran, AX make up 45 % of its composition (Maes & Delcour, 2002). Therefore, AX are the
main components of cell walls in the different tissue of the wheat grain, and their content is highly
correlated with the dietary fiber content in wheat fractions and products (Barron et al 2020). Although
arabinoxylans in wheat grain share a common (1 — 4)-linked xylopyranose backbone, they exhibit
large differences in their substitution by arabinose side chains and other substituents, which will be

briefly presented afterward.
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Table 1: Distribution of arabinoxylans in wheat grain (Barron et al., 2007; Marion & Saulnier, 2020)
Cell walls of Degree of substitution by
AX/MLG Type of AX
the tissue Arabinose

Starchy albumen
(80-83% of the wheat 2-7% 70%/20% Medium (0.6-0.7) WE-AX and WU-AX
grain)
Aleurone layer (6-

40% 65%/30% Low (<0.4) WU-AX
7% of the wheat grain)
Pericarp (6-8% of the

50% High (> 0.8) HX
wheat grain)

2.1 AXinthe endosperm tissues
2.1.1 Water extractable AX (WE-AX) and water unextractable AX (WU-AX) in the starchy

endosperm

In the starchy endosperm, AX can be divided into two groups according to their solubility in water: the
water-extractable arabinoxylans (WE-AX) and the water-unextractable arabinoxylans (WU-AX). In white
flours, which consist almost exclusively of starchy endosperm (Saulnier et al., 2007), WE-AX generally
makes up 25% of the total AX (Marion & Saulnier, 2020), although this proportion can vary significantly.
In addition, the total amount of AX can range from 1.2 % to nearly 3% of the white flour’s dry weight,

with an average value of 2% (Gebruers et al., 2008 ; Saulnier et al., 2007).

Many studies have been conducted to determine the structure of the WE-AX and WU-AX. The xylose
residues within the chain can be unsubstituted (uXyl), monosubstituted (mXyl) with arabinose residues
at C(0)-3 (and more rarely C(O)-2) or disubstituted (dXyl) with arabinose residues at both C(O)-3 and
C(0)-2 (Figure 2). This structural diversity is often quantified by the arabinose/to xylose ratio (A/X) (Table
2). Notably, structural variations have been highlighted between WE-AX and WU-AX, regarding the
degrees of substitution of the xylan backbone, and WU-AX typically has a higher A/X ratio (0.58)
compared to WE-AX (0.53)(Table 2, Ordaz-Ortiz & Saulnier, 2005).
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Figure 2 : Schematic structure of arabinoxylan from different tissues of wheat grain adapted from (Saulnier, 2019)

Table 2: Comparison of the degrees of substitution of xylan backbone and the A/X ratio of arabinoxylans in wheat albumen
(work restitution of (Ordaz-Ortiz & Saulnier, 2005)), WU-AX being studied as XEAX (xylanase treatment).

WE-AX (means in %)

WU-AX (means in %)

Xyloses
Unsubstitued uXyl
Monosubstitued mXyl

Disubstitued dXyl

62— 67 % (65.3)
12 —19 % (15.9)

13-122 % (18.8)

57 — 64 % (60.60)
17 - 26 % (20.81)

16 — 24 % (18.60)

Ratio Arabinose/Xylose A/X

0.47 - 0.58 (0.53)

0.51- 0.67 (0.58)

In addition to the structural differences between WE-AX and WU-AX, a gradient of AX substitution has
been observed across the starchy endosperm. Specifically, prismatic cell walls located close to the brush
and the germ exhibit higher levels of di-substituted AX compared to the central cell wall (Fanuel et al.,
2018 ; Saulnier et al., 2009 ; Toole et al., 2011). This gradient is clearly evidenced using Matrix-Assisted
Laser Desorption/lonization (MALDI) Mass Spectroscopy Imaging (MSI) as shown in Figure 3 (Fanuel et

al., 2018; Velickovi¢ et al., 2014).
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Figure 3 : Adapted from (Marion & Saulnier, 2020): Variation of arabinose to xylose ratio within the endosperm of mature
wheat grain (900°D) as shown by enzymatic fingerprinting Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization (MALDI) Mass
Spectroscopy Imaging (MSI). Wheat grain section was first digested with an endo-xylanase, generating arabino-xylo-
oligosaccharides (AXOS) that were analysed at the micrometer scale by MALDI-MSI. The variation in the proportion of AXOS
revealed changes in arabinose to xylose ratio (A/X) as depicted on the image. For experimental details see (Fanuel et al., 2018)

Another important structural feature of wheat endosperm AX is the presence of ferulic acids (FA) linked
to the C(0)-5 of arabinose residues by ester bonds (lzydorczyk & Biliaderis, 1995; Saulnier, 2019). The
amount of ferulic acid linked to AX is relatively low, representing 0.2—0.4% of the WE-AX (w/w) and 0.6—
0.9% of the WU-AX fraction in wheat (Saulnier, 2019). Despite its low concentration, the dimeric
coupling of FA plays a crucial role, as it is involved in the cross-linking of WU-AX chains within the cell
walls and in the gel formation of WE-AX under oxidative conditions (Chateigner-Boutin & Saulnier,

2022).

2.1.2 WU-AXin the aleurone layer

The aleurone layer is part of the endosperm of the grain. While this tissue is largely separated from the
starchy endosperm during the milling process and typically associated with outer layers of the grain in
the bran fractions, the structure of AX in the aleurone layer shares similarities with that of the starchy
endosperm, with some few distinct differences. Notably only WU-AX are present in aleurone layer
(Saulnier et al., 2012). These WUAX exhibit a lower A/X ratio, ranging from 0.41 to 0.47 (Barron et al.,
2007), compared to those in the starchy endosperm, and are more extensively esterified with ferulic
and dehydrodiferulic acids, accounting for approximately 3.2 and 0.45% (w/w) of the polymer,

respectively (Saulnier, 2019).
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2.2 Structure of AX in the outer layer of the grain

The outer tissues of cereal grains, isolated by the milling industry and referred to as brans, are a complex
assembly of different tissues containing various AX polymers (Saulnier, 2019). As shown in Table 2, the
nucellar epidermis (NE) is characterized by a low A/X ratio (0.12), whereas the cross cells and pericarp,
also known as beeswing bran, are characterized by a much higher A/X ratio (1.2). In addition to
arabinose, AX in these outermost tissues, are also associated with glucuronic acid (or its 4-O-methyl
ester) and galactose, leading to their classification as heteroxylans (HX), which are conventionally
accounted in wheat WU-AX fraction, with respect to their insolubility in water. However, their structure
is quite different from WU-AX of the endosperm. Indeed, HX are highly branched, not only with single
arabinose residues and glucuronic acid, but also with more complex side chains composed of 2-3 sugar
residues, including arabinose, xylose, and, more rarely, galactose (Brillouet & Joseleau, 1987 ; Saulnier,

2019 ; Schooneveld-Bergmans et al., 1999)
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Table 3 : Composition of the outer tissues of wheat grain (adapted from (Barron et al., 2007)

HX MLG Cellulose Phenolic acids
% of tissue 9/100g of tissue g/kg of tissue
in grain DHD | Linked to
(A/X ratio) FA ester
ester Lignin
Aleurone 6.5 24.4 (0.4) 9.3 2.5 8.0 0.3 -
38.8(0.4)
Inner pericarp + 34 12.3 4.8 0.6 5.8
3.5 *60.0
testa + NE* *4.4 *. *10.3 *0.6 *0
(0.12)
Outer pericarp 3.7 47.0(1.2) 1.5 24.3 3.2 23 4.5

AX content was calculated as the sum of arabinose and xylose

MLG and cellulose contents were calculated from the glucose determined with (MLG + cellulose) and without prehydrolysis
(MLG) in 72% H,S04

FA (ferulic acid) and DHD (dehydrodimers of ferulic acid) ester contents were determined after hydrolysis in mild alkaline
conditions (35°C, 2M NaOH). FA and DHD contents were also determined after hydrolysis in hot alkaline conditions (170°C, 4M
NaOH). (FA +DHD) ester was deduced from (FA+ DHD) determined in hot alkaline conditions to calculate the amount linked to
lignin.

AX: Arabinoxylans, MLG: Mixed Beta-Glucan, NE: Nucellar Epidermis, HX: Heteroxylans.

In addition, a high level of hydroxycinnamic acid characterizes the outer tissues of the grain. The amount
of FA linked to arabinoxylans represents 0.9% (w/w) of the HX in the wheat pericarp (Barron et al., 2007
; Parker et al., 2005). The presence of high level of dehydrodimers in the outer tissues indicates a
significant amount of cross linking of HX chains. Furthermore, the interconnection of HX with lignin
through ester—ether ferulic bonds that are revealed by a high temperature treatment of bran with alkali
as shown in Table 3 (Barron et al 2007). Consequently, as illustrated in Fig. 4, HX are highly connected
by covalent linkages between polymer chains and with lignin, rendering them insoluble in water and

closely associated with other cell wall components in the outer tissues of the grain.
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Figure 4 : Schematic view of interconnections between cell wall polymers involving ferulic acid in wheat grain outer layers
(reprinted from (Chateigner-Boutin & Saulnier, 2022).
Xylp: xylopyranose, Galp: galactopyranose, Araf: Arabinofuranose, GIcAp: glucuronic acid.

FA dimers are linked through ester linkage to Arabinoxylans (AX). Ester linkages are broken in mild
alkaline or acid conditions. Trimers of FA possibly connecting 3 AX chains are also detected in cereal
grains. FA-Coniferyl Alcohol (CA) dimer is ester-linked through FA to AX. FA and CA are coupled by an
ether bond. Subsequent coupling of CA anchors AX to lignin polymer through ferulate esters. Para-
coumaric acid (pCA) is present in very low amount in cereal grains and its possible connection to AX or
more likely lignin is not indicated here. Xylp: xylopyranose, Galp: galactopyranose, Araf:

Arabinofuranose, GlcAp: glucuronic acid.
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3 Physicochemical properties of wheat arabinoxylans (AX)

3.1 Properties of water extractable AX (WE-AX)

Beyond its water solubility, water-extractable arabinoxylans (WE-AX) exhibit remarkable
physicochemical characteristics such as viscosity and gelling, which are the basis of their functional

impact in bread-making.

3.1.1 Water-solubility

The water solubility of a polysaccharide depends on the balance between chain—chain and chain—
solvent interactions. Structural factors such as chain length, the presence of side-chain groups, and their
distribution on the xylan backbone, modify this balance and, consequently, the solubility behaviour of
the polymers. In general, the presence of side-chains, that prevent chain—chain interactions, favors the
water solubility of the polymers. For example, the removal of arabinose residues from WE-AX by
controlled acid hydrolysis (Pitkdnen et al., 2011) or enzymatic treatment with arabinofuranosidase
(Andrewartha et al., 1979; Koéhnke et al., 2011) changes the solubility of the polymer, leading to its
aggregation and precipitation when the arabinose on xylose (A/X) ratio falls below 0.4. This aggregation
results from the intermolecular interactions between the unsubstituted regular parts of the xylan chain.
This phenomenon is influenced not only by the global A/X ratio, but also by the distribution of arabinose
side-chains along the xylan backbone (Kéhnke et al., 2011). The arabinoxylans (AX) in the endosperm of
cereal grains are characterized by a high degree of substitution by arabinose side-chains (A/X >0.5),
which contributes to their solubility in water at neutral pH, either naturally as WE-AX or as WU-AX/HX

after solubilization by alkaline treatment.

3.1.2 Viscosity of WE-AX solution

The viscosity of a polymer solution is influenced by fundamental molecular properties, including
molecular conformation, molecular weight distribution, and the concentration of the polymer. WE-AX
are particularly recognized for their viscous properties, due to their high weight average molecular
weight (Mw), which ranges from 200 000 to 400 000, and their semi flexible random coil conformation,
similar to that of classical thickeners used in the food industry, such as carob and guar gums (Marion &
Saulnier, 2020 ; Saulnier, 2019). In dilute macromolecular solutions, viscosity measurements allow the
determination of a limiting viscosity, or intrinsic viscosity ([n]), of the macromolecule (Morris et al.,

2014). Intrinsic viscosity is closely related to the molecular weight and conformation of the
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macromolecule, making it directly connected to its thickening potential. Furthermore, its measurement
is generally more reliable than Mw measurement, because less prone to experimental issues, such as
the presence of aggregates that can lead to overestimation of Mw when using light scattering

techniques (Pitkanen et al., 2009 ; Saulnier et al., 2013).

Large variations in the intrinsic viscosities of WE-AX from wheat starchy endosperm have been observed
between studies, ranging from 200 to 600 mL.g*, with an average value of 400 mL.g for Saulnier,
(2019). These variations are partly due to the extraction procedure, which may or may not include the
inactivation of endogenous endoxylanases. Additionally, variations are observed between cultivars, and

even for the same cultivars under varying environmental conditions.

The impact of structural variations on the viscosity of WE-AX, such as the degree of substitution of the
xylan backbone, has often been discussed in the literature (Fincher & Stone, 1986 ; Izydorczyk &
Biliaderis, 1995) with the assumption that more substituted AX may have a more rigid conformation.
However, research indicated that the conformation of the AX chain is only slightly affected by the degree
of branching of the xylan backbone within the range of variation observed for WE-AX (Dervilly-Pinel et
al., 2001a ; Dervilly et al., 2000). Consequently, the viscosity of WE-AX solution is mainly dependent on

changes in the concentration and Myy ([n]) of the polymer.

3.1.3 Gelling properties of WE-AX

The gelation of feruloylated WE-AX from wheat endosperm under oxidizing conditions has been
documented for a long time (Neukom & Markwalder, 1978). This reaction can be catalyzed by various
systems generating free radicals, including enzymatic systems such as hydrogen peroxide/ peroxidase,
linoleic acid/lipoxygenase or laccase/oxygen. Gelation primarily results from the formation of the three-
dimensional networks of AX chains anchored by dehydrodimers of ferulic acid. This radical mechanism
produces different dehydrodimers (Chateigner-Boutin & Saulnier, 2022 ; Saulnier, 2019), and
dehydrotrimers have also been observed in lower concentrations (Carvajal-Millan et al., 2005). Although
the gelling reaction is rapid, enzymatically induced AX gels show a significant decrease in their strength
after a few days of storage. This weakening is due to partial depolymerization by radical reactions
catalyzed by the still-active enzymatic system, which must be inactivated to prevent this degradation.

The structural characteristics of AX, including high content of ferulic acid, high Myy /Intrinsic viscosity

and low substitution of the xylan backbone, would favor the formation of strong gels (Carvajal-Millan et

al., 2005 ; Dervilly-Pinel et al., 2001b ; Izydorczyk & Biliaderis, 1995).
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This gelation mechanism is most likely responsible for the difference in water solubility between WU-
AX and WE-AX in the starchy endosperm. The WU-AX fraction in wheat endosperm is likely anchored in
the cell wall through an extensive covalent network of AX-chains cross-linked by diferulic bridges,
rendering them water-insoluble despite having a higher A/X ratio than WE-AX (which usually favor
solubility in water). The same mechanism clearly occurs in the outer tissues of the grain, where AX chains
are highly substituted, but heavily esterified with ferulic acid, helping connect AX chains together and

with lignin in the insoluble cell-wall network.

3.2 Physicochemical properties of Water-Unextractable Arabinoxylans (WU-AX) from

starchy endosperm and heteroxylan (WU-HX) from outer tissues

This section quickly reviews the main physicochemical characteristics of WU-AX/HX isolated from the
starchy endosperm and outer layers of the grain, focusing on the water-binding ability of the insoluble

cell matrix containing Water-Unextractable Arabinoxylans (WU-AX).

3.2.1 Molecular Weight of isolated WU-AX from starchy endosperm and WU-HX from outer

layers

The determination of the M\y of the WU-AX fraction from the endosperm of cereal grains is generally

performed following an alkaline treatment of isolated cell wall material. This treatment removes ferulic
acid esters and breaks diferulic bridges, thereby releasing AX polymers. Extracted WU-AX remained fully
soluble in water after neutralization due to their high substitution level. In wheat endosperm, WU-AX
exhibit higher intrinsic viscosity (707 mL.g™) compared to WE-AX (541 ml.g?), when isolated from a same

flour sample (Freeman et al., 2016).

While WU-HX have been extracted and purified from wheat bran by many researchers, accurate
determinations of Mw are scarce. Only few authors have reported intrinsic viscosities of isolated
fractions with values ranging from 120 to 140 mL.g? (Schooneveld-Bergmans et al., 1999 ; Zhang et al.,
2011). These values are significantly lower than those reported for WE-AX or WU-AX from wheat starchy
endosperm, indicating a limited thickening power. It is possible to extract WU-HX from cereal brans
while preserving some of the ferulic acid—arabinose ester linkages, albeit at the expense of a low
extraction yield, using mild alkaline conditions. The extracted HX can then form gels under oxidative

conditions (Ng et al., 1997 ; Yan et al., 2019).
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3.2.2 Hydration and water-binding ability of cell wall fraction containing WU-AX/HX

WU-AX and WU-HX are embedded in the cell wall matrix, whose physicochemical properties depend on
the interactions between all its individual components, with WU-AX/HX playing a central role. This
water-insoluble matrix (WIM or WUS for water unextractable solids) rich in WU-AX/WU-HX can absorb,
swell and entrap water within its porous structure, affecting water distribution among flour components
during processing and in the final cereal products. The hydration properties of this insoluble matrix
depend on its physical structure, such as porosity and particle size, and are influenced by extrinsic
parameters like pH, temperature and ionic strength, as well as its history, including drying and grinding

(Jacobs et al., 2015).

Different hydration properties have been defined using various measurement techniques (Robertson et
al., 2000). Water-retention capacity, also known as waterholding or waterbinding capacity, is defined
as the amount of water retained by a known weight of fiber under specific conditions, such as
centrifugation. However, hydration properties can also be assessed by measuring the ‘swelling’ (the
volume occupied by a known weight of fiber under the conditions used) or ‘water absorption’ (the
kinetics of water movement under defined conditions). Additionally, the composition of the insoluble
fraction used to characterize hydration properties can vary depending on the isolation procedure. For
example, cell wall material isolated from the starchy endosperm is often contaminated with starch,
leading to WU-AX content variations between 30% and 80%, largely depending on the extent of starch
removal (Faurot et al., 1995 ; Wang et al., 2003a). Similarly, bran composition is significantly affected
by the milling process and mill settings (Barron et al., 2020 ; Hemdane et al., 2015 ; Hemery et al., 2007).
These factors complicate comparisons between studies, making the literature on the hydration

properties of WU-AX rather confusing.

The use of farinograph device, designed to determine the optimal amount of water added to a flour for
a fixed consistency, has often been used to evaluate the water binding capacity of different WU-AX
fractions or even WE-AX. However, the viscoelastic properties of wheat flour dough are known to be
very sensitive to small changes in water content and mixing time (Meerts et al., 2017). Therefore, the
water amount determined by farinograph cannot simply be related to the optimal water binding
capacity of an individual component because it depends on the dynamic interactions of the different
components during mixing and varies according to the level of consistency to be attained. For these

reasons, water binding values derived from farinograph measurement are not considered in this section.

The composition of cell-walls in the endosperm and outer layers of the grain is quite different and
reflects their distinct functions: endosperm cell-walls are storage tissue that must be easily remobilized

and allow water circulation during growth and germination, while outer layers are protective tissue
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which must be resistant to water penetration and pest attacks, including fungi and microbial enzymes.
Consequently, quite large differences are observed between the hydration properties of cell wall
materials isolated from different parts of the grain. For instance, the water-holding capacity of water-
unextractable material isolated from starchy endosperm, containing about 50% (w/w) of WU-AX is
approximately 7.6 g.gt, whereas fractions from the outer pericarp and the aleurone layer and having
similar particle size show values around 5 g.g* (Bonnand et al. 2010). The swelling properties from these
same fractions also differ clearly : 30 mL.g? when isolated from starchy endosperm, 8 mL.g? from

aleurone layer and 7 mL.g™ from outer pericarp (Bonnand-Ducasse et al., 2010 ; Wang et al., 2003a).

Many studies have focused on the physicochemical properties of bran rather than starchy endosperm
WU-AX. It is generally observed that as particle size decrease, water binding capacity of bran decreases
(Auffret et al., 1994 ; Hemdane et al., 2015 ; Noort et al., 2010). The inappropriate use of farinograph
for measuring the water-binding capacity of bran particles is further confirmed as no significant effect
of particle size is observed with farinograph water absorption. The differences in the results have
already been discussed (Hemdane et al., 2015) would be related to the different forces undergone by

particles between water-binding measurements and farinograph measurements.

Finally, the potential impact of AX structural variation on the hydration properties of starchy endosperm
cell walls has been studied by creating films using purified WE-AX with controlled structures as a model
of the cell wall. This simplified cell wall model, demonstrated that higher substitution of AX leads to an
increased diffusion rate of water molecules, which is attributed to the greater nanoporosity of the highly

branched arabinoxylan film, thereby facilitating water motion (Ying et al., 2013).
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4 Variability of AX in white flours

The structural diversity of AX among the different grain tissues and within the starchy endosperm, is
well established. Furthermore, in white flours derived primarily from the starchy endosperm, variations
in both the amount and structure of AX have long been observed, depending on the cultivar as well as
environmental conditions. Few studies have specifically examined the impact of genetics and
environmental factors on the AX content (WE-AX and WU-AX) within the different grain compartments.
Measuring the total AX content in grain can masks possible variation from the starchy endosperm, which
account for only 25% of the grain total AX content. As a result, findings on the impact of environment
or genotype on arabinoxylans are sometimes contradictory. This is partly because total AX content is
often measured in whole grain, while only a few studies focus on white flour, a distinction that is not
always clearly noted in the literature. Most reliable results have been obtained on WE-AX content that
originates from the starchy endosperm. As a matter of fact, variations in WE-AX content can be
evaluated on whole grain flour, as WE-AX content determined on the whole grain or the white flour of

wheat samples are highly correlated (Térok et al., 2019).

This section reviews the impact of genetic and environmental conditions, as well as technological

factors, on the variation of WE-AX and WU-AX contents and structure in white flours.

4.1 Impact of genetic

The content of AX fractions (WE-AX, WU-AX) in white flour varies between different wheat cultivars.
Studies have reported about a 2-fold variation in the total content (AXTOT) among cultivars grown on
the same site, while their variation in water-extractable content (WE-AX) ranged from 3 to 4.7-fold
(Gebruers et al., 2008 ; Ordaz-Ortiz & Saulnier, 2005). Studies have revealed the genetic control of
quantitative aspects related to AX and identified chromosomal region (Quantitative Trait Locis: QTLs)
that control WE-AX content, the arabinose to xylose (A/X) ratio and AXTOT in white flour. In this respect,
QTLs have been associated to the relative viscosity of flour water extract used as a proxy of WE-AX, or
directly for WE-AX content, consensually on chromosome 1B and 6B in many studies (lbba et al., 2021 ;

Lovegrove et al., 2020 ; Martinant et al., 1998 ; Quraishi et al., 2011 ; Yang et al., 2016).

However, QTLs for AXTOT are less consistent (Shewry et al., 2014 ; Tremmel-Bede et al., 2020). Many
studies measure AXTOT in the whole grain flour rather than in white flours (Dornez et al., 2008 ; Toérok
etal., 2019), making these results less relevant for understanding the genetic control of AX in the starchy
endosperm. Additionally, a potential issue lies in the preparation of white flour. The milling process can

be affected by differences in grain hardness, resulting in flours with varying levels of aleurone layer
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contamination. This means that the white flour may contain different proportions of starchy endosperm
and the observed differences in cultivars might not reflect a genetic control of AX content but rather
differences in technological behaviour. In this respect it has been observed that “hard” wheat varieties
would contain higher amounts of AX than “soft” wheat one’s (Delcour et al., 1999 ; Dornez et al., 2008).
However, even if the tissue composition of white flours may be impacted by milling conditions and grain
hardness (Hemery et al., 2007), they are mainly composed of the grain starchy endosperm. In addition,
variations of WE-AX content observed on the whole grain, indicates changes in the starchy endosperm.
However, WE-AX and WU-AX contents in the starchy endosperm are not simply related and, depending

on cultivars, the proportion of WE-AX can vary from 20% up to 40% of white flour AXTOT.

In the starchy endosperm of mature grain, the structural heterogeneity of AX amongst wheat cultivars
is well-documented, with variations in the degree of arabinose substitution on the xylose chain observed
from one variety to another (Andersson et al., 1995 ; Ordaz-Ortiz et al., 2005 ; Saulnier et al., 2009).
Besides, AX structure changes during grain development, starting from a high level of substitution by
arabinose at the early stages and decreasing to a lower level at maturity (Philippe et al., 2006 ; Toole et
al., 2010). Consequently, this structural heterogeneity could reflect differences in grain developmental

rate amongst wheat cultivars.

4.2 Impact of environment

Although it is generally recognized that WE-AX content is primarily influenced by genotype and is a
highly heritable trait (Dornez et al., 2008 ; Finnie et al., 2006 ; Lempereur et al., 1997 ; Shewry et al.,
2014 ; Tremmel-Bede et al., 2020), environmental effects also play a significant role. For example, the
water extract viscosity of wheat flour, which is highly correlated with WE-AX content and driven by a
strong genetic effect, is also impacted by environmental conditions. This is evidenced by a systematic
higher viscosity for all cultivars in certain growing locations (Martinant et al., 1999). Some authors even
reported that environmental effects have a stronger impact on WE-AX content than genotype (Torok et
al., 2019), and there is a general consensus that AXTOTcontent is more influenced by the environment

than by the genotype (Finnie et al., 2006 ; Li et al., 2009 ; Torok et al., 2019).

Studies have tried to identify correlations between grain composition and environmental factors such
as temperatures and precipitation. For example, a higher proportion of WE-AX has been associated with
increased rainfalls (Ciccoritti et al., 2011 ; De Santis et al., 2018 ; Gebruers et al., 2010 ; Olaerts et al.,

2016). However, results for AXTOT in whole meal flour are less consistent. Some studies report no
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significant correlation with weather conditions (Dornez et al., 2008 ; Gebruers et al., 2010), while others

find a positive correlation (Ciccoritti et al., 2011).

Positive relations between drought stress and AXTOT have also been observed (Coles et al., 1997 ; Zhang
et al., 2010). High temperature or drought conditions limit starch synthesis, resulting in smaller grains
with a lower proportion of starchy endosperm and, consequently, an enrichment in tissues containing
high amounts of AX. Thus, drought conditions increase the total AX content of the grain. On top of that,
drought and heat stress usually act in synergy to increase AX content in wheat (Rakszegi et al., 2014).
Besides, it has been shown that the AX restructuring rate is faster at higher temperatures (Toole et al.,
2007), and various restructuring responses to drought were observed depending on the cultivar
(Rakszegi et al., 2014). Finally, negative correlations between WE-AX and average daily temperature

have been observed, indicating that WE-AX decreases with temperatures rise (Gebruers et al., 2010).

4.3 Impact of endoxylanase on WE-AX/WU-AX ratio

The impact of the harvest year on the WE-AX/WU-AX proportion have been documented by various
authors, including Andersson et al. (1993). Several studies have suggested that an increase in WE-AX at
the expense of WU-AX could be related to endoxylanase endogenous activity (Ciccoritti et al., 2011 ;
Dornez et al., 2008 ; Olaerts et al., 2016). Endoxylanases play a role during germination in making
storage components more accessible, and their activity is sensitive to environmental conditions (C M
Courtin & Delcour, 2002). In fact, 85 to 90% of wheat xylanase activity is of microbial origin, and this
activity level is influenced by environmental conditions: higher xylanase activity levels are observed in
grains harvested during cold, rainy summers compared to those from dry, warm summers (Dornez et
al., 2009). However, the correlations between endoxylanase activity levels and AX levels are small
(Dornez et al., 2008). Apparent xylanase activity levels in bran are approximately 12 to 15 times higher
than in white flour (Bonnin et al., 1998 ; Dornez et al., 2009) and microbial xylanases are primarily
located on the grain surface, which is not in contact with endosperm AX, therefore not affecting the
WE-AX/WU-AX ratio in the endosperm. Furthermore, endogenous xylanase action can be restricted by
the presence of xylanase inhibitors, yet no correlations have been found between xylanase-inhibitors

(TAXI- and XIP-type) levels and endoxylanase activity levels (Dornez et al., 2008).
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5 ArabinoGalactan-Peptide (AGP)

5.1 Structure of AGP

AGPs belong to a class of compounds known as proteoglycans (Saeed et al., 2011) that can be separated
from WE-AX using EtOH fractionation (Loosveld et al.,, 1997). They are mainly composed of
polysaccharides, that can make up more than 90% of their structure, with a small peptide portion
generally composed of 15 amino acids. This peptide is rich in hydroxyproline (16 to 20%), and also
contain serine, alanine and threonine (Fincher & Stone, 1974 ; Tryfona et al., 2010). The protein content
of AGP varies slightly, generally remaining below 15% of the total molecule with reported values of 8%
according to Fincher & Stone (1974), and 6.5 to 14.3% according to lzydorczyk et al., 1991a. The
carbohydrate chain is linked to the peptide by a 4-hydroxyproline-galactoside bond (Michniewicz et al.,
1992 ; Strahm et al., 1981).

The carbohydrate part of AGP, known as Type Il Arabino-Galactan, consists of a $— (1 »3) —D —
galactan backbone that is branched with f — (1 = 6) — D — galactan chains of varying lengths,
themselves highly substituted on position 3 by single a-L. — arabinofuranose (L-Araf) residues (Fincher
& Stone, 1974 ; Neukom & Markwalder, 1975 ; Tryfona et al.,, 2010 ; Van den Bulck et al., 2005).
Galactose residues can occasionally be substituted on position 3 by single L — rhamnose (L-Rha), L. —
fucose (L-Fuc) and D — Glucuronic Acid (D-GlIcA) residues. Additionally, glucuronic acids are found at
the non-reducing ends on position 6 of the short  — (1 - 6) — galactan chains (Tryfona et al., 2010).
A few B—L — arabinopyranose residues (1 = 3), linked to a—L — arabinofuranose side chain on

position 3 the B — (1 = 6) — galactan chains have also been reported (Tryfona et al., 2010).

5.2 Physicochemical properties of AGP

AGP are highly soluble, characterized by a highly branched compact structure as described in section
5.1, and a low molecular weight, estimated at about 23,500 Da (Saulnier, 2019). Due to these properties,
AGP do not have a major effect on the viscosity of wheat aqueous extracts compared to AX (Saeed et
al., 2011). However, their amphiphilic nature makes them potential stabilizers of interfacial films
surrounding gas cells during breadmaking, and they contribute to the stabilization of the foam structure

(Turbin-Orger et al., 2015).
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5.3 Variability of AGP

Evaluation across 8-10 different varieties over two harvest years have reported AGP content ranging
from 0.24 to 0.33 g/100g, with an average content of 0.29 g/100g (Loosveld et al., 1998). The arabinose
to galactose (A/G) ratio is reported in a relatively narrow range between 0.63 and 0.75 (Fincher & Stone,
1974 ; Izydorczyk et al., 1991a ; Loosveld et al., 1998; Loosveld et al., 1997, Neukom & Markwalder,
1975; Westerlund et al., 1990). Generally, the A/G ratio of AGP is considered stable among cereal
species, and an average value of 0.7 (w/w) is often used as reference (Loosveld et al., 1998 ; Van den

Bulck et al., 2005). Globally, compared to AX, AGP exhibits less variability.
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6 Effects of arabinoxylans and arabinogalactan-proteins in bread
making

After considering the variability in the characteristics of wheat arabinoxylans and arabinogalactan-
protein, their influence on the bread-making process is discussed in this final section, along with their

impact on the technological quality of wheat.

6.1.1 Effects on dough
6.1.1.1 Dough rheology

The impact of arabinoxylans on dough rheology has been partly studied through farinograph

measurement which provide information about flour water absorption related to dough consistency.

WE-AX have been generally shown to increase dough consistency or the water absorption at a given
consistency (Jelaca & Hlynka, 1971 ; Michniewicz et al., 1991) Notably, high molecular weight WE-AX
(HMw WE-AX) appears to have a more pronounced effect than low molecular weight WE-AX (LMw WE-
AX) (Biliaderis et al., 1995 ; C. M. Courtin & Delcour, 1998). According to Sapirstein et al. (2018), natural
variation in WE-AX could account for 3.3 to 9% of water absorption. However, the WE-AX content in
their study ranged from 0.23 to 0.46 g/100g, which is much lower than the range observed in other
studies. Forinstance, Gebruers et al., (2008), reported variations from 0.15 to 1.40 g/100 g, and Saulnier
etal., (2007) noted a range from 0.30 to 0.80 g/100g, more representative of possible WE-AX variability
across different varieties and growing conditions. In addition, Biliaderis et al., (1995) ; Jelaca & Hlynka,
(1971) ; Michniewicz et al., (1991) reported that an increase in WE-AX extends the dough development
time and enhances its resistance to extension. Although few studies have been conducted with isolated

AGP, Loosveld & Delcour, (2000) suggested that they behave similarly to LMw WE-AX.

WU-AX have also been reported to increase water absorption, development time and dough
consistency (Bonnand-Ducasse et al., 2010 ; Jelaca & Hlynka, 1971 ; Michniewicz et al., 1991). However,
unlike WE-AX, they do not necessarily increase resistance to dough extension (Jelaca & Hlynka, 1972).
In addition, WUS appears to have a more significant impact on the gluten network compared to water
extractable pentosans (WEP), primarily due to their higher water binding capacity. Their incorporation
into the dough reduces gluten network extensibility, requiring additional hydration to counteract this

effect and achieve optimal dough consistency (Berger & Ducroo, 2004).

Xylanases can play a crucial role in maintaining dough viscosity by promoting the solubilization of WU-

AXinto WE-AX, thus helping to rebalance the ratio of these two fractions (C M Courtin & Delcour, 2002).
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This is relevant as water soluble pentosans (WE-AX) increase the dough viscosity (Jelaca & Hlynka, 1971),
but only up to a certain enzyme concentration. Indeed, excessive xylanase activity can lead to
arabinoxylan (AX) depolymerization, potentially degrading dough consistency. This negative effect can
be mitigated by adding guar galactomannan, a well-known thickener (McCleary et al., 1986). Rouau et
al. (1994) confirmed that while moderate addition of enzymes can improve dough and bread quality,
exceeding a specific threshold of enzyme activity leads to over-solubilization and a subsequent decline
in product quality. Rouau, (1993) attributed the initial beneficial effects of WU-AX solubilisation to
increased viscosity and improved water redistribution among other compounds. Although xylanases
help to rebalance the ratio between WE-AX and WU-AX to enhance dough quality, careful control of
their concentration is necessary to prevent excessive hydrolysis and preserve HMw WE-AX, essential to

maintain the viscosity of the dough’s liquid phase and overall dough quality.

6.1.1.2 Bubble gas stability

The liquid phase of the dough is essential for the formation of gas bubbles. This liquid phase forms thin
films around the bubbles, allowing surfactants, primarily proteins and lipids, to adsorb at the gas/liquid
interface and stabilize the bubbles (MacRitchie, 2016). Although AX are not typically considered active
surfactants, they have been shown to reduce the surface tension of water (lzydorczyk et al., 1991b ;

Sarker et al., 1998).

WE-AX are believed to enhance gas retention by reducing carbon dioxide diffusion, effectively
decreasing the permeability of the dough’s alveoli (Berger & Ducroo, 2004 ; Hoseney, 1984). It has been
hypothesized that the oxidative gelation of WE-AX could increase the viscosity of the aqueous phase,
thereby stabilizing gas bubbles through the liquid film around them (Gan et al., 1995 ; Sarker et al.,
1998).

In contrast, WU-AX are associated with decreased dough stability. Courtin & Delcour, (2002) suggest
that WU-AX might destabilize dough by piercing gas bubbles, while Noort et al. (2010) propose that WU-

AX interfere with gluten re-aggregation.

However, AX in general, and other water-soluble poly- and oligosaccharides, remain in the liquid phase,
influencing its viscosity and limiting the drainage, which in turn promotes the stability of the films
between bubbles. Additionally, AGP may play a role in the migration of the components at the liquid/air
interface due to their protein moiety. According to Turbin-Orger et al. (2015), their presence reduces
the mobility of proteins and lipids at the interface, contributing to gas bubble stabilization. Notably, AGP
are not located directly at the interface (due to competition with proteins and lipids), but are instead

bound to proteins at the interface.
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Consequently, AX and AGP contribute not only to water absorption and dough rheology, which are
important for dough handling, but also to the stabilization of gas bubbles, an essential factor in

maintaining good bread volume.

6.1.2 Effects on bread

6.1.2.1  Effects on bread volume

As mentioned above, the addition of WE-AX increases flour water absorption, which is positively
correlated with bread volume (Roels et al., 1993) while the removal of water-soluble pentosans reduces
it (Hoseney et al., 1969). Additionally, the role of WE-AX in stabilizing gas bubbles in the dough may help
to preserve bread volume during baking. However, the effect of WE-AX appears to be concentration-
dependant, in relation to their Mw, as the bread volume increases up to an optimal concentration,
before declining. Biliaderis et al. (1995) suggested that initial increase in bread volume is due to
enhanced strength and elasticity of the gluten-starch network, while the subsequent decrease is likely
due to excessive viscosity. Furthermore, they observed that LMw WE-AX achieves this optimum at
higher concentrations compared to HMw WE-AX. This finding highlights the importance of the viscosity
generated by WE-AX, which depends on both their concentration and Mw (or intrinsic viscosity). To
achieve similar viscosity levels, a higher concentration of LMw AX is required compared to HMw AX.
Rouau et al., (1994) suggested that a high ratio of WE-AX to total AX may be more beneficial than simply
having a high absolute value of WE-AX, a hypothesis supported by the observed effects of xylanases on
bread volume (and dough behaviour). To achieve optimal volume, WU-AX can be solubilized, thereby

increasing the ratio of WE-AX to total AX (McCleary et al., 1986).

Beyond bread volume enhancement, WE-AX addition improves crumb texture (Buksa et al., 2015), with
higher water absorption resulting in increased moisture content. The gluten-free industry has
capitalized on these benefits, using gums with similar properties to AX to produce acceptable crumb in
gluten-free breads (Kim & De Ruiter, 1969 ; Kulp et al., 1974). More recently, the addition of water-
soluble maize fiber, rich in arabinoxylans has been shown to enhance the specific volume and crumb
texture of gluten-free bread (Ayala-Soto et al., 2017 ; Espinosa-Ramirez et al., 2020).

In contrast, addition of WU-AX (WUS) negatively affect both bread volume and crumb texture (Noort et
al., 2010 ; Rouau et al., 1994 ; Wang et al., 2003b). They are thought to destabilize dough structure
acting as a physical barrier that limits glutenin aggregation during gluten formation and development
(Noort et al., 2010 ; Wang et al., 2003a). WU-AX (WUS) also compete with gluten for water, retaining it

punctually in swollen particles, further contributing to the dough foam destabilization. Besides, their
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negative influence is enhanced when particle size is reduced (Noort et al., 2010). During fermentation
and oven rise, WU-AX may penetrates gas cells, provoking their coalescence and gas release (Courtin

et al., 1999), resulting in breads with coarser, stiffer crumbs and lower volumes.

According to (Loosveld & Delcour, 2000) adding AGP (1 or 2% of the flour weight) had also been shown

to slightly decrease bread volume, which is confirmed later by (Saeed et al., 2015)

6.1.2.2  Effects on bread storage

As mentioned above, the texture of the crumb is heavily dependent on the amount of water retained
in the product after baking and studies have highlighted the role of AX in the staling and shelf life of
bread. Biliaderis et al. (1995) found that WE-AX addition increases moisture retention in the bread, both
immediately after baking and during storage and that moisture content correlated with WE-AX
molecular weight and concentration.

Biliaderis et al. (1995) also observed that higher WE-AX concentrations slow down bread hardening,
meaning it stales more slowly, although they paradoxically accelerate the retrogradation of
amylopectin, considered a major factor in bread staling. Clearly, the staling phenomenon is complex and
influenced by multiple factors, making it difficult to describe by a single event like amylopectin
retrogradation kinetics. Kim & D’appolonia, (1977a, 1977b) also found that WE-AX can accelerate
retrogradation and staling processes, particularly during the initial days of storage, but significantly
reduced these effects after 5 days. In contrast, WU-AX (WUS) more strongly reduce both processes, and
from the outset. They suggested that WE-AX leads to more mobile water in the bread, which initially
increases retrogradation more than WU-AX. Moreover, Kim & D’appolonia, (1977b) stated that while
WE-AX mainly delays the retrogradation of amylopectin gels, WU-AX not only has a more substantial
impact on amylopectin but also affects amylose retrogradation.

These findings align with Jankiewicz & Michniewicz (1987), who reported that the addition of water-
soluble pentosans reduce bread firmness over time, thereby maintaining freshness and sensory
properties. Similarly, Xiao et al. (2021) noted that the addition of AX reduces the retrogradation of
amylopectin, which they linked to a decrease in the dough's setback during resting.

These results indicate that WU-AX does not solely have negative impacts as this fraction effectively

absorbs water, causing the crumb to remain moist during baking (Schefer et al., 2021).
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6.2 Mechanisms by which wheat arabinoxylan and arabinogalactan protein variability

in flour impact bread quality

The impacts of adding arabinoxylan fractions on the quality of wheat flour dough and bread are well
documented, but the effects of natural variability in arabinoxylans—such as differences in content,
physicochemical properties, or WE-AX to WU-AX ratio—have not yet been thoroughly studied.
Additionally, while many studies have attempted to explain the mechanisms underlying these effects,
the precise ways in which arabinoxylans interact with other flour components to influence overall bread

quality remain unclear.

6.2.1 Interactions with gluten proteins

Studies on dough quality often focus on how various factors influence gluten network formation.

Gluten, the primary protein complex in wheat dough, is composed of alcohol extractable gliadins, which
contribute to dough viscosity and extensibility, and non-alcohol extractable glutenins, which impart
strength and elasticity. During dough development, glutenins form disulphide bridges, creating high
molecular weight subunits, while gliadins are monomers that interact with glutenins through

hydrophobic and hydrogen bonding (Goesaert et al., 2005).

Several studies have explored potential direct interactions between AX and gluten to explain how these
minor components could influence the dough’s viscoelastic properties (D’Appolonia & Gilles, 1971 ;
Michniewicz et al., 1991 ; Vansteenkiste et al., 2004). Despite extensive research, definitive evidence of

these interactions remains elusive.

Oxidative enzymatic systems play a role in modulating gluten cross-linking. For instance, glucose oxidase
(GOX) have been shown to increase Gluten MacroPolymer (GMP) content and strengthen the gluten
network by promoting disulfide bridges formation (Liu et al., 2018 ; Primo-Martin et al., 2003). GOX can
improves bread quality by cross-linking of proteins and/or AX in the presence of hydrogen peroxide
(H,0,). Decamps et al. (2013) observed a decrease in sulfihydril (SH) content in the presence of GOX,

suggesting potential formation of disulfide bridge between AX and proteins.

Among the potential interactions between proteins and AX, those involving ferulic acid (FA) through
enzymatic oxidation-reduction reactions have garnered significant attention. FA a known antioxidant,
typically results in reduced dough and bread quality when directly added (Han & Koh (2011)), likely by
interfering with disulfide bond formation due to its reductive capacity (Schefer et al., 2021). Although

the effects of free FA addition on the gluten network has been extensively studied, the precise
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mechanisms underlying these effects remain not fully understood (Saulnier et al., 2013 ; Schefer et al.,

2021).

The reaction between AX-bound FA and proteins, possibly occurs through FA-tyrosine bridges. Model
studies have shown that low molecular weight adducts of tyrosine or tyrosine-rich peptides and FA can
be produced under specific conditions (Figueroa-Espinoza et al., 1998). AX/casein adducts have been
identified (Boeriu et al., 2004), and di-FA-tyrosine has been isolated from rye and wheat flour dough
(Piber & Koehler, 2005). Similar linkages have been observed in rye, where Buksa (2016) found protein-
AX complexes associated through FA, akin to AX-to-AX associations. However, the prevalence of these

bonds in wheat is questionable, given that AX and FA are less abundant in wheat compared to rye.

Other studies, such as Labat et al. (2002), found no covalent bonds between AX and gluten during dough
formation; however, this study was conducted using vital gluten without other flour components.
Figueroa-Espinoza et al., (1998) did not identify any linkage between FA and proteins, in the presence
of WUS or WEP, suggesting that the concentrations of FA-AX, thiol groups and oxidative enzymes, along
with the presence of other oxygen-reactive compounds in wheat flour, are not conducive to the

formation of a covalent linkage between gluten proteins and AX mediated through ferulic acid.

Additionally, oxidized phenolic compounds tend to form complex polymers with themselves (Friedman,
1996), creating dehydrodimers rather than bonding with cysteines from proteins, and FA dimers are
more reactive than FA monomers towards other compounds (Ami¢ et al., 2020), which could further
promote AX cross-linking. Thus, a direct link between AX and proteins remains unproven, in wheat.
Moreover, the potential amount of di-FA—tyrosine conjugates in wheat dough is extremely low and likely

could not significantly affect dough functionality.

Wang et al. (2003a) found that the addition of WUS negatively affected gluten yield, a drawback that
could be mitigated by increasing mixing time and water content. They also showed that adding xylanase
completely reversed the negative effect of WUS on gluten yield and even enhanced it, leading them to
suggest a direct interaction between WUS and gluten. However, the effect of xylanase addition does
not conclusively prove this interaction, as it reflects not only the disappearance of WUS but also their
conversion into soluble polysaccharides. Beyond this direct effect, Wang et al. (2003a) considered a
potential indirect impact of WUS on the gluten network, suggesting that WUS competes with gluten for
water and acts as a physical barrier, limiting glutenin aggregation. According to, Wang et al., (2002)
water extractable pentosans (WEP) also indirectly interfere with gluten development by competing for
water, which alters conditions necessary for optimal gluten formation and negatively impacts gluten
yield and its rheological properties. Similarly, Guo et al., (2018) explained that hydrolysed AX reduced

the competition for water and enhance the gluten network formation.
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6.2.2 Interactions with starch

Different authors have shown that WE-AX impact starch retrogradation (Biliaderis et al., 1995 ; Hou et
al., 2020 ; Kim & D’appolonia, 1977b) and that this phenomenon is closely related to molecular mobility,
which is significantly influenced by water content and distribution in bread. Although AX (WE-AX and
WU-AX/WUS) tend to reduce the amount of available water due to their high water-binding capacity;, it
has been observed that staling rate actually increases in AX fortified breads. This increase in staling rate
may be attributed to the higher water content in these breads, which allows for greater mobility of
amylopectin chains, favoring quicker recrystallization.

Specifically (Hou et al., 2020) observed that LMw WE-AX exert a stronger inhibitory effect on starch
short-term retrogradation. They proposed a hypothetical mechanism in which LMw AX preferentially
interact with amylose, preventing its complexation with lipids. In contrast HMw WE-AX are suggested

to interact with amylopectin chain, inhibiting long-term retrogradation.

6.2.3 The complex question of the impact of AX on water distribution

There is a general consensus that both water-extractable arabinoxylans (WE-AX) and water-
unextractable arabinoxylans (WU-AX) are hydrophilic polymers that trap large amounts of water,

thereby impacting water distribution and dough behaviour.

In food systems, water forms hydrogen bonds with various substrates, solvate ions and polar molecules
(or functional groups), keeping them apart, or can act as structural component of supramolecular
clusters. Water occupying intermediate sites between solvated molecules acts as a plasticizer due to its
high mobility (Slade & Levine, 1995). In dough, and subsequently in bread, water is partitioned among
different phases, resulting from the preparation process or the thermodynamic incompatibility between
the polymer components (such as starch, non-starch polysaccharides, and gluten proteins) of the

system (Fessas & Schiraldi, 2005).

Various studies have attempted to quantify the amount of water bound to different components of
dough, especially pentosans (WE-AX and WU-AX), based on water-binding measurements made on
isolated components and their average concentrations in wheat bread flour. For example, Bushuk,
(1966) estimated that approximately 46% of the water in dough is associated with starch, 31% with
gluten, and 23% with pentosans. This calculation assumes a total water uptake of 96 grams for 100
grams of flour, which corresponds to an absorption rate of 82% based on a flour moisture content of
14%. However, this figure is much higher than the typical water absorption levels used in bread-making

processes, ranging from 50% to 65%.
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Neukom et al. provided another estimation, suggesting that in a dough with a 65% absorption rate, the
pentosans (WE-AX) dissolved in the available water (23%) would reach a concentration of approximately
4%. At this concentration, WE-AX would likely exist as a soft gel rather than a viscous solution,
significantly contributing to dough consistency [Neukom, H., T. Geissmann, and T. J. Painter: Bakers
Digest 41 (1967) (cited in McCleary et al., (1986)]. These estimations highlight the difficulty of assessing
the water associated with individual components and distinguishing the contributions of WE-AX (which

dissolve after swelling) and WU-AX (which swell without dissolving).

It is important to remind that water molecules occupying intermediate sites between polymer chains
have relative mobility and can be displaced by relatively weak driving forces, such as mechanical stresses
experienced during mixing. Clearly, this dynamic nature is overlooked in these flour hydration
estimations. Moreover, most studies focus on the direct effects of WE-AX and WU-AX addition on the
dough or bread properties without fully considering the potential synergistic or antagonistic interactions

with other flour components.

The Solvent Retention Capacity (SRC) approach (Kweon et al., 2011) has been developed to predict the
functional contribution of each polymeric flour component by quantifying their swelling behaviour in
different solvent (e.g. 5% w/w lactic acid in water for glutenin, 5% w/w sodium carbonate in water for
damaged starch and 50% w/w Sucrose in water for pentosans). The Sucrose SRC (SuSRC) solvent is
supposed to mimics the functional environment in cookie or high-sugar cracker dough and is particularly
relevant for assessing arabinoxylan (AX) characteristics. However, using this methodology, which uses
isolated fractions, to understand the impact of AX on water distribution in dough during the
breadmaking process is not straightforward. Using 19 commercial European flours with significant
variation in their SRC characteristics, Duyvejonck et al., (2011) observed no significant correlation
between the level of Total AX, WE-AX or WU-AX with SuSRC values. Interestingly, the addition of WE-AX
to increase the AX flour content from 2.2% to 3.3% impacted only the Sucrose SRC level, while WU-AX

impacted all SRC values.

The impact of arabinoxylans on water uptake has been studied extensively, yet the exact mechanisms
remain unclear. It is likely that these effects are indirect, and water absorption cannot be attributed
solely to these polymers. WU-AX certainly have a great capacity to absorb water, making them a
significant component in the competition for water in bread dough. However, it cannot be asserted that
their capacity is higher than that of WE-AX. Unlike WU-AX, which bind water in a porous network, WE-
AX, as water-soluble polysaccharide, possess a hydration shell—a layer of water molecules that
surrounds and interacts with the macromolecule. This interaction plays a crucial role in the solubility,

stability, and function of the macromolecule in aqueous solutions. The hydration shell is dynamic, with
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water molecules continuously exchanging between the shell and the bulk water. Water uptake of flour
appears to correlates with both the molecular weight and concentration of WE-AX (Biliaderis et al.,
1995). It suggests that the effect is mediated by the their viscosifying impact on the mobile water phase,

reducing its mobility in the dough system, rather than by physically entrapping water molecules as

suggested for WU-AX.
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7 Conclusion

This review has explored the complex interactions of arabinogalactan-proteins, and primarily
arabinoxylans (AX) in wheat dough and bread. These polysaccharides, originating from the grain’s cell
walls, significantly influence dough behaviour and bread quality due to their hydrophilic nature and
impact on the viscoelastic properties of dough. However, the precise mechanisms through which AX
affect bread quality, dough hydration, and starch retrogradation remain partially understood,
complicated by their inherent variability in content and composition across different wheat varieties

and grain tissues.

In the starchy endosperm, AX is characterized by a significant proportion of water-extractable
arabinoxylans (WE-AX), although water-unextractable AX (WU-AX) remains the major fraction. The
content and structure of WE-AX are largely under genetic control, with environmental factors
influencing the relative proportions of WE-AX and WU-AX. Conversely, the outer layers of the grain,
particularly the aleurone layer and outer pericarp, are characterized only by WU-AX, which exhibit
structural diversity. This variability influences AX functionality in dough and bread, including
susceptibility to enzymatic degradation, affecting water absorption, dough handling, and final bread

quality.

The most notable impact of AX is related to their hydrophilic nature, which significantly affects water
distribution in dough. WU-AX with its high water-binding capacity, particularly in the starchy
endosperm, can alter the hydration dynamics of other dough components, such as starch and gluten.
However, differentiating the contributions of WE-AX and WU-AX to overall water absorption remains
challenging, especially given the variability in AX content and structure across different wheat flours.
Studies have shown that endoxylanase can modulate the WE-AX to WU-AX ratio, preserving high
viscosity (associated with WE-AX) and reducing water bound to the insoluble matrix by solubilizing WU-
AX. However, this modulation is less effective in bran fractions, especially the outer pericarp, which are

resistant to xylanase degradation due to their complex structure.

In addition, AX, particularly WU-AX, can interact with the gluten network, potentially competing with
gluten for water and affecting dough rheology. The variability in AX structure, including molecular
weight and degree of substitution, may also influence these interactions. While some studies suggest
direct interactions between AX and gluten proteins, others propose that AX affects dough indirectly by

altering water availability and distribution.
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Moreover, low-molecular-weight WE-AX has been shown to inhibit starch gelatinization and short-term
retrogradation, potentially improving bread freshness. However, AX can also accelerate bread staling by
increasing water content, which enhances amylopectin mobility and recrystallization. The interplay
between AX and starch retrogradation is complex and influenced by factors such as AX molecular
weight, concentration, and type. Further research is needed to elucidate how these variables impact
dough and bread properties. Understanding these factors across different wheat varieties could lead to

optimized formulations for specific baking applications, enhancing bread quality and shelf life.

Quantifying the impact of AX on dough and bread properties is challenging due to their variability in
flour composition, their low quantity in flour, the different extraction methods between studies, and
their interactions with other dough components. The inherent variability in AX content and structure

across wheat varieties adds another layer of complexity, leading to mixed findings in the literature.

The study of AX in dough and bread systems presents a multifaceted challenge that requires a nuanced
approach to fully understand their role and potential benefits. Combining expertise from food science,
materials science, and biochemistry could lead to a more comprehensive understanding of how AX and

other non-starch polysaccharides contribute to the structure and quality of baked products.

Future research could focus on developing rapid and accurate methods for characterizing AX profiles in
wheat flours. This knowledge could enable bakers to optimize dough hydration, handling properties,
and final bread quality based on the AX profile (and not only) of the flour used. The insights gained from
AX research could have far-reaching implications beyond conventional bread-making. For instance,
manipulating AX content and structure could lead to innovations in gluten-free products, improving
their texture and nutritional value. As our understanding of AX functionality deepens, it may influence
wheat breeding programs. Considering AX variability, such approaches might help identify wheat
varieties with desirable AX profiles for specific baking purposes. This could have significant economic

implications for both farmers and the baking industry.

In conclusion, while significant progress has been made in understanding the role of AX in dough and
bread, further research is essential to fully exploit their potential benefits and unravel their complex
interactions. This research could enhance bread quality and drive innovation in baking science and

technology, particularly by leveraging the natural variability of AX in different wheat varieties.
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1.4.2. LESLIPIDES

Origine des lipides dans les grains de blé

Les lipides forment majoritairement les bicouches qui délimitent les cellules et les organites (Figure 4). On les
retrouve au sein :

l
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bicouche lipidique est formée de glycolipides Figure 4 : schéma d'une membrane plasmique. Source : travaux de
(GL) et de phospholipides Dhatfield et Mariana Ruiz

La synthése des acides gras se fait entre 'amyloplaste et le réticulum endoplasmique (RE) : les acides gras sont
synthétisés dans I'amyloplaste puis exportés dans le RE pour la biosynthése de TAG ou PL, et les GL sont synthétisés
dans les membranes des plastes. Les protéines de réserve étant, comme les TAG et PL, synthétisées dans le RE, et
I'amidon étant synthétisé dans les amyloplastes, comme les acides gras. Marion & Saulnier (2020) suggérent qu’il
existe un lien métabolique entre les lipides du grain de blé et ces autres biopolymeres (protéines et amidon).

Les différentes classes de lipides du blé

Dans le grain, les lipides se répartissent dans le germe (30 a 36 %), la couche aleurone (25 a 29 %) et I'albumen
(35 a 45 %) et une portion mineure dans le péricarpe (< 4%) (Hargin & Morrison, 1980). Le germe et la couche
aleurone sont principalement constitués de lipides neutres (LN), les phospholipides (PL) peuvent se retrouver dans
I'ensemble des compartiments de la graine, tandis que les glycolipides (GL) sont localisés dans I'albumen amylacé
(Néron et al., 2012 ; Pareyt et al., 2011) (Figure 5). Aprés broyage, ces trois groupes se retrouvent répartis dans
les 2 a 2,5 % de lipides totaux présents dans les farines. Les lipides sont catégorisés en différents groupes et sous-
groupes (Figure 5). En haut de I'échelle, se trouvent d’abord les lipides de I'amidon et les lipides hors amidon. Les
lipides liés a la surface des grains d’amidon ont parfois pu représenter un troisieme groupe, mais sont aujourd’hui
trés souvent considérés comme des lipides de I'amidon, alors communément appelés lipides liés a I'amidon en
opposition aux lipides non liés a 'amidon (Melis & Delcour, 2020). Ensuite, les lipides liés sont distingués des lipides
libres, en fonction de leur solubilité dans certains solvants (solvants polaires pour les liés et non polaires pour les
libres). Tandis que les lipides libres regroupent a la fois des lipides polaires et des lipides non polaires, les autres
fractions ne sont constituées que de lipides polaires.
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monoacylglycérols.

Figure 5 : Les lipides des farines de blé : A. Répartition moyenne des groupes de lipides basés sur leur liaison a 'amidon et leur extraction aux
solvants polaires ou apolaires (adapté de (Pareyt et al., 2011)); B. Classification des lipides (adapté de (Néron et al., 2012))

Les LN sont les plus abondants dans les lipides non-liés a I'amidon tandis que les PL le sont les plus abondants des
lipides liés a 'amidon. Les GL sont minoritaires dans la farine totale.

Chacun de ces groupes possede un certain nombre de classes. La plus représentée, appartenant aux LN, est celle
des Triaglycérides (TAG) dont la quantité totale dans les farines varie selon les auteurs : de 30 a 36 % des lipides
totaux pour MacMurray & Morrison (1970), 27 % pour Néron et al. (2012) ou encore moins de 26 % pour Pareyt
et al. (2011). Cinquante pour cent (50 %) des TAG proviendraient des gouttelettes d’huile enrichies en TAG
concentrées dans les régions sub-aleuroniques, elles-mémes transférées du germe (Morrison & Hargin, 1981).
Ensuite viennent les lysophosphatidyl choline (LPC) du groupe PL a hauteur de 26 % dans les farine d’apres Néron
etal. (2012) ou moins de 25 % d’apres Pareyt et al. (2011). Les lyso-PL sont probablement des lipides liés a I'amidon
libérés lors de leur endommagement (Morrison & Hargin, 1981). Enfin, on trouve les digalactosyl-diacylglycérols
(DGDG) appartenant aux GL, qui représentent environ 8 % des lipides totaux dans les farines d’apres Néron et al.
(2012).

Variabilité des lipides du blé

Non seulement les lipides possédent un grand nombre de classes différentes, mais celles-ci peuvent varier en
proportion d’une farine a une autre. Cette variabilité pourrait notamment expliquer les différences observées dans
les valeurs rapportées dans la littérature concernant la proportion de ces classes. Par exemple, des conditions de
sécheresse impacteraient le remplissage des grains pendant la maturation, induisant une réduction de la quantité
de lipides libres au niveau des enveloppes extérieures, et donc impactant leur concentration dans les farines
completes (Panozzo et al., 1990).

Une autre étude (Konopka et al., 2006), met en avant des différences de composition lipidique, notamment en
acides gras et en caroténoides, entre les blés d’hiver (6 variétés différentes) et les blés de printemps (5 variétés
différentes) cultivés dans les mémes conditions. Les blés de printemps seraient également plus riches en lipides
libres et spécifiquement en fraction non-polaire et en phospholipides.
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La particularité des lipases endogenes

Avant de parler de panification, il est important d’évoquer I'action des lipases durant le stockage des farines. En
effet, une farine dégermée, donc en général réalisée sur cylindres, peut se conserver environ 2 ans. Tandis qu’une
farine réalisée sur meule de pierre, incluant le germe, se conserve en général seulement 6 mois. De méme, une
farine complete, incluant des sons ne se conserve pas plus de 6 mois. Cette différence, dépendante de la présence
du germe et des sons, est liée a la forte concentration en lipides oxydables.

En effet, les lipases endogenes des blés sont présentes dans le germe et les sons ce qui rend leur activité dans les
farines blanches bien plus faible que dans les farines complétes (De Almeida et al., 2014). Ces lipases agissent
presque exclusivement sur les TAG, source majeure d’acides gras libres, qui se forment au cours du stockage
(Clayton & Morrison, 1972). Or, leur concentration croissante dans les farines est synonyme de rancissement, et
leur augmentation au détriment de TAG est pénalisante pour la qualité en panification (Bell et al., 1979 ; Doblado-
Maldonado et al., 2012).

Roéle des lipides en panification

Un certain nombre de travaux mettent en évidence I'impact des lipides en panification.

Pour commencer, les effets sur |a stabilisation des interfaces ont été mis en évidence. En effet, |a stabilisation des
bulles de gaz dans les pates de farine de blé ne peut étre seulement attribuée a la matrice gluten-amidon, qui
présente des discontinuités autour des bulles de gaz, et la présence d’un film liquide séparant les bulles de gaz a
été mise en évidence (Gan et al., 1990). Ce film est a la fois consolidé par des protéines de surface mais également
par des lipides amphiphiles jouant leur réle de tensioactif. En I'absence de lipides (farine dégraissée), les protéines
forment un film de stabilité moyenne qui emprisonne I'air au sein du réseau de gluten. Avec I'ajout de lipides
polaires, les interfaces sont initialement déstabilisées, mais lorsque leur concentration augmente, la stabilité des
films augmente, ce qui permet de maitriser, pendant la fermentation, I'emprisonnement des bulles de gaz qui
formeront, apres cuisson, les alvéoles de la mie de pain (Marion et al., 2003). Les lipides polaires qui seraient les
plus impliqués dans ce rdle de stabilisation sont des GL, plus particulierement les DGDG et MGDG (Salt et al.,
2017). Les alvéoles de la mie de pain étant étroitement liées au volume du pain, une meilleure stabilisation du film
au sein de la pate permettrait de mieux maitriser le volume final du pain (Marion et al., 2003). Ceci explique que
le volume du pain diminuerait avec I'ajout de lipides non-polaires et inversement avec I'ajout de lipides polaires
au-dela d’une certaine quantité dans la limite des concentrations naturelles (MacRitchie, 1981 ; Sroan &
MacRitchie, 2009). Bekes et al., (1986) ont proposé de déterminer le volume du pain en se basant sur le ratio des
lipides non polaires par rapport aux lipides polaires de la farine, bien que ce ratio n’explique que 11% de la variation
du volume (McCormack et al., 1991). Ainsi méme si la viscoélasticité du gluten a un réle clé dans le développement
de la pate et ’homogénéité des bulles de gaz, d’autres composants tels que les lipides sont nécessaires pour les
stabiliser.

L’oxydation des acides gras polyinsaturés et des cystéines (groupes SH libres du gluten) par lipoxygénases (LOX)
améliorerait les propriétés rhéologiques des pates (augmentation de leur stabilité, assouplissement et résistance
a I'extension), et également le volume final du pain (Bahal et al., 2013 ; Frazier et al., 1973 ; Wang et al., 2014).
L’oxydation en particulier des caroténoides (pigment qui apportent la couleur creme de la pate) est par ailleurs
responsable du phénomene de blanchissement des pates (Marion et al., 2003 ; Nicolas & Drapron, 1983; Zhang
et al., 2013).

Les études portant sur I'impact des lipides, trés souvent limitées a I'impact sur le volume du pain ou I'apparence
de la mie en panification, focalisent la plupart du temps sur les lipides non-liés a I'amidon. En effet, les lipides liés
a I'amidon, de par leur location, seraient moins susceptibles d’interagir avec les autres composants de la pate lors
du procédé de panification (Melis & Delcour, 2020) et n"auraient d’impact que sur la gélatinisation de I'amidon,
son absorption d’eau, et, indirectement, sur la fermeté de la mie (Chung et al., 1978).
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Cependant, la majorité des études ont été réalisées a partir de farines dégraissées puis reconstituées avec ajouts
de différentes fractions lipidiques, avec un impact irréversible sur les propriétés rhéologiques des farines (Melis &
Delcour, 2020), ou alors avec I'utilisation de lipases hydrolysant spécifiguement certains lipides. Les quelques
études qui ont examiné la variabilité naturelle des lipides ont conduit a des résultats contrastés, probablement en
raison de variations non maitrisées des autres composants de la farine. Finalement, I'impact des variabilités
naturelles des teneurs en lipides sur la panification n’est pas clairement établi et encore moins leurs mécanismes
d’action. Par exemple, Panozzo et al. (1990) ont trouvé des corrélations entre lipides et parameétres rhéologiques,
obtenus avec des outils tels que le farinographe ou I'extensographe, mais qui ne sont pas répétables d’une année
a l'autre. Ceci s’expliquerait par des interactions complexes entre les lipides et les autres composants de la farine
de blé durant le pétrissage, réclamant la mise en place d’une approche multifactorielle plutét que de s’en tenir a
de simples corrélations entre 2 variables.

Interactions entre les lipides et les autres constituants majoritaires du grain de blé

Chaque classe de lipides peut étre extraite grace a un solvant spécifique. Cela rend compte de la diversité de leurs
propriétés et de leurs interactions avec les différents composants de la farine.

Des travaux antérieurs mettent en évidence des interactions spécifiques entre les lipides et les composants
majoritaires du blé, soit lipides-amidon, soit lipides-protéines. Les composants majoritaires ayant un impact
indéniable sur la qualité technologique des blés, les lipides pourraient, a travers ces interactions, avoir un impact
indirect sur cette qualité.

Un certain nombre d’interactions ont été relevés avec les protéines. Les puroindolines et les protéines de transfert
de lipides stabiliseraient les mousses au niveau des interfaces (Cooper et al., 2002 ; Dubreil et al., 1997 ; Marion
et al., 2003). Egalement, I'interaction entre les lipides et les puroindolines pourrait jouer un rdle sur la dureté des
grains en empéchant I'adhésion de la matrice protéique a la surface des grains d’amidon (Geneix et al., 2020). Les
lipopurothionines, qui sont des complexes entre polypeptides basiques et lipides polaires, ont également été
observés (Fernandez et al., 1976), mais sans impact identifié en panification.

La formation de complexes entre les lipides et les protéines, notamment du gluten, a été discutée. Alors que ces
complexes apparaissent dans les membranes lipidiques, Marion et al. (1987), grace a une observation de cryo-
coupes enr microscopie électronique, suggerent que ce ne serait pas le cas du gluten, qui engloberait plut6t
physiquement les vésicules de lipides dans sa matrice qui contient ainsi des microémulsions stabilisées. McCann
et al. (2009) confirment cette hypothése pour les lipides non-polaires mais suggerent plutét des interactions
spécifiques entre le gluten et les lipides polaires, et plus précisément les GL avec les gluténines par interaction
hydrophobe et hydrogéne, et les PL avec les gliadines.

Les lipides interagissent également avec I'amidon et joueraient un réle significatif sur ses propriétés fonctionnelles
en formant notamment des complexes avec I'amylose (Morrison, 1988). Ces complexes se formeraient avec les
lysophospholipides et les monoglycérides et pourraient entre autres impacter les propriétés rhéologiques des
pates (Nierle & El Baya, 1990), ou retarder la rétrogradation de I'amidon et par conséquent le rassissement des
produits de panification (Mariscal-Moreno et al., 2019). Ces complexes peuvent étre quantifiés en utilisant des
études compétitives, mesurant la réduction de la couleur de liaison a l'iode lors de la formation des complexes
(Tang & Copeland, 2007). Les études utilisant la RMN et la modélisation moléculaire des complexes amylose-
lipides ont également été réalisées pour étudier la conformation de ce complexe (Buléon et al., 1998). Elles
indiguent que la chaine hydrophobe des acides gras est incluse a l'intérieur de I'hélice d'amylose, tandis que les
groupes polaires des acides gras et les monoglycérides sont trop volumineux pour entrer dans I’hélice. De ces
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résultats, un modele est proposé (Buléon et al., 1998), ou la partie aliphatique d'un lipide peut étre insérée a
chaque extrémité d'une chaine d'amylose (Figure 6).

Figure 6 : Représentation par modélisation moléculaire de complexes amylose-lipide montrant I'inclusion de la partie aliphatique (C12) de I'acide
gras dans la cavité hydrophobe de la simple hélice de I'amylose (Buléon et al., 1998)
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2. DE LA FARINE AU PAIN

2.1. LE PROCEDE DE PANIFICATION

Le procédé de panification englobe un certain nombre d’étapes comme l'illustre la Figure 7 pour transformer la
farine, mélangée a du sel, de I'eau, de la levure ou du levain et éventuellement d’autres ingrédients (sucre,
matiéres grasses, améliorants), en pain.
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Figure 7 : Diagramme simplifié du processus de panification. D’apreés (Della Valle et al., 2020; Dufour, 2023). EMS : Energie Mécanique
Spécifique, T° ; Température. Images INRAE, sauf pour les alvéoles gazeuses (ERF Grenoble)
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Trois étapes principales sont distinguées : le pétrissage, la fermentation/fagonnage et la cuisson.

Durant I'étape de pétrissage, toutes les particules de la farine s’hydratent et se distribuent a tel point gu’ils
n’existent plus, a I'ceil nu, en tant qu’élément distinct ; la farine passe alors d’un solide divisé a un milieu continu,
la pate. Cette étape a pour réle de former une pate homogéene et développer le réseau de gluten qui enchasse les
grains d’amidon, tout en incorporant de l'air. Le gluten forme une phase protéique continue aux propriétés
viscoélastiques marquées, qui conférera une certaine résistance et élasticité a la pate, lui permettant de retenir
les bulles de gaz. La réticulation optimale du réseau de gluten est notamment dépendante de I'hydratation et de
I'énergie mécanique spécifique (EMS) appliquée au cours du pétrissage (Dufour et al., 2024 ; Shehzad et al., 2012).

Durant la premiére fermentation, appelée pointage, les bulles de gaz formées lors du pétrissage croissent grace
au pouvoir fermentaire des levures, faisant lever la pate et sont a I'origine de la structure alvéolaire des pains. Des
pétrissages intensifs apportent un tel niveau d’EMS qu'ils raccourcissent généralement cette étape tout en
augmentant la température des pates. L’hygrométrie et la température ambiante sont aussi des facteurs qui
peuvent influencer cette étape. Lorsque le volume de la pate a doublé, celle-ci est ensuite dégazée, divisée et
faconnée pour obtenir la taille et la forme souhaitée. Le fagonnage modifie la structure alvéolaire de la pate. La
deuxieme fermentation, nommée apprét, démarre et se termine par une prise de volume du paton qui va en
général jusque trois fois son volume initial. La durée de cette étape est moins longue que le pointage mais dépend
a nouveau des mémes facteurs. A ce stade, les bulles de gaz sont interconnectées et uniquement séparées par
des films liquides (cf section 1.4.2, Gan et al., 1990). La stabilisation de ces bulles est souvent un critére recherché,
car elle prévient leur coalescence, un phénomene qui peut entrainer des structures alvéolaires grossiéres (Hayman
et al., 1998) ou hétérogénes (Babin et al., 2006) parfois indésirables, notamment pour les pains de mie. Cette
stabilisation est dépendante du réseau viscoélastique de gluten et du film liquide séparant les alvéoles. A la fin de
cette étape, la pate peut alors étre considérée comme un milieu triphasique, composé de gaz, d’une phase liquide,
et d’'une matrice viscoélastique.

Les pates sont ensuite prétes a étre enfournées et peuvent étre préalablement scarifiées avec des coups de lame
afin de controler 'expansion du pain a la cuisson et créer des décorations. La cuisson transforme la pate, solide
visco-élastique, en une mousse solide grace a la gélatinisation de I'amidon et a la réticulation des protéines. Bien
que cette étape entraine une prise de volume, la structure alvéolaire obtenue en fin de fermentation évolue peu
(Babin et al., 2008)..

Un certain nombre de parametres est ajustable par le boulanger tout au long du procédé de panification afin
d’assurer un produit final convenable comme indiqué sur la Figure 7.

Celui-ci peut par exemple, en fonction de la structure/consistance de pate recherchée, jouer sur le pétrissage,
durée et intensité/vitesse du cisaillement, sur I'hydratation, ou encore la température des ingrédients.
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2.2. LA DISTRIBUTION DE L’EAU

L’eau joue un rble essentiel dans 'organisation spatiale des différents composants de la farine au sein de la pate.
Sa distribution est notamment facilitée par 'EMS lors du pétrissage. Tandis que 'eau liée établit des liaisons entre
toutes les molécules, I'eau libre confere a la pate sa plasticité en rendant possible la mobilité des molécules les
unes par rapport aux autres. Un bon dosage de I'eau est essentiel pour obtenir un équilibre optimal entre I'eau
libre et I’eau liée. Une trop grande quantité d’eau entraine un excés d’eau libre, rendant la pate collante et difficile
a manipuler. A l'inverse, une quantité insuffisante d’eau aboutit principalement a de I'eau liée, rendant le pate
trop rigide et difficile a pétrir.

Les propriétés rhéologiques de la pate sont attribuées majoritairement au réseau de gluten, et les protéines ont
besoin d’une certaine quantité d’eau pour son bon développement. Cependant d’autres molécules se lient a I'eau,
entrainant une compétition en fonction des affinités des constituants. L'amidon endommagé est notamment
connu pour absorber beaucoup d’eau par rapport a I'amidon natif. Outre ces constituants majeurs, les pentosanes,
comme décrit en 1.2.1, absorbent également beaucoup d’eau par rapport a leur masse. D’aprés Bushuk, (1966),
46 % de I'eau dans les pates est associée a I'amidon, 31 % au gluten et 23 % aux pentosanes, tandis que Roman-
Gutierrez et al. (2002) définissent une répartition de I'eau théorique de 88% pour I'amidon, 10% pour le gluten et
2% pour les pentosanes. Bien que ces deux auteurs s’accordent pour attribuer la grande majorité de l'eau a
I'amidon, les différentes proportions d’eau attribuées aux composants attestent de la difficulté a définir les
différents types de liaisons a I'eau. Les lipides ne se lient pas directement a I'eau mais ils peuvent influencer sa
distribution grace a leur réle aux interfaces en agissant comme des tensioactifs.

Un équilibre optimal de ces interactions est déterminant pour obtenir une pate de qualité et un produit final
réussi.

La distribution de I'eau ne joue pas seulement un réle clé pendant le pétrissage. En effet, sa teneur influence les
températures de gélatinisation de I'amidon et de réticulation du gluten lors de la cuisson, qui dépendent
également de la présence d’autres molécules telles que les pentosanes.

3. EVALUATION DE LA QUALITE TECHNOLOGIQUE DES BLES

L"évaluation de la qualité technologique ou valeur boulangere des blés tendres est importante pour les meuniers
et les entreprises de la boulangerie car elle détermine sa valeur d’usage (selon le produit final associé) et elle
permet notamment d’appréhender le comportement rhéologique des pates et son éventuel impact sur le produit
final. Un certain nombre d’évaluations est réalisé afin de classer les blés et répondre aux cahiers des charges des
différentes entreprises (fabricant des produits de panification, des pizzas ou encore des biscuits), de la
composition au comportement rhéologique de la pate, en finissant systématiquement par un test de panification
normalisé.

3.1. CARACTERISATION DU GRAIN ET DE LA FARINE

Quelgues mesures peuvent étre réalisées sur grains pour évaluer la qualité du blé. Des valeurs de poids de mille
grains élevées sont par exemple souvent associés a de bons rendements, eux méme souvent associés a une moins
bonne qualité boulangére du blé. La dureté ou la résistance a I'écrasement des grains de blés, est également un
critére de qualité catégorisant les blés en « hard », « medium hard » ou « soft ». Ces catégories permettent d’avoir
une premiere idée des propriétés qu’auront les farines. Notamment, des blés de dureté élevée « hard » auront
tendance a produire plus d’amidon endommagé a la mouture et donc des farines qui absorbent plus d’eau. Les

77



blés « soft » sont, par exemple, caractéristiques des blés biscuitiers, ou I'on cherche a obtenir des farines qui
absorbent moins d’eau pour ne pas former de réseau de gluten et obtenir des textures plus croustillantes et
friables.

La quantité de protéines est probablement le critere de qualité le plus surveillé sur le marché. Plusieurs méthodes
analytiques existent pour déterminer la quantité de protéines des grains. La méthode de Kjeldahl (ISO
20483 :2013) mesure la teneur en azote apres minéralisation des échantillons avec de I'acide sulfurique, tandis
que la méthode de Dumas (ISO 16634-2:2016) mesure la teneur en azote aprés combustion totale des
échantillons. Le un taux de conversion azote/protéine utilisé pour quantifier les protéines de réserve du blé est de
5.7. Ces mesures de protéines sont aujourd’hui réalisées en routine par Spectroscopie proche infra-rouge (NIRS)
(ISO 12099:2017) en utilisant des droites de calibration préalablement établies a partir des méthodes Kjeldahl ou
Dumas.

De la méme maniere, des mesures NIRS sont également utilisées sur le grain pour déterminer rapidement la
teneur en humidité, la teneur en amidon ou encore la teneur en cendres. La teneur en cendres permet de juger
de la blancheur d’une farine, car les matieres minérales se retrouvent essentiellement dans les enveloppes
externes du grain et donc des sons. Cette teneur permet ainsi de classifier les farines des plus blanches (T45) aux
plus complétes (T155). Sur les farines, I'humidité est également souvent mesurée pas dessiccation.

Le taux d’amidon endommagé des farines peut étre mesuré de maniere indirecte par plusieurs méthodes.
Certaines reposent sur I'utilisation d’enzymes (a-amylase) pour hydrolyser I'amidon avant de quantifier les sucres
réducteurs par spectrophotométrie (AACC Method 76-31.01, Megazyme). D’autres méthodes, plus rapides a
mettre en ceuvre, mesurent la cinétique d’absorption de I'iode par ampérométrie (ISO 17715 :2015), principe
utilisé par le SDmatic® (Chopin, France).

Enfin, certaines mesures rendent compte de I'activité enzymatique des farines et notamment de I'activité a-
amylasique. La création d’'un empois d’amidon est nécessaire. L'indice de chute d’"Hagberg est la mesure du temps
mis par un agitateur pour descendre au travers de cet empois, tandis que I'amylographe (Brabender, Allemagne)
équipé d’'un viscosimetre rotatif établi une courbe de gélification.

Des mesures sont réalisées pour rendre compte de la qualité du réseau de gluten. Par exemple, I'indice de Zélény
est basé sur I'absorption d’eau du réseau en mélangeant de la farine avec une solution diluée d’acide lactique. La
valeur de sédimentation obtenue jugera de la convenance d’une farine selon son usage. Laver une pate sous un
filet d’eau pour éliminer toutes les molécules solubles, en éliminant I'amidon par lixiviation permet d’isoler le
gluten et de pouvoir quantifier par pesée le gluten humide, le gluten sec apres dessication, puis le rapport des
deux (Gluten index). Ce protocole est semi-automatisé avec un appareil tel que le Glutomatic® (PerkinElmer, USA).

Bien que ces différentes mesures permettent d'évaluer plusieurs aspects cruciaux de la qualité du blé et des
farines, elles présentent des limites. Premiérement, ces méthodes ont tendance a se focaliser sur une seule
propriété a la fois, souvent en relation directe avec les protéines ou avec I'amidon ; elles n'intégrent pas les
différents composants du grain ou de la pate, notamment les composants minoritaires tels que les arabinoxylanes
et les lipides, dont l'influence sur la qualité finale du pain est pourtant avérée (cf section 1.4). De plus, bien que
ces méthodes offrent des informations pertinentes sur des propriétés isolées, cette approche via des criteres
spécifiques conduit a une multiplication de tests individuels qui ne donnent qu'une vision partielle de la
performance réelle en panification. Ces tests ne permettent pas de prédire avec précision le comportement global
de la farine au cours du procédé de panification, ou plusieurs facteurs doivent étre pris en compte de maniére
simultanée. En effet, les interactions entre les différents composants peuvent avoir des effets significatifs sur la
formation du réseau de gluten, la rétention d’eau ou encore le comportement rhéologique de la pate. Nous
détaillons dans la prochaine section les évaluations du comportement de la pate qui déterminent finalement la
qualité du blé.
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3.2. EVALUATION DU COMPORTEMENT DES PATES DURANT LE PETRISSAGE
3.2.1. STANDARDS DE MESURE

Le comportement de la pate est étudié par les meuniers grace a des outils standardisés sous la forme de « mini-
pétrin ». Différents équipements permettent de réaliser un pétrissage dans des conditions contrélées, mais
éventuellement différentes de celle de pétrins industriels, et de déterminer des parameétres rhéologiques
empiriques sur la pate, afin de comparer les farines et d’en prévoir le comportement technologique.

L'alvéographe (Chopin, France) évalue la capacité de déformation des pates sous pression d’air, a I'image de la
déformation de la pate soumise au dioxyde de carbone pendant la fermentation. En pratique, une pate est formée
avec un temps de pétrissage et une hydratation constante (50%). Sous pression d’air, la pate est ensuite
transformée en bulle jusqu’a rupture. Pendant cette opération, I'appareil mesure la pression en fonction du temps
pour former le diagramme de déformation (Figure 8) reflétant la capacité de rétention d’air de la pate a débit d’air
constant, simulant sa capacité a former une pate élastique et résistante, essentielle pour la panification. Les
parametres alvéographiques ainsi recueillis représentent des propriétés physiques de la pate. L'aire sous la courbe
correspond a la force boulangére W, qui représente le travail de déformation nécessaire pour former la bulle
jusqu’a sa rupture. En pratique, il s’agit probablement du parametre alvéographique le plus utilisé. La pression
maximale P correspond a la ténacité ou résistance de la pate. Ainsi une valeur P élevée indique une pate difficile
a étirer. L'extensibilité L est déterminée par la taille de la bulle a sa rupture et indique la capacité de la pate a
s’étirer sans se rompre. Le rapport de ces deux derniers indices P/L permet d’évaluer I'équilibre d’une farine, et
est souvent plus utilisé que les deux indices seuls. Enfin, I'Indice d’Elasticité le correspond au rapport entre la
pression pour un volume de bulle de 200 mL (P20o) et la pression maximale (P) ; il exprime la rapidité et la capacité
de la pate a revenir a sa forme originale apres déformation
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Figure 8 : Alvéogramme (Chopin, France)

Le farinographe (Brabender, Allemagne) mesure la capacité d’absorption d’eau et la tolérance des pates au
pétrissage a une consistance constante considérée comme optimale de 500 Unité Brabender (UB) (Figure 9). Le
couple est mesuré lors du pétrissage et la quantité d’eau nécessaire pour atteindre 500 UB correspond a
I'absorption d’eau (WA) des farines. Le temps de stabilité est la durée pendant laquelle la pate conserve sa
consistance optimale, le temps de développement est le temps nécessaire pour atteindre la consistance maximale,
et I'indice de tolérance mesure la perte de consistance a 12 minutes de pétrissage aprés avoir atteint 500 UB.
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Figure 9 : Courbe de farinographe (Brabender, Allemagne)

D’autres outils, moins utilisés, ont également été développés pour étudier le comportement des pates. Le
consistographe peut se rapprocher du farinographe car il permet de déterminer une hydratation optimale et la
stabilité de la pate mais se concentre sur la consistance et fermeté. L’extensographe, quant a lui, mesure la
résistance d’'une pate a I'étirement. Le rhéofermentométre mesure l'activité fermentaire de la pate avec la
production de gaz et I'expansion de la pate. Et enfin, le mixolab analyse les propriétés rhéologiques de la pate
pendant le pétrissage et la cuisson.

3.2.2. EVALUATION SENSORIELLE DURANT LE PROCESSUS DE FABRICATION DU PAIN

Malgré toutes les mesures décrites précédemment, le test de panification francais demeure le critére
incontournable de la qualité des farines. Ce test permet d’évaluer la qualité boulangeére des farines en conditions
réelles de fabrication d’un pain de tradition francaise. Une grille de notation est remise a un boulanger pour
attribuer des notes tout au long des étapes de panification. Chaque critere est noté soit normal (note de 10), ou
avec un défaut plutdt en « exceés » ou en « insuffisance » pour générer un profil de qualité. Chaque défaut peut
étre noté avec 3 niveaux d’intensité (le moins intense 7, puis 4, le plus intense 1). Ce test est cependant long a
mettre en ceuvre et demeure subjectif car il a beau étre réalisé par un boulanger spécialement formé, les notes
restent qualitatives et dépendent de son savoir-faire.

L'extrait d’un exemple de grille de notation BIPEA (Norme AFNOR NF V03-716) est donné sur la Figure 10.
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Insuffisant Excés
Lefelrfwofr e]r]

PETRISSAGE
LISSAGE x 05 =| tNa
COLLANT DE LA PATE x 05 =| tNa
CONSISTANCE | HNA |x| A |=| A |15
EXTENSIBILITE x 05 = N TOTAL COEFFICIENT PETRISSAGE
ELASTICITE x 05 =| #na
RELACHEMENT x 05 =| #na
POINTAGE
DETENTE : FELACHEMENT | I | || " I I | x 1 = I
POINTAGE
FACONNAGE
ALLONGEMENT x 05 =| tNa
DECHIREMENT x 05 =| #va | HNA | X | HNA |=| HNA |f25 | #VA |nnn
ELASTICITE X 05 = #NA TOTAL COEFFICIENT FACONNAGE NOTEPATE
COLLANT DE LA PATE x 1 =] tNa
APPRET
ACTIVITE FERMENTAIRE x o5 =| ana A |m
PATE : DECHREMENT x 05 =| tNa APPRET
MISE AU FOUR
COLLANT DE LA PATE x 1 =] #a | HNA | x | HNA |=| A |0
TENUE DE LA PATE X 2 = HNA TOTAL COEFFICIENT MISE AUFOUR

Figure 10 : Extrait d'une grille de notation BIPEA (Norme AFNOR NF V03-716) « Pain courant frangais »

Ce test est completement adapté a la fabrication de pains francgais. D’autres tests de panification sont utilisés a
I'étranger pour juger de la qualité des farines, en fonction de la fabrication de pain adapté a chaque culture.

Pour conclure, bien que ces méthodes empiriques, telles que I'alvéographe, le farinographe et le test de
panification, soient couramment utilisées dans le secteur professionnel, leur approche se révele limitée. En effet,
bien qu'’ils fassent office de références, ces tests n'offrent pas une compréhension approfondie des interactions
complexes entre les différents constituants de la farine et ne permettent pas toujours de guider efficacement
|'utilisateur final. De plus, les mesures des équipements qui visent a mimer les conditions de pétrissage sont
souvent exprimés en unités arbitraires, ce qui restreint leur usage a des comparaisons relatives. Par ailleurs, le test
de panification, bien gu'il reste incontournable en matiére de qualité boulangére, est a la fois long a réaliser et est
empreint d’une certaine subjectivité. Ces remarques soulignent la nécessité d'approfondir I'analyse par des
méthodes scientifiques, qui explorent les propriétés rhéologiques de maniére plus rigoureuse et objective,
notamment pour déterminer des relations entre la structure, la composition et les propriétés des pates.

3.2.3. MESURES RHEOLOGIQUES EN FAIBLES ET GRANDES DEFORMATIONS

La rhéologie étudie la déformation et I'écoulement des matériaux sous l'effet de contraintes. Elle permet de
caractériser le comportement mécanique des matériaux visqueux, élastiques et viscoélastiques en réponse a des
forces appliquées. La rhéologie de la pate a pain peut étre évaluée a l'aide d'une large gamme de tests, chacun
d'entre eux étant congu pour traiter des aspects spécifiques de son comportement. Ces essais peuvent étre classés
en fonction du type de déformation appliquée, cisaillement ou extension. La dimension temporelle joue
également un réle crucial, permettant des analyses en régime dynamique (oscillatoire) ou en régime permanent.
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Rhéologie en faibles déformations

Les mesures rhéologiques effectuées en faibles déformations appartiennent au domaine viscoélastique linéaire et
permettent d’obtenir des informations sur |'état de structure des pates. Elles ont tout d’abord permis de montrer
que la pate se comporte davantage comme un solide qu’un liquide (G’>G”). Elles ont mis en évidence le rble des
gluténines de haut poids moléculaires dans la performance boulangere, en lien avec leurs degré de ramification
et leurs enchevétrements dans la création du réseau de gluten (Dobraszczyk, 2004). De plus, la pate a pain, comme
beaucoup d’autres systemes alimentaires, peut étre, en premiéere approche, assimilée a un gel, caractérisé par un
réseau tridimensionnel maintenu par des liaisons faibles. Ainsi le module élastique de la pate en cisaillement (G’)
peut étre modélisé par une loi puissance ou I'exposant représente la connectivité du réseau de gluten (Gabriele
et al., 2001). Dans le domaine viscoélastique linéaire, I’Analyse Thermomécanique Dynamique (DMTA) permet
notamment de simuler le comportement des pates lors de la cuisson en suivant la variation, en compression, du
module de stockage E’ avec la température. De maniere générale, cette variation présente une valeur minimale
(E'min) autour de 45 °C et une valeur maximale (E'max) proche de 70 °C. La croissance du module entre ces deux
températures a été attribuée en premier lieu a la réticulation du gluten, et en second lieu au gonflement des
granules d'amidon (Rouillé et al., 2010).

Cependant ces mesures en faibles déformations ne permettent en général pas de conduire a des corrélations
directes entre propriétés viscoélastiques des pates et leurs performances en boulangerie (Stojceska & Butler,
2012). En effet, 'ampleur des déformations appliquées lors de ces mesures est de moins de 1%, des conditions
bien éloignées de celles rencontrées dans le procédé de panification. Il est donc intéressant de compléter ces
mesures avec celles en grandes déformations (Amemiya & Menjivar, 1992).

Rhéologie en grandes déformations

Les mesures rhéologiques effectuées en grandes déformations peuvent étre reliées au comportement réel de la
pate au cours du processus de panification car les conditions sont proches des déformations subies au cours du
procédé de panification, en pétrissage, fagonnage et en fermentation. L'élongation, ou extension, est impliquée
dans de nombreux processus alimentaires et induit une déformation qui implique I'allongement des entités
structurelles (molécules, agrégats, gouttelettes, etc.) le long des lignes de courant. En fonction de la déformation
résultante, I'écoulement en extension peut étre classé comme uniaxial ou biaxial (Rodriguez-Gonzalez & Bello-
Perez, 2016). Le test d’étirement de I'anneau (ring stretch), popularisé sous le nom du test de Kieffer, permet de
mesurer la viscosité d'élongation uniaxiale (Tschoegl et al., 1970), tandis que le test appelé « Extensional Viscosity
Fixture » est utilisé pour caractériser le comportement rhéo-durcissant de la pate de maniere précise (Meerts et
al., 2017).La viscosité bi-extensionnelle ne refléte la résistance de la pate a la croissance des bulles et rend compte
du comportement rhéo-durcissant de la pate. Elle est habituellement déterminée par un test de compression
uniaxiale en conditions lubrifiées (LSF) (Chatraei et al., 1981 ; Launay & Michon, 2008). Les mesures de la
contrainte o, de la déformation équi-biaxiale e, et de la vitesse de déformation €,conduisent a la détermination
de ne selon :

Ne = k. €871 = ko. 60 . exp(SHI. &) (1.2)

Ou k et n sont les indices de consistance et d’écoulement, respectivement, définis pour une déformation
constante. ko est une constante de k et SHI est I'indice de rhéo-durcissement (>1).

Ces mesures rhéologiques en faibles et en grandes déformations ont permis notamment de montrer que les
mélanges amidon-gluten ne parviennent pas a reproduire a eux seuls les propriétés rhéologiques des pates de
farine de blé, indiquant que la présence d’autres composants de la farine telles que les protéines solubles dans
I'eau, les pentosanes et les lipides, influencent la rhéologique de la pate (Uthayakumaran et al., 2002).
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4. CONCLUSION

Cet état de I'art montre que les évaluations technologiques de la qualité des blés tendres reposent encore
largement sur des procédés empiriques. Bien que ces méthodes soient couramment utilisées par les
professionnels de la boulangerie, elles présentent des limitations significatives. En effet, elles sont encore loin de
pouvoir expliquer les causes sous-jacentes de leurs résultats et ne tiennent pas compte de I'ensemble de la
composition des farines, notamment des composants minoritaires tels que les lipides et les pentosanes, ainsi que
de leur variabilité inhérente.

Pour répondre a cette problématique, le projet EVAGRAIN a entrepris une démarche visant a collecter les résultats
de ces diverses évaluations empiriques sur un vaste ensemble d’échantillons (290) représentatifs de la variabilité
des blés francais, de faire une caractérisation biochimique spécifique des farines, ainsi qu’une évaluation
rhéologique des pates. La Figure 11 illustre les relations entre la composition, la structure et les propriétés des
pates de blé. Elle met en évidence |'objectif central du travail de thése au sein du projet EVAGRAIN : établir des
liens entre la variabilité naturelle des composants, en se focalisant sur les composants minoritaires, leur influence
sur les criteres de qualité utilisés en panification (comportement de la pate), ainsi que la rhéologie de la pate, et
en déduire la structure en s’appuyant sur I'étude de la mobilité de I'eau.

L'ensemble des données collectées par les divers partenaires du projet a permis de mener un traitement
statistique approfondi, basé sur des méthodes de régressions linéaires multiples, afin de mettre en lumiere ces
relations, et notamment I'impact de la variabilité naturelle des composants minoritaires en panification.

Protéines Absorption
d'eau (WA)
Amidon
20 . Qualité
. COmPOSItIOH Proprletes technologique
Lipides
Pentosanes Rhéologie

Mobilité
de |'eau

Figure 11 : Schéma général sur les relations entre composition des farines, structure et propriétés des pates a pain
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Les différentes évaluations et mesures réalisées dans le cadre du projet sont présentées sur les Figure 12 et Figure
13Figure 13. Hormis le test biscuitier et le test pain de mie, dont les résultats nont pas été exploités dans cette
thése, I'ensemble des méthodes présentées sur ces figures sont détaillées dans ce chapitre.

La Figure 12 illustre les mesures réalisées par les partenaires du projet EVAGRAIN qui regroupe I'ensemble des
évaluations de la qualité traditionnellement effectuées, tandis que la Figure 13 rassemble I'ensemble des
évaluations effectuées dans le cadre de cette these au sein de 'unité de recherche BIA.

Les rectangles de couleur au sein des figures 12 et 13 regroupent les évaluations innovantes et avancées du projet,
distinctes des évaluations traditionnelles et empiriques. Les finalités des fleches simples indiquent les principaux
résultats (variables) de chaque méthode qui seront détaillés dans ce chapitre Matériels et Méthodes. Les
évaluations dans le cadre de la thése regroupent notamment la caractérisation des lipides et des pentosanes,
I’évaluation rhéologique des pates, ainsi que le suivi de la mobilité de I'eau au sein des pates.
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Figure 12 : schéma conceptuel des mesures réalisées dans le cadre du projet Evagrain par les partenaires (hors thése). Le rectangle de couleur montre une évaluation avancée réalisée dans le cadre du projet, non traditionnelle.
Prote: Protéines du grain, Prot : Protéine de la farine, UPP : Unexractable Polymeric Protein, GIuT : Glutenine Totale, GluS : Glutenine Soluble, Gli/GIuT : Rapport Gliadine sur GluT, Gli/GluS : Rapport Gliadine sur GIuS, P :
Tenacité, L : Extensibilité, P/L : Ratio P sur L, le : Index d’Elasticité, W : Force Boulangére, WA : absorption d’eau (Water Absorption), PDM : Pain De Mie.
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1. ORIGINE ET CONSERVATION DES ECHANTILLONS

1.1. ECHANTILLONNAGE SUR DEUX ANNEES DE RECOLTE

Un ensemble de 290 lots de blés ont été fournis par ARVALIS, AXIANE, LIMAGRAIN et WALAGRI, sur deux
campagnes. Une premiére campagne contenait 150 lots de blé sur deux années de récolte (2020-2021) et une

deuxieme contenait 140 lots comprenant sur une année de récolte (2022). Ces lots ont été sélectionnés de

maniere a maximiser la variabilité en croisant 99 différentes variétés et 39 différents lieux de culture (Figure 14).
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Figure 14 : Lieux de récolte des 290 échantillons de blé Evagrain. Vert : année de récolte 2020, Bleu
récolte 2022 (Source : Arvalis)
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1.2. CONSERVATION DES ECHANTILLONS DE BLE

Les grains de blés réceptionnés sont conservés dans des sachets hermétiques et individuels a 4°C.

Les farines de blés, sur une quantité de 100 a 200 g par échantillon, sont réceptionnées dans des sachets
hermétiques et sont conservées a température ambiante jusqu’a 20 jours apres mouture, avant d’étre conservées
a -20°C. Elles sont décongelées a température ambiante dans leur emballage hermétique la veille de chaque
analyse ou au moins 4h avant chaque utilisation (le méme protocole de décongélation étant appliqué pour une
méme analyse). Aprés une premiére analyse sur les farines, celles-ci sont transférés dans des pots avec bouchon
a vis, et aprés chaque analyse conservée a nouveau a -20°C. Le transfert dans les pots facilite |'utilisation des
farines pour les analyses suivantes.

1.3. PREPARATION DU MATERIEL INSOLUBLE A L’ALCOOL

Pour les analyses des polysaccharides (section 3.3.1), la formation d’un matériel insoluble a I'alcool (MIA) a été
réalisé afin de stabiliser la matiere premiére a température ambiante et éliminer les petits sucres.

Les échantillons de farine sont transformés en MIA a l'aide d'une méthode automatisée utilisant une unité
d'extraction accélérée par solvants ASE® 350 (THERMO, CA, USA). Les échantillons (2 g) sont extraits avec de
|'éthanol a 80 % a un débit de 2 mL/min dans des cellules de 22 mL de I'ASE® 350. Les conditions d'extraction ont
été fixées a 100°C pendant 20 minutes, suivi d'un volume de ringage de 150 % et d'un temps de purge a I'azote N2
de 30 secondes. Les MIA récupérés sont ensuite séchés a 40 °C pendant trois heures, puis pendant une nuit sous
vide en présence de P20s, avant d'étre pesés pour estimer le rendement d’extraction et enfin broyés avec un
broyeur a couteaux (IKA, Tube Mill 100 control, 30 secondes).

2. CARACTERISATIONS PHYSICO-CHIMIQUES DES GRAINS (ARVALIS)

Les caractérisations chimiques du grain regroupent la teneur en protéines totales et la teneur en eau déterminée
par spectroscopie proche infrarouge (infratec™) selon la norme NF EN 15948.

Les caractérisations physiques mesurés regroupent la masse volumique (ou masse a I’hectolitre) selon la norme
NF EN ISO 7971-3, la masse de 1000 grains selon la norme NF EN ISO 520, et également la dureté mesurée par
spectroscopie proche infrarouge (calibré selon I'index de taille des particules) selon la norme AACC 39-70.02.

3. CARACTERISATION PHYSICO-CHIMIQUE DES FARINES

3.1. CARACTERISATIONS D’ USAGE REALISEES PAR LES PARTENAIRES DU PROJET EVAGRAIN

Le dosage de I'eau des farines est réalisé par spectrométrie proche infrarouge avec calibration selon la norme NF
EN ISO 712 par Arvalis.

Le taux d’amidon endommagé (SD) est mesuré par une méthode ampérométrique selon la norme NF V03-731, a
I'aide de I'instrument SD-Matic (Chopin, France) et exprimé en Unités Chopin Corrigé par le taux de protéines et
d’humidité. L’activité amylasique est suivie grace au temps de chute d’Hagberg (HFN) mesuré avec un Falling
Number 1500 selon la norme I1SO 3093 :2009. Les valeurs HFN et SD des 290 échantillons ont été déterminés par
Axiane Meunerie.
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3.2. CARACTERISATIONS APPROFONDIES DES PROTEINES (PARTENAIRE IATE, INRAE, MONTPELLIER)

La distribution de la taille moléculaire des protéines de gluten a été étudiée par chromatographie d'exclusion
stérique a haute performance (HPLC Alliance, Waters), selon la méthode décrite par Morel et al. (2000), en
effectuant deux extractions séquentielles. Pour cela, 160 mg de farine ont été placés dans un tube de
centrifugation Nalgene de 50 mL, avec 20 mL de solution tampon d'extraction (solution tampon phosphate de
sodium 0,1 M, pH 6,9, avec 1 % de dodécylsulfate de sodium). Le tube a été agité pendant 80 minutes a 60°C
(Heidolph Reax 2, réglage 5) avant centrifugation a 25°C, 18 000 tr/min (Beckman, JA 20, rotor fixe a angle). Le
surnageant a été recueilli, et 2 mL ont été conservés dans un vial pour HPLC a -18°C. Le résidu de farine restant a
été dispersé dans 5 mL de solution tampon d'extraction, puis soniqué a température ambiante pendant 180
secondes a 30 % de la puissance nominale (50 W, 20 Hz) (VibraCell 72434, Bioblock, lllkirch, France). Le tube a
ensuite été centrifugé comme précédemment, et 2 mL de ce second extrait ont été également conservés a -18°C.
Les deux surnageants ont été injectés (20 plL) dans une colonne d'exclusion stérique TSKgel® G4000-SWXL (7,5
mm x 30 cm, Tosoh), couplée a une colonne de garde TSKgel G2000SWxI-G4000SWxI (6 mm, 4 cm). L'élution a été
réalisée a un débit de 0,7 mL/min avec une solution tampon phosphate de sodium 0,1 M (pH 6,9) contenant 0,1
% de SDS. La colonne a été calibrée avec sept standards protéiques (PSS-PROKIT, Agilent). Le signal UV a 214 nm
a été enregistré et exprimé en g/L, en tenant compte d'un coefficient d'extinction spécifique de 18,51 L/g/cm pour
la protéine de blé. Le chromatogramme du premier extrait a été intégré en considérant cing fractions
correspondant a des temps d'élution croissants (F1 a F5). Les fractions F1 et F2, attribuées aux polymeres de
gluténine solubles dans le SDS (GIuS), sont éluées entre le volume mort et le volume d’élution correspondant a
des protéines de masse 630 000 g/mol (F1), puis entre le le volume d’élution de protéines de masse 630 000 g/mol
a 116 000 g/mol (F2). Les espéces protéiques comprises entre 116 000 et 65 000 g/mol (F3) et entre 65 000 et 21
000 g/mol (F4) ont été attribuées respectivement aux gliadines w, v, B et a, dont la totalité est nommée Gli. La
derniere fraction d'élution (F5, Mw < 21 000 g/mol) regroupe les protéines solubles dans I'eau. La fraction des
polymeéres de gluténine insolubles dans le SDS (Fi) a été obtenue a partir de Il'aire totale du chromatogramme du
second extrait qui ne contient que des fractions F1 et F2. Le pourcentage de protéines polymériques non
extractibles (UPP) correspond au rapport GIuS/Fi. En raison du grand nombre d'échantillons et du temps requis
pour les analyses, une seule analyse a été réalisée par échantillon. Pour garantir la répétabilité et la fiabilité des
mesures, une farine de référence a été analysée a plusieurs reprises, confirmant que le coefficient de variation
(CV) des mesures était inférieur a 5 %.

Les données finalement fournies par IATE sont les suivantes : la teneur en protéines totales (Prot), la teneur en
gluténines totales (GIuT), la teneur en gluténines solubles (GIuS), la teneur en gluténines insolubles (Fi), le
pourcentage de protéines polymériques non extractibles (UPP) et les rapports gliadines sur gluténines totales
(Gli.GIuT) et gliadines sur gluténines solubles (Gli.GlusS).
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3.3. CARACTERISATIONS APPROFONDIES REALISEES DANS LE CADRE DE LA THESE

3.3.1. ANALYSE DES POLYSACCHARIDES

Extraction des solubles

Chaque MIA a été pesé (1 g) dans des tubes falcon de 15 ml. De I'eau ultra-pure (MiliQ, 4 mL) a été ajoutée et le
contenu du tube a été mélangé a l'aide d'un vortex. Les tubes ont ensuite été agités pendant une nuit (16h) a
I'aide d'un agitateur vortex (Multi reax, Heidolph ; a 1700 rpm) placé dans une étuve a 40°C. Les tubes sont
récupérés et centrifugés (2200 g, 30 minutes, 25°C). Deux mL de surnageant (fractions solubles) sont été
immédiatement transférés () dans des Eppendorf de 2 mL. Le contenu restant des tubes a été jeté.

Dosages des oses neutres

Les oses constitutifs des polysaccharides ont été analysés par chromatographie en phase gazeuse (GLC) selon la
méthode d’Englyst & Cummings (1988) aprées hydrolyse acide des MIA et de la fraction soluble du MIA.

Pour la teneur en oses constitutifs des arabinoxylanes totaux, 5 mg de MIA ont été pesés et hydrolysés avec du
H2S04 1M a 100°C pendant 2 heures. Pour la teneur en oses constitutifs des arabinoxylanes solubles, 0,2 mL
d’extraits aqueux de MIA ont été hydrolysés dans les mémes conditions. L'inositol a été utilisé comme étalon
interne.

Les monosaccharides libérés ont ensuite été convertis en leurs équivalents acétate d'alditol comme décrit
précédemment (Hoebler et al., 1989) puis analysés par GLC sur une colonne TG-225MS (Trace GC Ultra, THERMO
; 205 °C, H2). Chaque échantillon a été analysé en triple et la teneur totale en arabinoxylanes (TOT-AX) ainsi que
la teneur en arabinoxylanes solubles (WE-AX) ont été calculées comme la somme des résidus arabinose et xylose.
La teneur en résidu arabinose a été corrigée pour tenir compte de la présence d’arabinogalactane-protéine (AGP)
sur la base d'un rapport arabinose/galactose de 0,7, et en supposant que tous les résidus arabinose de I'AGP sont
présents dans |'extrait aqueux. La quantité d’AGP a donc également pu étre calculée en additionnant les résidus
arabinose non attribués aux AX et la quantité totale de résidus galactose dans I'extrait aqueux. La teneur en
arabinoxylanes insolubles (WU-AX) a été calculée en soustrayant WE-AX de TOT-AX. La teneur en résidus glucose
dans I'extrait soluble, ici nommée amidon soluble (SS), a également été mesurée pendant cette analyse.

Le rapport arabinose/xylose (A/X) a été calculé pour les arabinoxylanes totaux, les solubles et les insolubles
(respectivement A.X.TOT, AX.WU et A.X.WE). Le rapport A/X indique le degré de substitution du squelette de
résidus xylose liés en B(12>4) par des résidus d'arabinose. Il peut étre considéré comme une premiére
caractéristique structurale des arabinoxylanes. Des analyses structurales plus fines ont été réalisées par profilage
enzymatique.

Caractérisation structurale des arabinoxylanes par profilage enzymatique

Cette méthode basée sur I'utilisation d’'une endo-1,4-B-xylanase commerciale (GH11) permet d’obtenir, par
I’analyse des oligosaccharides (Arabino-Xylo-Oligo-Saccharides = AXOS) résultant de la digestion enzymatique des
AX, une « empreinte » spécifique de la structure des arabinoxylanes appelée « empreinte enzymatique » ou
« empreinte structurale ».

L’analyse des AXOS issus de la digestion enzymatique des AX par une xylanase commerciale est classiquement
réalisée par chromatographie échangeuse d’anions avec détection par ampérometrie pulsée (HPAEC-PAD).
Toutefois, cette méthode présentant des limitations en termes d’efficacité de séparation, d’identification et de
quantification des oligosaccharides, I'utilisation de la chromatographie d’interactions d’hydrophiles (HILIC)
couplée a un détecteur fluorimétrique et un spectrométre de masse, a été préférée. Ce choix implique une étape
de préparation chimique supplémentaire des échantillons aprés hydrolyse enzymatique pour coupler les AXOS a
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un fluorochrome (2AB (2-aminobenzamide)). L'intérét pour cette méthode chromatographique estlié a une
sensibilité plus élevée, a I'absence de soude dans les éluants, nécessaire a la détection et a la séparation en HPAEC
qui conduit a la perte des groupements chimiques, a des temps de rétention plus stables au cours du temps
d’analyse, ainsi qu’a la possibilité, par I'information sur la masse (m/z) des AXOS, de les identifier a minima par
leur degré de polymérisation (DP).

En pratique, par échantillon, 50 mg de MIA (en triplicat) sont d’abord déposés dans des vials de 8 mL et mélangés
au vortex avec de I'eau ultra-pure (MiliQ, 750 pL) avant d’étre agités pendant 3h a 40°C I'aide d’un automate de
préparation chimique SwingXL (Chemspeed® technologies AG). Une xylanase (NP, E-XYLNP, Megazyme) a ensuite
été ajoutée a raison de 20 U pour obtenir un volume total de 1 mL. Les vials sont ensuite agités pendant 16h a
40°C sur I'automate de préparation chimique SwingXL. 0,8 mL de chaque échantillon est prélevé puis déposé sur
une plague GF 96 puits (3960, Corning®) avant d’étre filtré par centrifugation (344 g, 3 minutes). Les plaque GF
sont ensuite disposées, couvertes dans une étuve sous vide a 90°C, pour stopper la réaction enzymatique.

Une gamme est préparée avec 9 points de dilution a partir de A>3XX (0-A23XX-30MG, Megazyme) (0,737 mmol/L ;
0,369 mmol/L; 0,147 mmol/L; 0,074 mmol/L; 0,037 mmol/L; 0,015 mmol/L; 0,007 mmol/L; 0,004 mmol/L ;
0,001 mmol/L) et un étalon interne a 0,03 mmol/L.

Les échantillons correspondant aux farines et a la gamme sont ensuite couplés au 2AB avec une solution préparée
depuis un mélange de 100 mg/mL de 2AB et 126 mg/mL de BCN (Cyanoborohydrure de sodium) dans un mélange
DMSO/Acide acétique (70:30, v/v). Pour le couplage, 50 ulL de la solution 2AB/BCN sont déposés dans des tubes
eppendorf de 2 mL avec 50 plL d’échantillon. L’ensemble est ensuite vortexé puis mis 4h sous agitation avec un
agitateur vortex (Multi reax, Heidolph) a 1500 rpm dans une étuve a 60°C.

La gamme est ensuite diluée par 6,25 et les échantillons par 12,5 dans un mélange acétonitrile/eau (78 :22, v/v)
puis I'ensemble est filtré (0,22um, PVDF).

La séparation chromatographique a été réalisée par UPLC Acquity H Class (Waters) avec injection sur une colonne
Glycan BEH Amide 130A (ref 186004742, Waters) maintenue a 30°C. La phase mobile est constituée d’une
combinaison d’un solvant A composé a 100% d’eau et 16 mM de formate d’ammonium et d’un solvant B composé
a 100% d’acétonitrile et 0,1 % d’acide formique avec un débit de 0,56 mL/min et une température maintenue a
30°C. La séquence chromatographique pour un échantillon est de 65 minutes en mode isocratique avec un départ
a 85% de solvant A et 15% de solvant B.

La détection est assurée par un détecteur de fluorescence dont les longueurs d’ondes d’excitation et d’émission
sont réglées respectivement a 330 et 420 nm pour la détection du 2-AB greffé sur les oligosaccharides. Les
oligosaccharides sont identifiés a partir de spectres MS acquis en mode ionisation positive et négative, a I'aide
d’une base de données contenant les information m/z.

Ce travail a été réalisé uniqguement sur les échantillons de la premiére campagne de récolte.

Caractérisation Physico-chimigue des arabinoxylanes solubles

Les extraits aqueux du MIA (1,8 mL) ont été traités avec 3 U d'a-amylase thermostable (Bacillus sp., code produit
E-BSTAA, Megazyme) pendant une nuit a 30°C. Ils ont ensuite été filtrés sur une membrane de 0,45 pm et injectés
sur un systéme de chromatographie d'exclusion stérique haute performance (OMNISEC RESOLVE-REVEAL -
Malvern Panalytical) munie d’une pré-colonne Viscotek AGuard (50 x 6 mm) et d’une colonne Viscotek A4000 (300
x 8 mm - Malvern Panalytical) maintenue a 35°C et éluée avec du nitrate de sodium 50 mM a un débit de 0,7
mL/min. Les mesures ont été effectuées a I'aide d'un réfractomeétre différentiel (OMNISEC REVEAL), d'un détecteur
de diffusion de lumiere laser multi-angles (A = 660 nm, 44°, 60°, 76°, 90°, 108°, 124°, 140°, VISCOTEK SEC-MALLS
9) et d'un viscosimetre a pression différentielle (OMNISEC REVEAL). Les réponses des détecteurs ont été calibrées
avec un standard de pullulane ayant une distribution de masse moléculaire faible (masse molaire moyenne en
poids = 40 611 Da, masse molaire moyenne en nombre = 38 931 Da, IV = 23,6 mL/g a 30°C dans du nitrate de
sodium 0,1 M, incrément d'indice de réfraction dn/dc = 0,147 mL/g). Les données ont été analysées a l'aide du
logiciel OmniSec version 11.32 (Malvern Panalytical) et une valeur dn/dc de 0,146 mL/g a été utilisée pour les AX
solubles (Dervilly et al., 2000).
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Le pic élué entre 5,4 et 8,1 mL a été intégré pour calculer la concentration d'arabinoxylanes solubles (WEAXHpsec)
a partir du signal de l'indice de réfraction (Figure 15). WEAXupsec est fortement corrélé avec la concentration de
WE-AX déterminée par dosage des oses neutres (R?=0,83). L'indice de polydispersité | est défini par le rapport
Mw/Mn. Avec Mw la masse molaire moyenne en poids et Mn la masse molaire moyenne en nombre obtenus
grace aux angles de diffusion de la lumiere. La pression différentielle mesurée a travers le pont capillaire du
viscosimétre SV.AX a été intégrée dans la plage d'élution de 5,4-8,1. Cette pression est liée a la viscosité spécifique
nsp de I'extrait aqueux du MIA, a la viscosité intrinséque de WE-AX (IV.AX) et a WEAXwpsec selon les équations
suivantes (Haney, 1985):

4SV.AX

Nsp = pgsvax = 1V-AX * WEAXypsic

(2.1)

Ou IP est la pression d'entrée du viscosimetre. Comme IP est presque constante, et bien plus élevée que SV.AX,
nsp &« SV.AX. Par la suite, SV.AX est donc considérée comme la viscosité spécifique associée aux arabinoxylanes.
Ces données sont le résultat d’'une seule répétition pour I'ensemble des échantillons en raison du grand nombre
d'échantillons et du temps nécessaire a I'analyse. Pour garantir la répétabilité et |a fiabilité, une farine de référence
a été analysée a plusieurs reprises, ce qui a permis de confirmer que les valeurs de SV.AX et IV.AX avaient un
coefficient de variation (CV) inférieur a 5 %.
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Figure 15 : Exemple d’'un chromatogramme obtenu par HPSEC et plage d’intégration des pics élués correspondant aux WEAXkesec indiqué par un
carré jaune.

Le pic élué entre 8,5 mL et 9,9 mL correspond aux AGP, et son intégration a également permis d’obtenir sa
concentration, sa masse molaire moyenne en poids, masse molaire moyenne en nombre, sa viscosité intrinseque
et sa viscosité spécifique.
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3.3.2. ANALYSE DES LIPIDES

Les teneurs en lipides totaux et les lipides non-liés a I'amidon sont dosés, tandis que celle des lipides liés a 'amidon
sont déduits. Pour cela les lipides totaux et les lipides non-liés a I'amidon sont extraits et aprées hydrolyse acide,
les acides gras sont analysés par chromatographie en phase gazeuse (GLC).

Extraction des lipides non-liés a I'amidon

Les lipides non-liés a I'amidon, sont isolés par une méthode d'extraction semi-automatique mise en place dans le
cadre de cette thése a l'aide de l'unité d'extraction accélérée par solvants ASE® 350 (THERMO, CA, USA). Les
échantillons de farine (500 mg) sont traités avec un solvant hexane/propanol (3:2, v/v) a un débit de 2 mL/min
dans des cellules de 22 mL de I'ASE 350. Les conditions d'extraction de I'ASE sont réglées a température ambiante,
avec un temps d'écoulement de 3 minutes. Le volume de ringage a la fin de I'extraction est de 100 % du volume
de la cellule et le temps de purge de 30 secondes.

Les lipides non-liés a I'amidon sont récupérés dans la fraction hexane/propanol de 50 mL aprés extraction. Les
lipides liés a I'amidon sont présents dans la phase solide restante, dans les cellules, mais pour des questions de
temps et de facilité, cette phase est jetée et seuls les lipides non-liés a 'amidon sont dosés.

Cing mL de la fraction hexane/propanol sont transférés dans un tube a bouchon a vis de 8 mL puis séchés sous
pression réduite a 45°C, a I'aide d'un Genevac (SP Scientific, Warminster, PA, USA). Trois fractions de chaque extrait
sont récupérées pour permettre des analyses en triplicat.

Dosage des acides gras constitutifs des lipides

La teneur en acides gras totaux et acides gras non-liés a I'amidon de chaque farine est déterminée par GLC aprés
transméthylation des lipides, comme décrit par Welch (1977). Une quantité de 10-12 mg de farine par échantillon
est pesée dans des tubes de 8 mL munis d’un bouchon a vis. Du 2,2-diméthoxypropane (100 uL) est ajouté et
incubé avec I'échantillon pendant 30 minutes pour chasser I'eau résiduelle des farines. Un étalon interne (acide
margarique, 1 mg/mL) est ensuite ajouté puis mélangé a de I'acide sulfurique a 2 % dans du méthanol (4 mL). Les
tubes sont ensuite scellés puis chauffés pendant deux heures a l'aide d'un automate Swing XL (Chemspeed®
technologies AG) permettant d’effectuer 3 agitations toutes les 20 minutes pendant la premiere heure. Une
procédure similaire est appliquée aux extraits séchés d'hexane/propanol en commencant directement a I'étape
d’ajout de I'étalon interne.

De l'eau ultra-pure (2 mL, milli-Q) et du cyclohexane (1,5 mL) sont ensuite ajoutés et chaque tube est mélangé
pendant 10 secondes a I'aide d'un vortex. Aprés refroidissement pendant une nuit a 4°C, deux phases se séparent
et 1 mL de la couche supérieure (cyclohexane) est prélevé, transféré dans des flacons. Un pL du mélange est
injecté sur une colonne capillaire (longueur : 30 m ; diameétre : 0,32 mm ; épaisseur phase : 0,25um ; DB225 J&W
Scientific) maintenue a 250°C (Clarus 690 GC, PerkinElmer, gaz vecteur H2), qui permet la séparation et la
guantification des pics d'ester méthylique d'acide gras.

La teneur en acides gras liés a I'amidon est calculée en déduisant de la quantité totale celle des acides gras non-
liés a I'amidon.

Le dosage des acides gras non-liés a I'amidon n’a été réalisé que pour la premiére campagne de récolte.
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4. CARACTERISATION DES PATES ET DU PAIN PAR ECHANTILLON DE FARINE

4.1. CARACTERISATIONS D’ USAGE REALISEES PAR LES PARTENAIRES DU PROJET ANR

Le test de panification pour un pain de tradition francais est réalisé pour tous les échantillons selon la norme NF
V03-716. Ce test a été réalisé par le boulanger expert d’ARVALIS. Il établit pour chaque lot 34 notes permettant
de qualifier le comportement des farines aux différents étapes du procédé de fabrication.

L’évaluation de la qualité du réseau de gluten a été réalisé par Axiane Meunerie et comprennent les valeurs de
gluten index, gluten sec et gluten humide obtenues grace au Glutomatic®(PerkinElmer, USA) selon la norme NF
EN ISO 21415-2.

Les mesures a l'alvéographe comprenant la force boulangere W, la tenacité P, I'extensibilité L, le rapport P/L et
I'indice d’élasticité le ont été réalisés par ARVALIS sur I’'ensemble des échantillons selon le protocole NF EN ISO
27971 (Chopin Technologies, France).

Les mesures au farinographe comprenant I'absorption d’eau, la stabilité, I'affaiblissement a 12 minutes ont été
réalisés par Limagrain Ingredients avec un Mixolab® (Chopin Technologies, France) selon le protocole ISO 5530-
1:1997.

4.2. CARACTERISATIONS REALISEES DANS LE CADRE DU PROJET DE THESE

Pour ces tests, les pates ont été préparées a partir de 55g de farine, de I'eau a hydratation optimale (de 50,2 a
62,1 % du poids de la farine) établie a partir des données d’absorption d’eau déterminées au Mixolab, et 2% de
sel. Le pétrissage a été réalisé a I'aide du pétrin d’un farinographe Brabender a une vitesse de rotation de 80 rpm
pendant 9 minutes, un temps de pétrissage considéré optimal.

4.2.1. CARACTERISATION RHEOLOGIQUE PAR COMPRESSION EN FAIBLES DEFORMATIONS : DMTA

Les propriétés thermomécaniques des pates ont été mesurées en faible déformations par DMTA (Dynamic
Thermo-Mechanical Analyser, DMA, MK IV, Rheometric Scientific, USA) en mode compression avec une fréquence
de 1 Hz et une déformation d’amplitude 0,1%. Les pates réalisées au farinographe sont directement utilisées pour
préparer des petits échantillons de 0,9 g laissés ensuite au repos a I'abri de 'air et a température ambiante
pendant 30 minutes. Chacun de ces morceaux de pate a ensuite été placé sur I'appareil entre deux plagues de 17
mm de diameétre resserrées ensuite pour obtenir une hauteur (GAP) Ho = 3,2 mm (Figure 16). De la graisse de
silicone (SuperLube, Bohemia, NY, USA) est déposée sur les bords de la pate pour éviter qu’elle ne seche. Une
force statique constante de 1.102 N, considérée comme négligeable eu égard aux modules mesurés, est appliquée
sur I'échantillon pendant toute la durée de I'analyse. Aprés quelques minutes, la pate est relaxée et les mesures
peuvent commencer. Le four est refermé sur le mécanisme et un gradient de température de 3°C/min est appliqué
pour passer de 22°Ca 120°C et I'évolution du module de stockage E’ est mesurée. L'ensemble est géré et suivi par
le logiciel RSI Orchestrator (Rheometric Scientific, USA) qui permet également d’enregistrer les mesures pendant
I'expérience.
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Couche @=1/mm

0.9 g de pate > H0:3_2 mm

Déformation
d’amplitude 0.1%

Force statique
constante: 102N

Environnement contrdlé : 3°C/min 22-120°C

Figure 16 : Schéma représentant le test de compression en faible déformation (DMTA : Dynamic Thermo-Mehanical Analyser) réalisé sur les pates

Apres étalonnage grace a un thermocouple placé dans la pate, la température a l'intérieur de la pate a été corrigée
avec la température du four (T) recueillie au cours du chauffage selon I'équation :

T =34%10"3%TZ,, + 029+ T + 13.2 (2.2)

Les mesures en DMTA ont été réalisées sur 3 morceaux de pate par échantillon et pour un ensemble de 68
échantillons (37 sur la premiére campagne de récolte et 31 sur la deuxiéme) sélectionnés par rapport aux protéines
et aux arabinoxylanes. La maniere dont est réalisée cette sélection est décrite dans la section 5.1.

4.2.2. CARACTERISATION RHEOLOGIQUE PAR COMPRESSION EN GRANDES DEFORMATIONS : LSF

Les propriétés extensionnelles des pates ont été mesurées en grandes déformations par compression uniaxiale en
conditions lubrifiées, soit LSF (Lubricated squeezing Flow) comme schématisé en Figure 17. A partir de la pate tout
juste réalisée au farinographe, douze patons de 5 g (+/- 0,1 g) ont étés moulés dans des cylindres (diamétre = 20
mm) en Téflon lubrifiés avec de I'huile de paraffine et laissés reposer a température ambiante pendant 30 minutes
(photo gauche de la Figure 18). Les patons sont ensuite démoulés délicatement sur un plateau en Téflon lubrifié
(photo droite de la Figure 18), leur hauteur initiale est d’environ 13 mm (Ho). Un piston, dont la hauteur initiale
est de 15 mm est ensuite abaissé a une certaine vitesse v =5, 10 ou 100 mm/min sur le paton. Cette analyse étant
destructive, chaque vitesse sera répétée quatre fois sur quatre patons différents (Turbin-Orger et al., 2016).

3 vitesses de compression :

5, 10 and 100 mm/min .
l ; Extension:Biaxiale

Huile de q
parafﬁne\
5gde

pate o

They

Figure 17 : Schéma représentant le test de compression en grande déformation (LSF : Lubricated Squeezing Flow) réalisé sur les pates
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Le o

Figure 18 : Photos des moules cylindriques en Téflon (a gauche) et d’un paton démoulé entre le plateau et le piston en Téflon (a droite)

Les données ont été traitées comme décrit dans (Launay & Michon, 2008 ; Van Vliet, 2008). Ainsi, la force F
appliquée aux échantillons, et enregistrée en fonction du déplacement (Ho - H(t)), H(t) étant I'épaisseur du paton
a l'instant t, est convertie en contrainte o :

F
g = E (23)
OU S est la surface de la plaque supérieure mobile (#=20 mm).

La déformation biaxiale € est déterminée par :

~ 1in (12)
g, = 21n( o (2.4)
Par conséquent, les taux de déformation biaxiale € 1 peuvent étre calculés pour des déformations € données [0,1,

0,25,0,5,0,75,1,0,1,25] :

& ="
b= on)

(2.5)

La pente de la courbe représentant Ln(o) en fonction de €, pour une valeur &, donnée, définit I'indice de rhéo-
durcissement (ou Strain Hardening Index, SHI). Dans cette étude, il est calculé pour &, =0,01 s :

sHI = (229) (2.6)

aeb /¢,=0.01 571

Enfin, pour une valeur de déformation constante, la viscosité bi-extensionnelle ng est déterminée par la loi
d'Ostwald-de Waele (ou loi de puissance) comme suit :

ng = i =K.&p? (2.7)

L'équation 2.7 permet de calculer l'indice de consistance K et I'indice d'écoulement n pour toute valeur de
déformation biaxiale €v. Dans cette étude, ils seront calculés pour Eb=1.

Les mesures ont été répétées sur 4 patons provenant d'une méme préparation de pate, pour chaque taux de
compression. Elles sont réalisées sur les mémes 68 échantillons que pour la DMTA. Les deux types de mesures
sont d’ailleurs réalisées simultanément sur une méme pate pour chaque échantillon.
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4.2.3.ETUDE DE LA MOBILITE DE L’EAU PAR RELAXOMETRIE RMN (TD-NMR)

Les analyses par TD-NMR ont été réalisées sur une sélection de 15 de la premiere campagne de récolte. Cette
sélection est décrite en section 5.1.

Les mesures de relaxométrie RMN ont été réalisées a I'aide d'un Minispec (mq20, Bruker Biospin) en suivant la
procédure et le traitement du signal décrits par Dufour et al. (2023). Environ 0,9 g de pate est déposée dans un
tube RMN de 10 mm de diametre puis comprimée a une hauteur d'environ 10 mm. Les tubes sont scellés avec un
bouchon pour empécher la perte d'humidité, puis stockés pendant 24 heures a 4°C, avant analyse. La séquence
Carr-Purcell-Meilboom-Gill (CPMG) a été utilisée pour déterminer la distribution des temps de relaxation T2 et
visualiser les protons mobiles attribués a I'eau. Alors que 2500 points de données ont été acquis en ne prenant
que les échos appariés, 64 scans ont été effectués pour assurer un temps d'acquisition total de 10 minutes au lieu
de 20 minutes, comme indiqué par Dufour et al. (2023). La méthode de préparation des pates est identique a celle
utilisée pour les mesures rhéologiques afin de garantir des conditions expérimentales comparables.

La teneur en eau totale du systeme est calculée a partir de la teneur en eau de la farine et de |'eau ajoutée pour
le mélange. La teneur en eau précise de chaque échantillon passé en RMN a été déterminée apres l'acquisition
par déshydratation de I'échantillon dans une étuve a 105 oC pendant 72 h.

Le signal de relaxation obtenu a partir de la séquence CPMG est converti en une distribution continue des
composantes de relaxation T» a I'aide d'une transformation de Laplace inverse (ILT), comme décrit par Lahaye et
al. (2018). Cette transformation est réalisée a l'aide d’'un algorithme primal-dualde points
intérieurs pour I'estimation pénalisée des cartes d’abondance (primal-dual interior method for convex objectives,
PDCO) mise en ceuvre dans MATLAB® (MathWorks, Inc., Natick, MA, Etats-Unis). L'analyse quantitative de la
distribution continue est réalisée a l'aide d'une routine MATLAB® précédemment développée dans I'unité BIA.

Cette transformation produit une représentation graphique de la distribution du temps de relaxation T2 sous la
forme de pics distincts. Ces pics peuvent ensuite étre analysés individuellement pour obtenir des informations
détaillées sur les différentes populations de protons dans [|'échantillon : surface relative du pic (P2),
largeur/dispersion du pic (LW) et temps de relaxation transversale (T2). Chaque pic correspond a une population
de protons spécifique présentant des caractéristiques de mobilité distinctes.

Les mesures T2 sont répétées sur 5 patons provenant d'une méme préparation de pate.
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5. CHOIX DES VARIABLES ET TRAVAIL DE SELECTION

5.1. CHOIX DES VARIABLES ET DES ECHANTILLONS

Dans le cadre du projet EVAGRAIN et de cette thése en particulier, de nombreuses mesures ont été effectées afin

d’explorer les liens entre les variables. Plus de 50 variables étaient a disposition, mais il a été nécessaire de

procéder a une sélection pour I'analyse statistique.

Dans un premier temps, certaines variables ont été écartés en raison de leur nature, de la fiabilité supposée de la

mesure ou des criteres statistiques. Voici une liste non exhaustive du type de sélections effectuées :

Dans le groupe de variables relatives aux pentosanes, celles concernant les arabinogalactanes ont été
retirées car elles présentaient une faible variabilité et ne ressortaient pas des analyses statistiques
préliminaires.

Pour les mesures d’HPSEC des AX, les valeurs de masses molaires en nombre Mn et de masse molaire en
poids Mw n’ont pas été intégrées pour les analyses statistiques car jugées peu fiables en raison de la
tendance a I'agrégation de AX au cours du temps.

Pour les lipides, 16 acides gras ont été caractérisés pour chaque farine ; seuls les 6 principaux, aussi les
plus étudiés selon Macmurray & Morrison, (1970) et Morrison et al., (1975) ont été retenus pour les
analyses statistiques, soit C16, C18, C18:1n-7, C18:1n-9, C18:2n-6 et C18:3n-3.

Toutes les variables sensorielles qualitatives déterminées par les partenaires du projet (notamment
issues du test de panification) nont pas été prises en compte.

Dans un second temps, les variables fortement corrélées ou redondantes avec d’autres ont été exclues :

Pour les protéines, entre la quantité de protéines dans le grain (ProtG) et dans la farine (Prot), Prot a été
retenue afin d'étre cohérent avec d'autres mesures de composition effectuées sur farine. La quantité de
gluténine totale est déduite de la quantité de gluténines insolubles (Glul) et des gluténines solubles
(GluS). Comme la quantité d’insoluble était corrélée a celle des totaux, Glul et GluS ont été conservées,
car mesurées directement.

Pour les lipides, les teneurs en acides gras liés a I'amidon sont déduites des teneurs totales et des teneurs
d’acides gras non-liés a I'amidon. Les teneurs des AG liés étaient corrélées avec leur teneur en acides gras
totaux correspondants, et seuls les acides gras totaux ainsi que les non-liés ont été inclus dans les
analyses, car mesurés directement.

Pour les polysaccharides, les arabinoxylanes insoluble (WUAX) sont déduits des totaux (AXTOT) et des
solubles (WE-AX). Les WU-AX sont trés corrélés aux totaux, et seul AXTOT et WE-AX ont été gardés, car
mesurés directement. De la méme maniére, les ratios arabinose sur xylose (A/X) des insolubles étant tres
corrélés a ceux des totaux, seul le ratio (A/X) des AX totaux a été gardé.

Lorsqu’un échantillon présentait une/des donnée(s) manquante(s) ou une/des mesure(s) manifestement

aberrante(s), il était retiré de I'analyse.
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5.2. TRAVAIL DE SELECTION D’ECHANTILLONS

Certaines analyses, telles que la rhéologie et la RMN, ne pouvaient pas étre réalisées sur I'ensemble des
échantillons, pour des raisons de temps et de mobilisation des machines, ce qui a demandé la mise en place d’un
processus de sélection.

Les résultats des mesures de I'alvéographe et du farinographe ont guidé cette sélection, car il s'agit de méthodes
largement reconnues pour la caractérisation des pates. En particulier, I'indice d'élasticité (le) et I'absorption d'eau
(WA) qui ont montré de bonnes corrélations avec la teneur en protéines (Prot) (r=0,78 et r=0,69, respectivement)
ont été pris en compte dans le processus de sélection.

Quatorze échantillons (8 pour la premiére campagne de récolte R1 et 6 pour la deuxieme campagne de récolte
R2) qui suivaient la relation linéaire entre la teneur en protéines (Prot) et le, et qui étaient répartis en fonction de
leur teneur en protéines, ont été retenus, c’est la sélection notée « P ». De plus, 24 échantillons (14 pour R1 et 10
pour R2) s'écartant positivement ou négativement de la relation linéaire entre Prot et le, et distribués en fonction
de leur teneur en protéines ont été sélectionnés pour mettre en évidence l'impact des composants autres que les
protéines sur I'le ; ces échantillons constituent la sélection « PP ». La Figure 19 illustre ces deux types de sélections,
avec les échantillons correspondants répartis tout le long de I'axe des Prot et de I'le. Enfin, trente échantillons (15
pour R1 et 15 pour R2) présentant des variations de WA, et ayant une teneur en protéines peu variable et proche
de la moyenne, ont été sélectionnés pour étudier I'influence des composants autres que les protéines sur WA. Ces
échantillons constituent la sélection « PS » et pour se focaliser sur I'impact des arabinoxylanes (AX), ils ont été
sélectionnés avec des teneurs en arabinoxylanes solubles (WEAX) différents, comme le montre leur distribution le
long de I'axe des WEAX sur la Figure 19.

Au total, 37 échantillons ont été sélectionné pour R1, et 31 pour R2, soit un total de 68 échantillons
représentatifs de la diversité des 290 blés de départ pour effectuer des analyses complémentaires. L'ensemble
de la sélection a été utilisée pour les mesures de rhéologie et les résultats du travail effectué sur les 37
échantillons de R1 sont relatés dans un article soumis au journal Food Hydrocolloid, disponible au chapitre V, qui
inclut dans un second temps les résultats sur R2. Les 15 échantillons de la sélection « PS » de R1 ont été utilisés
pour réaliser les analyses de relaxométrie RMN.
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Figure 19 : Sélection des échantillons pour des analyses supplémentaires sur les 2 campagnes de récolte Evagrain. Non sélectionnés
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SV.AX : Viscosité Spécifique des Arabinoxylanes ; WEAX : Arabinoxylanes solubles dans I'eau ; SD : Amidon endommagé mesuré par absorption d’iode (SD-matic) ; C18.TOT : Acide stéarique C18 total ; WA : Absorption
d’eau mesurée au farinographe ; Prot : Protéines ; le : Indice d’élasticité mesuré par alveographe ; SS : Amidon soluble ; C182n6.TOT : Acide linoléique C18 :2n-6 total
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6. METHODES D’ ANALYSES STATISTIQUES

Les analyses statistiques ont été réalisées a 'aide du logiciel R v4.1.3.

Dans un premier temps, nous avons réalisé une classification hiérarchique des corrélations entre les variables,
dont le résultat est une matrice des corrélations avec les colonnes ordonnées par la classification. Pour des raisons
de lisibilité la matrice des corrélations est représentée sous la forme d’une heatmap, le gradient de couleur
correspondant au niveau de corrélation. Ces visualisations permettent de mettre en évidence les variables du
dataset qui présentent des corrélations avec les autres variables similaires. Le script pour les réaliser utilise la
fonction heatmap.2().

Dans un second temps, nous avons mis en ceuvre une sélection de modeles basée sur des régressions linéaires
multiples afin de mettre en évidence les relations entre les variables de composition (variables explicatives) et les
variables métier/qualité (variables a expliquer) qui permettaient une bonne prédiction de ces derniéres. La
régression linéaire présente I'intérét de fournir une interprétation relativement directe et simple des relations
linéaires entre les variables du modéle.

Le modeéle de régression linéaire multiple est de la forme : Y = o + B1 X7 + B Xy + -+ BpXy + €

Ou Y représente la variable a expliquer, X1, Xz, ..., Xn la combinaison des n variables explicatives et leurs coefficients
associés B1, B2, Bn, et € 'erreur.

Le principe de la sélection de modeles que nous avons mis en ceuvre consiste a sélectionner les modéles les plus
prédictifs avec un nombre adéquat de variables explicatives et un niveau suffisamment faible de colinéarité entre
ces variables. Pour cela nous avons examiné successivement trois criteres :

1. Le BIC (Bayesian Information Criterion) score, qui sert d'indicateur de performance générale du modéle
en tenant compte du nombre de variables ;

2. Le facteur VIF (Variance Inflation Factor) qui indique un niveau de multi-colinéarité entre les variables,
selon le modeéle ;

3. Le nombre total de variables dans le modéle.

Le BIC score permet de classer les modeles de régression possibles selon le principe du maximum de
vraisemblance, tout en pénalisant les modéles comportant trop de variables, pour éviter le sur-apprentissage.

Pour chaque modele (i) le score BIC est défini comme suit :
BIC; = —2log(L;) + p;log(m) (2.8)

ou Li et pi sont respectivement la vraisemblance et le nombre de parametres pour chaque modéle, et m le nombre
d'observations. Ainsi pour deux modeles candidats, le meilleur aura la valeur de BIC plus petite. Nous avons utilisé
le BIC pour sélectionner les meilleurs modeles compte tenu du nombre de variables explicatives qui le composent.

Sur cet ensemble de modéles, la multi-colinéarité a été vérifiée a 'aide du facteur VIF donné par la fonction VIF()
du package car du logiciel R. Tous les modeles présentant un VIF plus élevé que 5 pour une des variables étaient
exclus de I'analyse.

Les modeles sont ensuite triés sur d’autres critéres, tels le R? qui mesure la proportion de variance expliquée, ou
le nombre de variables explicatives.

La performance prédictive des modeles retenus a été évaluée a l'aide d'une validation croisée, ou K-fold répétée.
Cette méthode consiste a répartir aléatoirement les échantillons en k groupes (fold) de taille égale (si possible).
(k-1) groupes sont consacrés a l'entrainement du modeéle de régression, tandis que le groupe restant (k-1) est
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utilisé pour la validation. Cette procédure est répétée k fois, avec chaque itération utilisant un groupe différent

pour la validation.

La fonction trainControl() utilisant la méthode repeatedcv de la bibliotheque caret de R a été employée pour
effectuer une validation croisée avec 10 fold et 3 répétitions afin d'explorer des divisions alternatives en 10.

Cette analyse a été réalisée en utilisant un ensemble de packages du logiciel R (tidyverse, FactoMineR, factoextra,
leaps, car).
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CHAPITRE I :
IMPACT DE LA VARIABILITE NATURELLE DES COMPOSANTS MINORITAIRES SUR
L’ABSORPTION D’EAU

Protéines Absorption
d'eau (WA)

Amidon

Composition Propriétés

Lipides

Pentosanes
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Ce chapitre présente dans premier temps |'étude de I'impact de la variabilité des composants de la farine de blé,
sur I'absorption d’eau, en se focalisant sur les composants minoritaires, a partir de la premiére campagne de
récolte du projet ANR Evagrain. Cette étude, qui a fait I'objet d’une publication scientifique : « The role of wheat
flour minor components in predicting water absorption » dans Food Chemistry (Rezette et al., 2025) a permis de
démontrer I'impact significatif de la variabilité des arabinoxylanes solubles sur I'absorption d’eau. Dans un second
temps, nous avons appliqué la méme approche aux données issues de la deuxieme campagne de récolte du projet
ANR Evagrain afin de valider nos résultats. Enfin, les données de caractérisation des arabinoxylanes solubles
réalisée directement a partir des grains, sont discutées et comparées a celles des farines.

1. EXPLORATION DE LA VARIABILITE NATURELLE DES COMPOSANTS MINORITAIRES ET SON
IMPACT SUR L’ABSORPTION D’EAU

1.1. RESUME DE L’ARTICLE

L'absorption d'eau (WA : water absorption) dans la farine de blé est un parameétre crucial pour optimiser les
processus de panification. L'eau interagit avec tous les composés de la farine et c’est un ingrédient que les
professionnels peuvent facilement ajuster pour obtenir des produits de qualité constante. Dans cet article, nous
avons étudié les déterminants de lI'absorption d'eau en analysant 28 propriétés compositionnelles et
technologiques a partir de 150 échantillons de blé cultivés en France sur 2 années de récolte (2020 et 2021),
couvrant 67 variétés et 26 lieux de culture. Parmi ces propriétés, certaines proviennent de caractérisations
classiques couramment utilisées, tandis que d’autres sont issues de caractérisations biochimiques spécifiques
envisagées comme nouveaux criteres d’intérét. Ces caractérisations biochimiques comprennent la caractérisation
compositionnelle des différentes classes de protéines réalisée par I'unité de recherche IAte (INRAE, Montpellier)
et celle des composés minoritaires du blé dans le cadre de cette thése au sein de I'unité de recherche BIA (INRAE,
Nantes).

Une régression linéaire multiple a été utilisée pour prédire WA, en sélectionnant le meilleur modéle grace a des
critéres comme le Bayesian Information Criterion (BIC) et le Variance Inflation Factor (VIF), et en suivant le principe
du meilleur compromis entre nombre de variables et performance du modele.

Dans un premier temps, cette approche nous a permis de mettre en avant une nouvelle variable pour I'évaluation
de I'amidon endommagé. Bien que ce ne soit pas le but principal de la thése, cette variable, nommée SS pour
« soluble starch » correspond en fait a la quantité de glucose mesurée au cours de I'analyse des arabinoxylanes
dans la fraction soluble. SS pourrait vraisemblablement étre un bon marqueur de I'amidon endommagé, un
composant toujours mesuré de maniere indirecte.

Dans un second temps, I'article décrit le modéle prédictif optimal pour WA, incluant la teneur en protéines (Prot),
la mesure d’amidon endommagé par absorption d’iode (SD), la viscosité spécifique des arabinoxylanes solubles
dans I'eau (SV.AX) et la teneur en amidon soluble dans I'eau (SS). Ce modéle, offrant un bon compromis entre le
nombre de variables et les performances prédictives, est exclusivement composé de variables trés significatives
(p-value < 0.001).

Cette étude démontre ainsi que WA est influencée par plusieurs composants de la farine, notamment les protéines
et I'amidon endommagé, deux composants déja connus pour leur forte corrélation avec I'absorption d’eau, mais
aussi les arabinoxylanes solubles. De plus, en prenant compte de leur variabilité naturelle, ce travail met en lumiere
leur réle en conditions natives. Bien que la capacité d’absorption d’eau des arabinoxylanes soit connue, son
impact, au travers de la viscosité spécifique des arabinoxylanes solubles et a I'échelle d’une variabilité naturelle
n’avait jamais été démontré. A noter que les variables étudiées correspondant aux lipides ne font pas parti des
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variables retenues dans le modele sélectionné, suggérant que les lipides de la farine ne sont pas impliqués dans
WA.

1.2. ARTICLE
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:

Wheat
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Lipids

Arabinoxylans
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Multi-factorial analysis

Water absorption in wheat flour is a crucial parameter for optimizing bread-making processes. The determinants
of wheat flour water absorption were investigated through the analysis of 28 compositional and technological
properties of 150 wheats grown in France. A multiple linear regression approach was used to predict the water
absorption, selecting the best model through successive examination of Bayesian Information Criterion, Variance
Inflation Factor and minimizing the total number of variables.

A model with protein content, soluble starch, damaged starch and specific viscosity from water extractable
arabinoxylans was identified as the best trade-off between the number of variables and the predictive perfor-

mances among all possible models. Soluble Starch, varying between 1.11 and 6.21 g/100 g flour a new criterion
measured alongside water-extractable arabinoxylans content, varying between 0.26 and 0.86 g/100 g flour,
shows significant potential to predict water absorption compared to damaged starch.

1. Introduction

The distribution of water within the flour components is important
due to its impact on gluten network development, which primarily
governs dough properties. Even small changes in water content can
affect significantly the dough behaviour, underscoring the importance of
precise control over water addition during mixing. Water absorption
(WA) is a key parameter for assessing wheat flour and is commonly
determined using farinograph or similar devices to achieve a mixing
consistency considered optimal.

WA can vary from 53.9 % to 65.5 % (Sapirstein et al., 2018) and both
proteins and damaged starch significantly impact it. According to (Greer
& Stewart, 1959), WA is positively correlated with protein and damaged
starch contents, with these two variables collectively accounting for 90

% of its variation. Notably, damaged starch exerts a stronger influence
on water absorption, a finding supported by other authors (Dodds, 1971;
Tara et al., 1972; Tipples et al., 1978). Most studies also found a sig-
nificant correlation between protein levels and damaged starch. How-
ever, Tara et al. (1972) and Dexter et al. (1994) reported that WA is only
slightly affected by protein content. These studies are limited to total
protein content, making no distinction between gliadins and glutenins
which built the gluten network. Each of these fractions has different
properties and impacts on the gluten-network (Barak et al., 2013; Dhaka
& Khatkar, 2015; Park et al., 2006), which may affect flour water
absorption.

WA is also influenced by other components as recently confirmed by
Sapirstein et al. (2018) who found that water-extractable arabinoxylans
(WE-AX) positively impact WA. This finding aligns with insights from

Abbreviations: A, Arabinose; AGP, Arabinogalactan Peptide; AIM, Alcohol Insoluble Material; AX, Arabinoxylans; A.X.TOT, Arabinose on Xylose ratio from Total
Arabinoxylans; AX-TOT, Total Arabinoxylans content; A.X.WE, Arabinose on Xylose ratio from Water-Extractable Arabinoxylans; A.X.WU, Arabinose on Xylose ratio
from Water-Unextractable Arabinoxylans; C16.TOT, Total palmitic acid C16 content; C18.TOT, Total stearic acid C18 content; C181n7.TOT, Total vaccenic acid
C18:1n-7 content; C181n9.TOT, Total oleic acid C18:1n-9 content; C182n6.TOT, Total linoleic acid C18:2n-6 content; C183n3.TOT, Total alpha-linolenic acid C183n-
3 content; C16.NS, Non-Starch palmitic acid C16 content; C18.NS, Non-Starch stearic acid C18 content; C181n7.NS, Non-Starch vaccenic acid C18:1n-7 content;
C181n9.NS, Non-Starch oleic acid C18:1n-9 content; C182n6.NS, Non-Starch linoleic acid C18:2n-6 content; C183n3.NS, Non-Starch alpha-linolenic acid C183n-3
content; CV, Coefficient of Variation; D.Gluten, Dry Gluten; El, Elasticity Index; FA-TOT, Total Fatty Acid; Gli, Gliadins; GluS, Soluble Glutenins; GluT, Total Glu-
tenins; HFN, Hagberg Falling Number; IV.AX, Intrinsic Viscosity of Water-Extractable Arabinoxylans; Prot, Protein content in wheat flour; Protg, Protein content in
wheat grain; SS, Soluble Starch content; SD, Damaged Starch measured with iodine absorption; SV.AX, Specific Viscosity from Water-Extractable Arabinoxylan; TWG,
Thousand Weight Grain; UPP, Unextractable Polymeric Protein; W, Baking Strength; WA, Water Absorption; WE-AX, Water-Extractable Arabinoxylan content; W.
Gluten, Wet Gluten; WU-AX, Water-Unextractable Arabinoxylans; X, Xylose.
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Andersson et al. (1994), who first emphasized that the content and the
composition of arabinoxylans (AX) play a crucial role in WA. AX are
known for their influence in bread-making (Courtin & Delcour, 2002;
Marion & Saulnier, 2020; Zhang et al., 2019). More precisely, the water-
unextractable fraction (WU-AX) has a high-water retention capacity
(Jelaca & Hlynka, 1971; Meuser & Suckow, 1986), while the WE-AX
fraction is recognized for its high viscosifying properties (Saulnier,
2019). However, AX are credited with various effects on water absorp-
tion and bread-making in general, yet the precise impact of the vari-
ability in their amount in wheat flour remains unclear. Most studies on
the topic artificially introduce these components into the flour at high
concentrations (Biliaderis et al., 1995; Zhang et al., 2019) or modify
them with the addition of xylanases (Courtin & Delcour, 2002; Rouau
et al., 1994) during the process. Studying their natural impact on WA
without modification proves challenging due to the low concentration of
AX in flours, 1.3 to 2.7 % (Saulnier, 2019), compared to the major
components.

In addition to AX, other minor component of flour, lipids, ranging
from 2 to 2.5 % (Pareyt et al., 2011), have been shown to influence
bread-making. In particular, lipids interact with proteins, such as pur-
oindolines (Marion et al., 2003) and the gluten network where they alter
disulphide bridges (Nishiyama & Kuninori, 1987). They also interact
with starch, forming complexes with amylose (Morrison, 1988). Lipids
could have an indirect effect on water absorption through their in-
teractions with proteins and starch.

Our hypothesis is that flour minor components explain a significant
fraction of the natural variability of the flour water absorption, even
though proteins and starch are the main contributors. The main objec-
tive of this work is to improve WA prediction and to ascertain the role of
each flour component, especially how the natural variability of minor
components can affect WA, which is important parameter for the control
of the breadmaking process. To this end, 150 wheat samples (harvested
in 2020 and 2021) were characterized for their content in minor com-
ponents (lipids and AX), as well as the detailed composition of proteins,
in addition to protein and damaged starch contents, and classical tech-
nological parameters. Linear regressions were performed in combina-
tion with a variable selection methodology based on the Bayesian
Information Criterium score (BIC), to identify the most significant var-
iables to predict WA.

This work should help identifying whether assessment of lipids and
AX, can provide valuable insights for controlling wheat flour properties.

2. Materials and methods
2.1. Plant material

A total of 150 wheat samples harvested in 2020 and 2021, origi-
nating from 67 different varieties and 26 growing locations across
France with diverse agro-pedo-climatic conditions were used to cover a
wide range of end-use quality. Among the 67 wheat varieties, 11 are
classified for biscuit applications, 32 as ‘improver wheat’ with a high
protein content, and the remaining varieties, which comprise the ma-
jority of samples, are classified for bread production. These samples
were provided by Arvalis (Boigneville, France), Limagrain (Riom,
France), and Axiane Meunerie (Val d’Arnast, France). The grains were
milled into white flour (0.55 % of ashes in average, corresponding to
Euro 550 flour type and American all-purpose flour, containing almost
exclusively grain endosperm) with an experimental mill (MCKA, Biilher,
Switzerland) in batches of 10 kg.

The flours were kept for 20 days at room temperature after milling
and then were frozen at —20 °C until use.

The samples were unfrozen overnight at room temperature prior to
analysis.
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2.2. Flour and dough classical characterization

The usual analyses of grain, including protein content (Protg) and
Hardness, were carried out using near-infrared spectroscopy (NIRS). The
protein content was determined by NIRS according to NF EN 15948 and
the NIRS calibration for Hardness was conducted using the Particle Size
Index (PSI). The Hagberg Falling Number (HFN) was determined using
Falling Number PERTEN FN 1500 equipment according to ISO
3093:2009. Damaged starch measurements (SD) was measured with the
SDmatic (SDmatic, Chopin Technologies, Villeneuve la Garenne,
France) using the amperometric method according to NF EN ISO
17715:2015, with results expressed in Chopin Units corrected based on
protein and moisture content (UCDc). The Glutomatic® system (Perki-
nElmer, Waltham, USA) was used to determine Wet Gluten (W.Gluten),
Dry Gluten (D.Gluten) and Gluten Index according to NF EN ISO 21415-
2). The Alveograph® (Chopin Technologies, Villeneuve la Garenne,
France) was used to determine dough characteristics: tenacity (P),
extensibility (L), tenacity to extensibility ratio (P/L), baking strength
(W), and elasticity index (IE), according to NF EN ISO 27971. Mixolab
(Chopin Technologies, Villeneuve la Garenne, France) was used to
determine water absorption (WA), Development Time, Stability and
Weakening degree according to NF V 03-765. The Mixolab equipment
allows for obtaining values comparable with existing Farinograph®
equipment, with a much smaller sample size. WA is defined as the
percentage of water required for the dough to produce a torque of 1.1
Nm.

2.3. Advanced characterization of flour composition

2.3.1. Polysaccharides analysis

2.3.1.1. Alcohol Insoluble Materials extraction. Flour samples were pre-
pared as Alcohol Insoluble Materials (AIMs) using an automated
extraction method with an accelerated solvent extraction unit ASE® 350
(THERMO, CA, USA). Flour samples (2 g) were extracted using 80 %
ethanol at a flow rate of 2 mL/min in 22 mL cells of ASE® 350. The
conditions for the ASE extraction were set at 100 °C with a flow time of
20 min, followed by a rinse volume of 150 %, and a purge time (N2) of
30 s. AIMs were recovered and dried at 40 °C for three hours and then
overnight under vacuum over P,05 before grinding with a knife grinder
(IKA Tube Mill 100 control, IKA-werke GmbH & Co. KG, Staufen, Ger-
many) for 30 s and weighing.

2.3.1.2. Aqueous extracts. Each AIM was weighted (1 g) in 15 mL falcon
tubes. Ultrapure water (4 mL) was added and the contents of the tube
were thoroughly mixed using a vortex mixer. The tubes were then
shaken overnight (16 h) using a circular shaker (Multi reax, Heidolph; at
1700 rpm) placed in an oven at 40 °C. The tubes were then mixed again
using a vortex and centrifuged (2200 g, 30 min, 25 °C). The supernatant
(2 mL) was immediately transferred to 2 mL Eppendorf.

2.3.1.3. Determination of polysaccharides content. Constitutive mono-
saccharides were analysed by gas chromatography (GC) based on
(Englyst & Cummings, 1988) method after AIM acid hydrolysis.

For the total carbohydrate content, 5 mg of AIM were weighed and
hydrolysed with 1 M H2SO4 at 100 °C for 2 h. For the water-soluble
carbohydrate content, AIM aqueous extracts were hydrolysed in the
same conditions using 0.2 mL of centrifuged supernatant. Inositol was
used as internal standard.

Released monosaccharides were then converted into their alditol
acetate equivalents as previously described (Hoebler et al., 1989) and
analysed by GLC on a TG-225MS column (Trace GC Ultra, THERMO;
temperature 205 °C, carrier gas Hy). Each sample was analysed in trip-
licate and the total arabinoxylan content (TOT-AX) and water-
extractable arabinoxylan content (WE-AX) was calculated as the sum
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of arabinose and xylose. The arabinose content was corrected for the
presence of arabinogalactan peptide (AGP) on the basis of an arabinose
to galactose ratio of 0.7 and with the assumption that all of the arabinose
of AGP is present in the aqueous extract (Fincher & Stone, 1974; Loos-
veld et al., 1998). The water-unextractable arabinoxylan content (WU-
AX) was calculated by subtracting WE-AX from TOT-AX. The water-
extractable glucose or soluble starch (SS) was measured from the AIM
aqueous extracts. Note that the small fraction of water-extractable
glucose originating from mixed-linked beta-glucan is considered negli-
gible. Arabinose / Xylose ratio (A/X) was also calculated for total, water-
unextractable and water-extractable arabinoxylans (respectively A.X.
TOT, A.X.WU and A.X.WE). A/X indicates the degree of substitution of
the xylan backbone with arabinose residues.

2.3.1.4. Determination of polysaccharides physicochemical character-
istics. AIM aqueous extracts (1.8 mL) were treated with 3 units of
a-amylase thermostable (Bacillus sp., product code E-BSTAA, Mega-
zyme) overnight at 30 °C. Then, aqueous extract were filtered over 0.45
pm membrane and injected on a high-performance size exclusion
chromatography (HPSEC) system (OMNISEC RESOLVE-REVEAL - Mal-
vern Panalytical- Malvern, UK) using a Viscotek AGuard precolumn (50
x 6 mm) and a Viscotek A4000 column (300 x 8 mm — Malvern Pan-
alytical- Malvern, UK) maintained at 35 °C and eluted with 50 mM so-
dium nitrate at a flow rate of 0.7 mL/min. Measurements were
performed using a differential refractometer (OMNISEC REVEAL), a
multi angle laser light scattering detector (. = 660 nm, 44°, 60°, 76°,
90°, 108°, 124°, 140°, VISCOTEK SEC-MALLS 9) and a differential
pressure viscometer (OMNISEC REVEAL). Detectors responses were
calibrated with a pullulan standard having narrow molecular mass dis-
tribution (weight-average molar mass = 40,611 Da, number-average
molar mass = 38,931 Da, IV = 23,6 mL/g at 30 °C in 0.1 M sodium
nitrate, refractive index increment dn/dc = 0.147 mL/g). Data analyses
were carried out using OmniSec version 11.32 software (Malvern Pan-
alytical) and a dn/dc value of 0.146 mL/g was used for WE-AX (Dervilly
et al., 2000).

The peak eluted within the range of 5.4-8.1 mL was integrated to
calculate the concentration of water-extractable arabinoxylans
(WEAXppsec) from the refractive index signal. WEAXypgsgc is highly
correlated with WE-AX concentration determined by chemical analysis
(r = 0.91). SV.AX, the Differential Pressure (DP) measured across the
capillary bridge of the viscometer was integrated within the elution
range of 5.4-8.1. SV.AX is related to the specific viscosity nsp of the AIM
aqueous extract, intrinsic viscosity of WE-AX (IV.AX) and WEAXypsgc
according to the following equations (Haney, 1985):

4SV.AX

o= 1p_agvax AN WEAKmsre

where IP is the inlet pressure of the viscosimeter. Since IP is almost
constant and far higher than SV.AX, ng, « SV.AX. Hereafter, SV.AX is
considered as the specific viscosity associated with arabinoxylans. Due
to the large number of samples and the time required for analysis, single
analyses were performed. To ensure repeatability and reliability, refer-
ence flour was repeatedly analysed, confirming that values for SV.AX
and IV.AX had a coefficient of variation (CV) of less than 5 %.

2.3.2. Lipids analysis

2.3.2.1. Extraction of non-starch fatty acids. Lipid were isolated with a
semi-automated extraction method using accelerated solvent extraction
unit ASE® 350 (THERMO, CA, USA). Flour samples (500 mg) were
treated using hexane/propanol solvent (3:2, v/v) at a flow rate of 2 mL/
min in 22 mL cells of ASE 350. The conditions for the ASE extraction
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were set at room temperature with a flow time of 3 min. The rinse
volume at the end of the extraction was 100 % of cell volume, and the
purge time (N3) was set to 30 s.

The non-starch (NS) fatty acids were recovered in the 50 mL hexane/
propanol fraction after ASE extraction.

Subsequently, 5 mL of the fraction was transferred into 8 mL screw
cap tube and dried under reduced pressure at 45 °C, using a Genevac (SP
Scientific, Warminster, PA, USA). Three fractions in each extract were
recovered to enable triplicate analyses.

2.3.2.2. Determination of fatty acid content. The non-starch (NS) and
total (TOT) fatty acids content of each flour was determined by gas
chromatography following transmethylation of lipids as described by
Welch (1977). An amount of 10-12 mg of flour samples was weighted
into 8 mL screw cap tube. 2,2-dimethoxypropane (100 pL) was added
and incubated for 30 min to chase water. Internal standard (margaric
acid, 1 mg/mL) was then added and mixed with 2 % sulphuric acid in
methanol (4 mL). The tubes were sealed and heated for two hours using
a Swing XL workstation (Chemspeed® technologies AG) to make 3
shaking every 20 min during the first hour. A similar procedure was
applied on dried hexane/propanol extracts but without the 2,2-dime-
thoxypropane step.

Ultrapure water (2 mL) and cyclohexane (1.5 mL) were added and
each tube was mixed for 10 s using a vortex mixer. After cooling over-
night at 4 °C, 1 mL of the upper layer was withdrawn, transferred into
vials and then 1 pL was analysed by GLC (Clarus 690 GC, PERKI-
NELMER, temperature 250 °C, carrier gaz Hy) on a DB225 J&W Scien-
tific column, for the separation and measurement of the fatty acid
methyl ester peak.

The amount of fatty acids bound to starch was calculated by sub-
tracting the amount of non-starch fatty acids as detected in the hexane/
propanol extracts from the total fatty acid content measured in the flour.

2.3.3. Proteins analysis

Molecular size distribution of gluten proteins was studied by high-
performance size exclusion chromatography (HPLC Alliance, Waters)
as described by (Morel et al., 2000) by performing two sequential ex-
tractions. Flour (160 mg) was placed in a 50 mL Nalgene centrifuge tube
with 20 mL of extracting buffer solution (0.1 M sodium phosphate buffer
solution (pH 6.9), 1 % sodium dodecyl! sulphate). Tube was shaken 80
min at 60 °C (Heidolph Reax 2, setting 5) before centrifugation at 25 °C,
18,000 rpm (Beckman, JA 20, fixed-angle rotor). The supernatant was
collected and 2 mL stored in HPLC vial at —18 °C. The remaining flour
pellet was dispersed in 5 mL of extracting buffer and sonicated at
ambient temperature during 180 s at 30 % of the nominal power (50 W,
20 Hz) (VibraCell 72,434; Bioblock, Illkirch, France). The tube was
centrifuged as above and 2 mL of this second extract was stored at
—18 °C. The two supernatants were injected (20 pL) onto a size exclusion
column TSKgel® G4000- SWx;, (7.5 mm x 30 cm, Tosoh) coupled to a
TSKgel G2000SWyj-G4000SWy guard column (6 mm, 4 cm). Elution was
performed at 0.7 mL/min with 0.1 M sodium phosphate buffer solution
(pH 6.9), 0.1 % SDS. The column was calibrated with seven protein
standards (PSS-PROKIT, Agilent). The UV signal at 214 nm was recorded
and expressed in g/L considering a specific extinction coefficient of
18.51 L/g/cm for the wheat protein. The chromatogram of the first
extract was integrated considering five fractions of increasing elution
times (F1 to F5). Fractions F1 and F2, assigned to the SDS-soluble glu-
tenin polymers, comprised elution times from the void volume to
630,000 g/mol and from then to 116,000 g/mol. Protein species in the
range of 116,000 to 65,000 (F3) and 65,000 to 21,000 g/mol (F4) were
assigned to omega and then to gamma, beta and alpha gliadins. The last
eluting fraction (F5, Mw < 21,000 g/mol) gathered the flour water-
soluble proteins. The SDS-insoluble glutenin polymers fraction (Fi)
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was obtained from the total area of the second extract chromatogram.
The total, soluble and insoluble glutenin polymers (referred to as GluT,
GluS, and Glul respectively) contents in flour, along with the gliadins
content (Gli), and unextractable polymeric protein (UPP) were deter-
mined as outlined by Baudouin et al. (2020). Due to the large number of
samples and the time required for analysis, single analyses were per-
formed. To ensure repeatability and reliability, reference flour was
repeatedly analysed, confirming that measurements had a coefficient of
variation (CV) of less than 5 %.

2.4. Data treatment for WA prediction

2.4.1. Variable pre-selection

The raw dataset with composition and technological data for 150
wheat samples, was reduced to 144 due to missing data and obviously
aberrant measurements for six wheat samples.

A wide range of flour composition analyses was performed on the
wheat samples, of which twenty-four measurements were selected to
compose the working dataset. The selection process basically removed
the factors highly correlated with another. The detailed selection pro-
cess is available in supplementary data (Fig. S1).

Finally, the composition variables considered for the study were:

e For proteins: Protein content (Prot), Total Glutenin content (GluT),
Soluble Glutenin content (GluS), Unextractable Polymeric Protein
(UPP), Gliadin to total Glutenin ratio (Gli.GluT) and Gliadin to sol-
uble Glutenin ratio (Gli.GluS);

For lipids: C16.TOT, C18.TOT, C181n7.TOT, C181n9.TOT, C182n6.
TOT, C183n3.TOT representing the total (TOT) content of palmitic
acid, stearic acid, vaccenic acid, oleic acid, linoleic acid and alpha-
linolenic acid respectively, and C16.NS, C181n7.NS, C182n6.NS,
C183n3.NS representing the Non-Starch (NS) content of palmitic
acid, vaccenic acid, linoleic acid and alpha-linolenic acid
respectively.

For non-starch polysaccharides: Total arabinoxylan content (TOT-
AX), Water-Extractable arabinoxylan content (WE-AX) and their
respective Arabinose / Xylose ratio (A.X.TOT and A.X.WE), Intrinsic
Viscosity of Water-Extractable Arabinoxylans (IV.AX) and Specific
Viscosity from Water-Extractable Arabinoxylans (SV.AX)

For starch: damaged starch measured by iodine absorption (SD) and
Soluble Starch (SS)

2.4.2. Model selection

Statistical analyses were performed with R v4.1.3. The model se-
lection was carried out with the help of the regsubset function of the leaps
R package. The principle consists in selecting the best multiple linear
regression models of the form Y = o + p1X1 + Po2Xo + ... + PnXn + €
where Y represents the flour Water Absorption (WA) and X, Xo, ..., X,
the combination of standardized wheat variables and their associated
coefficients By, B2, ..., fn, and € the error.

The best model was selected through a successive examination of
three criteria:

. Minimizing the BIC (Bayesian Information Criterion) score, which
serves as a model general performance indicator accounting for the
number of variables;

. A VIF (Variance Inflation Factor) value below five, ensuring a low
multicollinearity level among the variables, in agreement with the
general usage;

. Minimizing the total number of variables, when the two first criteria
are met. The goal is to avoid over-learning due to an excess of
variables.

The BIC allows ranking the possible regression models according to
maximum likelihood principle, while penalising models with too many
variables.
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For each model (i) separately, the BIC score is defined as:

BIC; = — 2 Log L; + p;logn

where L; and p; are the likelihood and the number of parameters for each
model, and n is the number of observations. A smaller value indicates a
preferable model.

The models were checked for multi-collinearity using the VIF func-
tion of car R package. In addition, the R? is provided to indicate the
proportion of variance explained by the regression model.

Finally, the predictive performance was assessed with a repeated K-
fold cross validation. This method involves randomly partitioning the
samples into k groups (folds) of equal size (when possible). (k-1) groups
are dedicated for training the regression model, while the remaining
group is used for validating. This procedure is repeated k times, with
each iteration using a different group for validation. The trainControl
function using the repeatedcv method from the caret library in R was
employed to conduct 10-fold cross validation with 3 repetitions to
explore alternative divisions into 10 folds.

3. Results and discussion
3.1. Sample variability

Descriptive statistics of the dataset are provided in Table. 1. The
rather wide range of values and the variability indicate that the wheat
displays various technological behaviors and compositions, which are
sought-after characteristics for this study.

In terms of composition, the flour protein content Prot (6.1-14.0 g/
100 g) and grain protein content ProtG (8.9-17.6 g/100 g) are highly
correlated (r = 0.98), which is commonly observed. The range of ProtG
is similar to Dexter et al. (1994) measurements with 10.8-18.5g /100 g
for approximately 200 individual farmers’ deliveries but is wider than
those reported by Dowell et al. (2008) (11.4-15.8 g/100 g; 148 samples
with a broad spectrum of bread quality) or by Sapirstein et al. (2018)
(11.1-15.1 g/100 g; 78 samples comprising 59 different genotypes). The
range of values for Gliadin to total Glutenin ratio Gli.GluT (0.86-1.46) is
wider than in Dhaka and Khatkar (2015) who reported values from 0.75
to 1.16 for 15 varieties presenting distinct performances for bread-
making.

The range of values for damaged starch measured by iodine ab-
sorption SD (8.7-23.9 UCDc) are in line with Dragan et al. (2012) and
Golea et al. (2023). They reported, respectively, SD values from 19.55 to
29.05 UCDc for 18 different wheat varieties and from 1.40 to 14.60
UCDc for 66 wheat samples collected in different regions.

The total arabinoxylan content AX-TOT (1.27-2.69 g/100 g), as well
as the water-extractable fraction content WE-AX (0.26-0.86 g/100 g),
are consistent with the results obtained by Gebruers et al. (2008) (AX-
TOT: 1.35-2.75, WE-AX: 0.15-1.40; 176 different varieties) and
Sapirstein et al. (2018) (1.08-1.80 g/100 g for AX-TOT and 0.23-0.46 g/
100 g for WE-AX). Moreover, mean values for AX-TOT (1.83 g/100 g)
and WE-AX (0.5 g/100 g) are close to those reported by Selga et al.
(2023) with 197 wheat samples.

The proportion of each fatty acids is in line with previous works (De
La Roche et al., 1975; Prabhasankar & Haridas Rao, 1999). Palmitic acid
(C16.TOT) and linoleic acid (C182n6.TOT) are the most abundant fatty
acids in the wheat flour but C16.TOT has one of the lowest Coefficient of
Variation (CV) among fatty acids.

In terms of technological characteristics, range of values for W.
Gluten (10.5-40.6 g/100 g) and Dry Gluten (3.5-13.5 g/100 g) was also
wider than in Dhaka and Khatkar (2015) who reported the following
intervals: W.Gluten: 21.5-35.5 g/100 g, D.Gluten: 8.4-12.4 g/100 g.
The range of values for Hardness corresponds to what is found in the
literature, by encompassing soft and hard grains (Rakszegi et al., 2010).
The range of values for the Hagberg Falling Number HFN is rather large
(190-462 s), although narrower at the lower limit when compared to the
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Table 1

Technological characteristics and flour composition obtained from the 144 sample.

Food Chemistry 463 (2025) 141232

Technological variables

WA Hardness HFN W.Gluten D.Gluten P/L* Ww* Ie*
Unit % / seconds g/100 g g/100 g / 1074J %
Min-Max 50.4-63 18-100 190-462 10.5-40.6 3.5-13.4 0.13-2.54 68-546 32.8-73
Mean 55.9 66 348 26.4 8.4 0.83 229 54.7
CV (%) 4.6 27.9 18.7 19.2 19.4 50.6 36.6 15.7
Flour composition variables
Prot UPP GluT GluS Gli.GluT Gli.GluS SS SD
Unit g/100 g / g/100 g g/100 g / / g/100 g UCDc
Min-Max 6.1-14.0 0.21-0.60 2.48-5.50 1.30-2.77 0.86-1.46 1.41-2.71 1.11-6.21 8.7-23.9
Mean 9.4 0.46 3.87 2.07 1.08 2.01 3.22 17.5
CV (%) 16.7 14.1 18.0 14.9 10.5 13.0 31.2 14.9
AX-TOT WE-AX AX.TOT AX.WE IV.AX SV.AX C16.TOT C18.TOT
Unit g/100 g g/100 g / / dL/g mV.mL g/100 g g/100 g
Min-Max 1.27-2.69 0.26-0.86 0.56-0.89 0.44-0.71 4.14-8.18 201-834 0.24-0.36 0.008-0.027
Mean 1.83 0.50 0.72 0.60 5.86 432 0.29 0.015
CV (%) 15.5 25.7 8.5 9.2 13.4 31.3 8.75 22.0
C181n7.TOT C181n9.TOT C182n6.TOT C183n3.TOT C16.NS C181n7.NS C182n6.NS C183n3.NS
Unit g/100 g g/100 g g/100 g g/100 g g/100 g g/100 g g/100 g g/100 g
Min-Max 0.007-0.015 0.073-0.176 0.42-0.89 0.020-0.070 0.088-0.158 0.004-0.013 0.31-0.55 0.016-0.040
Mean 0.010 0.106 0.62 0.039 0.116 0.006 0.40 0.024
CV (%) 14.0 18.4 15.2 25.1 12.3 18.4 12.1 15.2

HFN: Hagberg Falling Number; W.Gluten: Wet Gluten; D.Gluten: Dry Gluten; P/L: Tenacity to extensibility ratio; W: Baking strength; Ie: Elasticity Index; Prot: Protein
content; UPP: Unextractable Polymeric protein; GluT: Total Glutenin content; GluS: Soluble Glutenin content; Gli.GluT: Gliadin to GluT ratio; Gli.GluS: Gliadin to GluS
ratio; SS: Soluble Starch; SD: Damaged starch measured by iodine absorption; AX-TOT: Total Arabinoxylan content; WE-AX: Water-Extractable Arabinoxylan content;
AX.TOT: Arabinose to Xylose ratio from AX-TOT; A.X.WE: Arabinose to Xylose ratio from WE-AX; IV.AX: Intrinsic Viscosity of WE-AX; SV.AX: Specific Viscosity from
WE-AX; C16.TOT: Total C16 content; C18.TOT: Total C18 content; C181n7.TOT: Total C18:1n-7 content; C181n9.TOT: Total C18:1n-9 content; C182n6.TOT: Total
C18:2n-6 content; C183n3.TOT: Total C18:3n-3 content; C16.NS: Non-Starch C16 content; C181n7.NS: Non-Starch C18:1n-7 content; C182n6.NS: Non-Starch C18:2n-

6 content; C183n3.NS: Non-Starch C18:3n-3 content.
" Complementary technological variables, not used in modelling.

results of Mangan et al. (2016) who observed values below 190 s with a
dataset of about the same size. These technological variables are
included in the analysis as they take into account parameters that may
have an impact on Water Absorption (WA), such as grain characteristics
and particle size for Hardness, amylase activity for HFN, and the quality
of the gluten network for W.Gluten and D.Gluten. Moroever, the lower
bound of the range of values for WA (50.4-63 %) is rather noteworthy,
compared with results from the literature (53.9-65.5 % in Sapirstein
et al. (2018)).

Alveograph parameters are excluded from the analysis as they are
determined with a fixed amount of water added to the dough (50 %).
However, they are given as complementary technological variables to
illustrate the variability of the dataset’s breadmaking potential (see
Table 1). Indeed, the ranges of values for P/L (0.13-2.54), W (68.10’4 J
~ 546.10~* J) and Ie (32.8-73 %) are equivalent to, or even broader
than, those reported by Jgdal & Larsen (2021) (P/L: 0.15-2.28, W:
62.107* J - 352.107* J, Ie: 31.1-61.5) with 532 individual pressure
curves.

These results highlight the high variability of the wheat samples in
terms of composition and technological properties, and therefore the
richness of the working dataset for investigating the potential of wheat
for breadmaking.

3.2. Wheat composition determinants of the water absorption

3.2.1. Exploring correlations in the dataset

At first, a heatmap illustrating the correlations between all variables
in the dataset was generated (Fig. S2). The strongest correlations of WA
with composition variables are found for Proteins (Prot), Damaged
Starch (SD) and Soluble Starch (SS); corresponding scatter plots are
presented in Fig. 1a, b and c, respectively.
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The rather high correlations of WA with Prot and SD are expected,
since both are commonly used variables to predict WA. Damaged starch
typically absorbs 2 to 4 times its weight in water, compared to only 0.4
times for intact granular starch. It is the primary variable associated with
WA in many studies (Dodds, 1971; Greer & Stewart, 1959; Tara et al.,
1972; Tipples et al., 1978). No direct correlation was found between
Prot and damaged starch (SD) (r = —0.07), in agreement with results
previously reported by Tara et al. (1972).

Proteins (Prot) exhibits a stronger correlation with WA (r = 0.63,
Fig. 1a) than SD (r = 0.56, Fig. 1b), which appears in contradiction with
most previous results (Dodds, 1971; Greer & Stewart, 1959; Tara et al.,
1972; Tipples et al., 1978). Surprisingly, soluble starch (SS) presents the
highest correlation with WA (r = 0.72, Fig. 1c). SS is actually a mea-
surement performed in our laboratory, and would correspond to the
glucose originating from starch solubilized during the overnight water
extraction of flour AIM (unpublished results). Interestingly, SS corre-
lates much better with hardness (r = 0.76, Fig. 1e) than SD does (r =
0.54, Fig. 1f), despite the significant influence of hardness on damaged
starch formation (Rakszegi et al., 2010). These results suggest that SS
could serve as a reliable marker for damaged starch. SS and SD are
correlated (r = 0.7; Fig. 2d) but the correlation level was lower than
expected, meaning that they likely measure different characteristics of
the damaged starch. The heatmap (Fig. S2) complemented with hier-
archical clustering, actually groups Hardness, WA and SS, indicating a
strong connection between them.

In addition, to protein and damaged starch contents, correlations
were observed between WA and other composition variables (see
Fig. S2). For example, C182n6.TOT (r = 0.58), and C183n3.TOT (r =
0.58), exhibited slightly better correlations with WA than SD. These two
fatty acids are mainly coming from polar lipids associated to starch.
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Fig. 1. Simple linear regression between: a) Water Absorption (WA) and Protein content (Prot); b) WA and damaged starch measured by iodine absorption (SD); ¢)
WA and Soluble Starch (SS); d) SD and SS; e) SS and Hardness; f) SD and Hardness. Dots are coloured transparently so that any overlapping ones can be discerned.

3.2.2. Modelling the influence of damaged starch and of protein content on
water absorption

The effect of wheat components on WA was analysed through mul-
tiple linear regression models. Since the dataset contains measurements
with different units and scales, the values were first standardized so that
to compare the relative significance of each influence. The resulting
coefficients assigned to these variables, as well as the metrics values for
model prediction, are reported in Table 2.

The simple linear regressions between WA and composition variables
SD, SS and Prot are the primary models, noted Mgp, Mss and Mpyot
respectively.

My, My .1, M2, and My 3, named usual models, are multiple linear
regression models combining Prot, SD and SS. My which includes SD and
Prot plays the role of benchmark, since Prot and SD are commonly used
to predict WA. My 5 is a version of this model, combining Prot and SS,
assuming that SS is also representative of damaged starch. My ; com-
bines the two variables related to damaged starch and finally, Mg 3
brings the Prot, SS and SD together.

As expected, the four usual models exhibit much better performances
than the primary models as shown by the R? and BIC values on Table 2.
Among the usual models, My and My 3, exhibit the best performances
(R? = 0.76 and 0.78 respectively). My has the worst predictive per-
formance, it is also the only models without Prot, the primary driver of
WA prediction, as its regression coefficient is the highest in the more
complete model, My 3. With the exception of My 3, SS demonstrates the
highest regression coefficients among the models in which it is included,
but although SS provides also the most effective primary model, Mgg, it
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does not improve the model’s performances when combined with Prot
and/or SD. Indeed, My (only usual model without SS) performs better
than Mp2, and My s (most complete usual model) fails to improve
significantly the prediction compared to M.

3.2.3. Modelling the influence of composition variables on water absorption

In addition to the usual variables, Prot, SD and SS, the dataset con-
tains measurements for protein-related variables (GluT, GluS, UPP, Gli.
GluS, Gli.GluT), arabinoxylans-related variables (WE-AX, AXTOT, A.X.
WE, A.X.TOT, IV.AX, SV.AX) and lipid-related variables (C16.TOT, C18.
TOT, C181n7.TOT, C181n9.TOT, C182n6.TOT, C183n3.TOT, C16.NS,
C181n7.NS, C182n6.NS, C183n3.NS), which are potential determinants
for WA. A large number of regression model can be produced by
combining all these variables. To select relevant models, the selection
model method, based on the BIC score and described in section 2.4.2.,
has been applied and a graphical representation of the main results is
presented in Fig. 2. The main guides for model selection are: 1) a small
BIC value (negative index) which indicates a better modelling perfor-
mance, 2) a VIF score < 5 to avoid strong multicollinearity among the
variables, 3) a minimal number of variables when the two first criteria
are met.

Following this method, a total of nine regression models has been
selected, including Mg and My. The other models, numbered from M; to
My are arranged in ascending order based on the number of explanatory
variables, from three variables in M; to nine in My. In Table 2, M; to My
are categorized as composition models and all their variables are sig-
nificant (p-value<0.05). Additionally, an extra model, My, is provided to
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Fig. 2. Results of the Bayesian Information Criterium (BIC) test with composition variables. Each row represents a model, each column represents a variable. The
models studied, i.e. without multi-collinearity are highlighted in blue and identified (M;, M; ...) on the right.

Figure caption: EEEvariable included in the model; ===svariable included in the model but collinear with another variable from the model (VIF score > 5).
WEAX: Water-Extractable Arabinoxylan content; AXTOT: Total Arabinoxylan content; A.X.WE: Arabinose to Xylose ratio from WEAX; A.X.TOT: Arabinose to Xylose
ratio from AXTOT; IV.AX: Intrinsic Viscosity of WEAX; SV.AX: Specific Viscosity from WEAX; Prot: Protein content; UPP: Unextractable Polymeric protein; GluT:
Total Glutenin content; GluS: Soluble Glutenin content; Gli.GluT: Gliadin to GluT ratio; Gli.GluS: Gliadin to GluS ratio; SS: Soluble Starch; SD: Damaged starch
measured by iodine absorption; C16.TOT: Total palmitic acid C16 content; C18.TOT: Total stearic acid C18 content; C181n7.TOT: Total vaccenic acid C18:1n-7
content; C181n9.TOT: Total oleic acid C18:1n-9 content; C182n6.TOT: Total linoleic acid C18:2n-6 content; C183n3.TOT: Total alpha-linolenic acid C18:3n-3
content; C16.NS: Non-Starch palmitic acid C16 content; C181n7.NS: Non-Starch vaccenic acid C18:1n-7 content; C182n6.NS: Non-Starch linoleic acid C18:2n-6
content; C183n3.NS: Non-Starch alpha-linolenic acid C18:3n-3 content. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred
to the web version of this article.)

Table 2
Summary of models tested to predict WA with standardized variables and their corresponding coefficients and statistical metrics for prediction. All the terms of the

models are statistically significant (p-value<0.05).

Proteins Starch Arabinoxylans variables Lipids variables Statistical metric

variables variables values

Prot UPP SD SS SV. AX. IV.AX C18. C182n6. C16. Hardness n* R? BIC

AX WE TOT NS NS score
Primary models
Msp 0.55 1 031 -43
Mpror  0.63 1 0.40 -63
Mss 0.72 1 052 -96
Usual models
Mo.1 0.10 0.66 2 0.53 -92
Mo.2 0.44 0.58 2 0.69 -156
Mo 0.68 0.60 2 0.76  —192
Mos  0.60 0.45 021 3 0.78 -197
Composition models
My 0.74 0.57 0.22 3 0.81 -218
M; 0.53 0.61 0.38 3 0.83 —232
M 0.61 0.28 0.38 0.31 4 0.85 251
M; 0.64 0.28  0.41 0.25 -0.14 5 0.86 —258
M, 0.61 0.28  0.40 0.24 -0.14 0.09 6 0.87 —-261
Ms 0.63 0.34 0.35 0.22 -0.15 0.13 -0.11 7 0.88 —268
Mg 0.68 —0.10 0.32 0.36 0.25 —0.15 0.13 —0.12 8 0.89 -273
M; 0.65 —0.09 0.35 0.35 0.29 -0.14 —-0.09 0.13 -0.12 9 0.89 273
Models with
all
variables

My 0.77 1 0.59 -117
My 0.59 0.25 0.32 0.23 —0.16 0.18 6 0.87 —265
Mp2 0.56 0.32  0.22 0.19 —0.18 0.12 —0.14 0.22 8 0.90 280
Mpus 0.61 -0.12 0.30 0.23 0.22 -0.17 0.12 -0.15 0.24 9 0.90 —-289

" number of variables included in the model. Prot: Protein content; UPP: Unextractable Polymeric protein; SS: Soluble Starch; SD: Damaged starch measured by
iodine absorption; SV.AX: Specific Viscosity from Water-Extractable Arabinoxylans; A.X.WE: Arabinose to Xylose ratio from Water-Extractable Arabinoxylans; IV.AX:
Intrinsic Viscosity of Water-Extractable Arabinoxylans; C18.TOT: Total C18 content; C182n6.NS: Non-Starch C18:2n-6 content; C16.NS: Non-Starch C16 content.

illustrate the best three-variable model that complements the reference include Prot, SS and SV.AX as explanatory variables.

model M. The recurring inclusion of variables across the selected Subsequently, SD appears in all models except Mj, while the Arabi-
models provides an indication of their relative importance as de- nose to Xylose ratio from Water-Extractable Arabinoxylans (A.X.WE) is
terminants for WA. Specifically, all composition models except My present in all the models except M; and M. The total steatic acid content
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Fig. 3. Comparison of the models studied for predicting WA according to their BIC values and number of variables.

(C18.TOT) is absent from M; to Ms, followed in order of importance by
the Non-starch linoleic acid content (C182n6.NS), Unextractable Poly-
meric Protein (UPP) and the Intrinsic Viscosity of Water-Extractable
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Fig. 3 displays the BIC score against the number of variables for all
the models. From one to three variables the BIC score decreases steeply,
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Fig. 4. Comparison of the models My, M», M; and My for their predicted Water Absorption (WA) by K-fold cross validation versus the measured WA for a single
repeat of the K-fold cross validation. Dots are coloured transparently so that any overlapping ones can be discerned.
Mo = o + B1Prot + B2SD; My = B + p1Prot + PoSS + P3SV.AX + p4SD; My = P + piProt + p2SD + p3SS + f4SV.AX + fsA.X.WE + psC18.TOT + p,C182n6.NS +
BsIV.AX + BoUPP; Mys = fo + fB1Prot + BoSD + psHardness + (4SS + BsSV.AX + BcA.X. WE+ B;C16.NS + pgC18.TOT + BoUPP.

A.X.WE: Arabinose to Xylose ratio from Water-Extractable Arabinoxylans; IV.AX: Intrinsic Viscosity of Water-Extractable Arabinoxylans; SV.AX: Specific Viscosity of
Water-Extractable Arabinoxylans; Prot: Protein content; UPP: Unextractable Polymeric protein; SS: Soluble Starch; SD: Damaged starch measured by iodine ab-
sorption; C18.TOT: Total stearic acid C18 content; C182n6.TOT: Total linoleic acid C18:2n-6 content; C16.NS: Non-Starch palmitic acid C16 content.
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and above three variables, around a BIC score of —250, the decrease is Following the model selection explained in section 2.4.2, several
moderate. The model My achieve an interesting trade-off between the models were discarded because of multicollinearity, i.e. VIF >5. The
number of variables and the BIC score. With four variables, M, reaches a eight remaining models (highlighted on Fig. 5) include the models My,
BIC score of —252 and a R? of 0.85. M;, My and M3 and four new models, My, My1, My2 and Mysz of
Surprisingly, the M, includes both SD and SS, which strengthens the respectively 1, 6, 8 and 9 explanatory variables. These four models all
idea that both measurements capture distinct aspects of the damaged incorporate hardness, My being actually the simple linear regression
starch and that both are determinants of WA. The contribution of SS is between hardness and WA. With the exception of My, Prot has been
slightly higher than of SD in the composition models as indicated by the systematically included in all models, resulting in the exclusion of D.
regression coefficients (Table 2). My is also a model that includes an Gluten and W.Gluten due to their VIF score exceeding five when Prot is
arabinoxylan variable, via SV.AX, besides starch and protein. SV.AX is involved. This reflects the high correlation among these three variables
also included in M;, which is close to My in Fig. 3. M; performs slightly (Fig. S2). This result suggests that Prot exerts a more substantial influ-
less well than My (R? = 0.83 against R? = 0.85) and represents the best ence on WA than D.Gluten or W.Gluten. Furthermore, it suggests that
three-variable model with a significant improvement compared to My 3 WA is more dependent on the quantity of protein rather than its quality
R? = 0.78), which includes SD instead of SV.AX. Therefore, SV.AX is a within the gluten network.
minor component characteristic that has clearly improved the predic- In agreement with the strong correlation between hardness and WA
tion of WA. (r = 0.77, Fig. S2), hardness comes out as a good explanatory variable
Fig. 4 reports the predictions of selected models computed through for WA (Table 2). In My, My» and Mys, hardness is associated with SD
cross-validation. It is evident that M, significantly reduces the predic- and SS. The link between these three variables is further highlighted by
tion error over the full range of WA compared to M, especially for low the heatmap shown in Fig.S2). SS and SD remain important explanatory
WA. The nine-variable composition model, My, improves the prediction variables after Prot and before Hardness in My, whereas SS is less
of high WA compared to M,. However, relative to the number of vari- significant than Hardness in Mys (Table 2). The coefficients of SS in My,
ables, it does not significantly improve the global prediction (R2y = 0.88 Mpys and Mys are lower than in the composition models, meaning that
for My compared to 0.84 for My). part of SS contribution to WA is now captured by Hardness. SD contri-
bution in these models is not affected to the same extent.
3.2.4. Including technological properties of wheat in the model Finally, except for My, incorporating Hardness in the models has not
The contributions to WA of the following technological measure- significantly improve the prediction of WA as shown in Fig. 3. Indeed,
ments are examined in addition to the wheat composition: My Mp2 and Mys perform only slightly better (BIC score = —289, and
R? = 0.90 for the most complete model Mys) than the composition
e Hardness, usually strongly related to damaged starch models with the same number of variables, respectively M4 Mg and M.
e Hagberg falling Number (HFN), often associated the amylase activity Prediction results displayed in Fig. 5 confirms that My and My3 perform
of the wheat grain similarly. To minimise the number of variables, the best regression
e Wet gluten (W.Gluten), and dry gluten (D.Gluten), which charac- model remains My, including Prot, SS, SD and SV.AX. This suggests that
terize the quality of the gluten network this combination of composition variables offers an effective solution to
predict and explain WA, while the technological criteria investigated did
The same model selection procedure has been applied. First, the BIC not significantly enhance the accuracy of the model predictions.

score is computed for generated models and results are reported in
Fig. 5. It shows that HFN is not included in most models, suggesting that 3.2.5. Towards new predictor of WA
its contribution to WA is negligible. The water absorption of wheat flour is a complex and multifactorial
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Fig. 5. results of the BIC test with composition and technological quality variables. Each row represents a model, each column represents a variable. A model is made
up of the shaded variables. The models without multi-collinearity are highlighted and their correspondence is shown on the right.

Figure caption: mmmvariable included in the model; ===svariable included in the model butcollinear with another variable from the model (VIF score > 5).
WEAX: Water-Extractable Arabinoxylan content; AXTOT: Total Arabinoxylan content; A.X.WE: Arabinose to Xylose ratio from WEAX; A.X.TOT: Arabinose to Xylose
ratio from AXTOT; IV.AX: Intrinsic Viscosity of WEAX; SV.AX: Specific Viscosity of WEAX; Prot: Protein content; UPP: Unextractable Polymeric protein; GluT: Total
Glutenin content; GluS: Soluble Glutenin content; Gli.GluT: Gliadin to GluT ratio; Gli.GluS: Gliadin to GluS ratio; SS: Soluble Starch; SD: Damaged starch measured by
iodine absorption; C16.TOT: Total palmitic acid C16 content; C18.TOT: Total stearic acid C18 content; C181n7.TOT: Total vaccenic acid C18:1n-7 content; C181n9.
TOT: Total oleic acid C18:1n-9 content; C182n6.TOT: Total linoleic acid C18:2n-6 content; C183n3.TOT: Total alpha-linolenic acid C18:3n-3 content; C16.NS: Non-
Starch palmitic acid C16 content; C181n7.NS: Non-Starch vaccenic acid C18:1n-7 content; C182n6.NS: Non-Starch linoleic acid C18:2n-6 content; C183n3.NS: Non-
Starch alpha-linolenic acid C18:3n-3 content; W.Gluten: Wet Gluten; D.Gluten: Dry Gluten; HFN: Hagberg Falling Number.
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phenomenon. Thus, any model relying on a single explanatory variable
has exhibited low predictive performances. Mg stands out as the most
robust single-variable model with a R? 0f 0.52 (Table 2), while the four-
variable model My, a good compromise between the number of variables
and the predictive performance, achieve a R? of 0.85. M includes the
Protein content (Prot) and the damaged starch measured by iodine ab-
sorption method (SD), two usual measurements employed for WA pre-
diction in the domain literature. However, My also included Soluble
Starch (SS) and Specific Viscosity related to Water-Extractable Arabi-
noxylans (SV.AX), two less common variables for predicting WA.

SS, like SD, could serve as a marker of damaged starch. Amylose is
likely to be more easily leached from a broken granule during the water
extraction of flour than from a native starch (Wang et al., 2020).
Consequently, the variation in the amount of water-soluble starch (SS)
could reflect the proportion of broken granules, i.e., damaged starch, in
the flour sample. Furthermore, SS exhibited a higher CV than SD, sug-
gesting that this measurement is rather sensitive and potentially
discriminant of the various wheat samples. Unlike SS, SD consistently
exhibits VIF scores below 5 (as shown in Fig. 2 and Fig. 5), indicating its
independence from the other variables. This supports the idea that these
two measurements explain different aspects of damaged starch. How-
ever, considering that SS reflects released amylose, the average level of
damaged starch in our study is 10-13 % (assuming amylose represents
25-30 % of the starch), which is higher than the average values typically
reported, around 6-8 % (Dodds, 1971). This discrepancy may be due to
the Alcohol Insoluble Material procedure, which involves high-pressure
ethanol treatment and additional grinding that could further damage the
already broken granules, leading to increased solubilization of amylose
and potentially amylopectin. Therefore, while SS is a useful indicator, it
remains an indirect evaluation of damaged starch and may particularly
overestimate higher values compared to standard measurements.
Damaged starch is always measured indirectly, resulting in estimations
that may vary between methods. Our findings indicate that both mea-
surements (SS and SD) reflect the starch state and, when used together,
improve the prediction of flour water absorption.

Specific viscosity (SV.AX) is a physico-chemical property of the
water phase controlled by the concentration of Water-Extractable Ara-
binoxylans (WE-AX) and their intrinsic viscosity (IV-AX), which is
related to polymer size: SV.AX « WE-AX x IV.AX. While AX concen-
tration significantly influences the variation in specific viscosity, the
variation in their molecular size also has an impact, as illustrated in
Fig. 6. In this figure, the impact of molecular size of WE-AX (i.e.,
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intrinsic viscosity; IV.AX) on specific viscosity (SV.AX) is shown for two
samples exhibiting the same amount of WE-AX. The inclusion of SV.AX
in My confirms the findings of Sapirstein et al. (2018) regarding the
contribution of water extractable arabinoxylans to WA, but provides
clarity regarding the significance of other feature apart from their con-
centration. Interestingly, it suggests that the influence stems from sol-
uble arabinoxylans rather than their insoluble counterparts (included in
TOT-AX), yet known for their high-water retention capacity (Marion &
Saulnier, 2020). The relationship between the contents of water-
extractable arabinoxylans (WE-AX) and total arabinoxylans (TOT-AX)
in the starchy endosperm varies among cultivars. The proportion of WE-
AX can range significantly, from 20 % to 40 % of the total AX content.
Variation in WE-AX content in wheat flour, although primarily influ-
enced by genotype, is also affected by the environment (Marion &
Saulnier, 2020). In this respect, it is not known whether environmental
factors influence to a greater extent the WE-AX content in flour or its
molecular size, which both have an effect on the specific viscosity of
flour water extract.

Regarding proteins, the total content Prot, appears to be sufficient for
the prediction of WA, since further specific feature about the type of
protein has not been selected in the models or has been discarded due to
multicollinearity. Even if glutenin and gliadin fractions have different
properties, their impact on WA is not distinguished. Moreover, the
quality of the gluten network described by W.Gluten and D.Gluten
variables does not seem to provide as much information as Prot in
predicting WA.

Furthermore, the model selection process in this study has not
pointed any critical fatty acids, suggesting a minimal role of the lipids
for WA. Nevertheless, C18.TOT and C182n6.NS were included in about
80 % of the models proposed by the BIC test (Fig. 2 and Fig. 5). Sur-
prisingly, C18.TOT, did not present a VIF score above 5 in any model,
suggesting independence from other fatty acids variables. On the con-
trary, although C182n6.TOT and C183n3.TOT, showed good simple
linear correlations with WA, they were not the most commonly proposed
fatty acids in the models. When included, they consistently had a VIF
score above 5.

Finally, SS and SV.AX can be retained as new predictors of WA. It is
particularly noteworthy that SV.AX, representing variation in a minority
component of the flour - WE-AX - stands out significantly alongside the
major components in explaining WA.
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Fig. 6. HPSEC Chromatograms of samples 7 and 132, showing low and high specific viscosity (SV.AX), respectively. The peak integration area for water-extractable
arabinoxylans WEAXypskc is highlighted in yellow. Both samples have equivalent concentration of water-extractable arabinoxylans WEAXypsgc as shown by RI signal
with dotted lines, sample 132 have a higher intrinsic viscosity IV.AX than sample 7 resulting in higher specific viscosity as shown by DP signal in solid lines. SV.AX =
IV.AX* WEAXppsec. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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4. Conclusion

The 150 wheat samples collected in this study exhibited a wide range
of compositional and technological characteristics, facilitating the
testing of various models to predict flour Water Absorption (WA). A
model incorporating protein content (Prot), soluble starch (SS),
damaged starch (SD) and specific viscosity associated with water
extractable arabinoxylans (SV.AX) emerged as the optimal balance be-
tween the number of variables and the predictive performance. This
finding underscores that flour composition variables alone are sufficient
to predict WA, without the need for additional technological variables.

Moreover, our study highlights the significant role of minor com-
ponents, such as AX, in influencing water absorption. The contribution
of AX stems particularly from the water-extractable fraction (WE-AX)
and polymer size, influenced by both genotype and environmental fac-
tors captured in our sample set.

Additionally, soluble starch (SS) has been identified as a novel cri-
terion for evaluating damaged starch content, showing promise in pre-
dicting water absorption and complementing traditional assessment of
damaged starch (SD).

Further work is in progress to deepen the understanding of the
impact of minor components variability, particularly arabinoxylans
(AX) on the rheological properties of wheat flour dough during bread-
making. Investigating their natural variability represents a relevant
step in this prospect.
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SUPPLEMENTARY DATA

S1: Selection procedure of composition variables for the study
Selection of variables accounting for proteins

The quantities of protein in grain (Prots) and in flour (Prot) were measured. These two variables are highly
correlated (R=0.97). Prot was retained for the analysis to be consistent with other component measurements
carried out on flour. Similarly, insoluble glutenin fraction in flour (Glul) was highly correlated with total glutenin in
flour (GIuT; R?=0.85) and GIuT was used for the analysis as it is measured directly, unlike Glul that is calculated.
Wet gluten, dry gluten and gluten index were not included because they do not relate to flour composition but
rather consider proteins that have already undergone changes during dough mixing. From the remaining variables
related to protein composition in the flour, only the most relevant for further interpretation in relation to WA
were used, which include UPP, GIuT, GluS, as well as the ratios Gliadin to total Glutenin (Gli.GIuT) and Gliadin to
soluble Glutenin (Gli.GluS).

Selection of variables accounting for lipids
Lipids were measured as total and non-starch fatty acids content.

Sixteen fatty acid were measured for each flour and the major one and the most studied (Macmurray & Morrison,
1970 ; Morrison et al., 1975) were kept for the statistical analysis (i.e. C16, C18, C18:1n-9, C18:1n-7, C18:2n-6 and
C18:3n-3).

All starch (S) fatty acids content correlated with their corresponding total fatty acid content (e.g. C18.S and
C18.TOT with R?=0.72, of C16.S and C16.TOT with R?=0.71), therefore only total fatty acids were included in the
analysis as they are measured directly.

Non-starch (NS) stearic acid content C18.NS was removed from the analysis for its correlation with total (TOT)
stearic acid content C18.TOT (R?=0.61), as well as non-starch oleic acid content C181n9.NS for its correlation with
total oleic acid content C181n9.TOT (R%=0.8).

Selection of variables accounting for non-starch polysaccharides

Insoluble arabinoxylan content WU-AX was highly correlated with total arabinoxylans content AXTOT (R?=0.8) and
only AXTOT was used for the analysis as it is measured directly.

Likewise, Arabinose / Xylose ratio (A/X) from water unextractable arabinoxylans A.X.WU was highly correlated with
AX.TOT (R?=0.82), and therefore not used.
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S2: Heatmap with correlations between all variables studied to model the WA on the 144 variables
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2. VALIDATION DE L'IMPACT DE LA VARIABILITE NATURELLE DES ARABINOXYLANES SUR
L’ABSORPTION D’EAU

Cette deuxieme partie, dédiée a I'analyse des données issues de la deuxiéme campagne de récolte du projet
Evagrain (Récolte 2022 ; R2), permet de confirmer I'impact significatif des arabinoxylanes solubles sur I'absorption
d’eau démontré a partir des données de la premiére campagne de récolte (R1) (Rezette et al., 2025). L'approche
utilisée et détaillée dans I'article en section 1.2 de ce chapitre, a été appliquée a R2. A nouveau, il s'agit de
déterminer le meilleur modeéle entre nombre de variables et performance pour prédire I'absorption d’eau (WA)
de R2, en utilisant une méthode de régressions linéaires basée sur le BIC test et le VIF score. Dans un premier
temps, nous présentons le modele déterminé grace a R2. Ensuite, les performances de prédiction de WA sur R2 a
partir de I’équation obtenue avec R1, et réciproquement sont présentés. Enfin, les résultats obtenus en appliquant
la méthode de I'article a I'ensemble des échantillons combinés (R1+R2) sont discutés.

2.1. DETERMINATION DU MODELE D’ ABSORPTION D’EAU A PARTIR DE LA DEUXIEME CAMPAGNE DE
RECOLTE R2

La deuxieme campagne de récolte (R2) est composée de 140 échantillons provenant de 62 variétés (30 en
commun avec R1) et 18 lieux de cultures (5 en commun avec R1) différents. Les caractéristiques technologiques
et compositionnelles de ces farines sont décrites en annexe (Annexe 1). R2 couvre une variabilité équivalente a
celle de la premiere campagne (R1), offrant ainsi des plages de données comparables pour la modélisation de WA.
Les corrélations entre les différentes variables avec le jeu de données de R2 sont indiquées dans une heatmap
disponible en annexe (Annexe 2). Une sélection des modeles les plus performants pour un nombre donné de
variables a d’abord été réalisée a I'aide du test BIC (Annexe 3), puis ceux présentant une multi colinéarité ont été
écartés grace au VIF score. Les modeles retenus sont présentés sur le Tableau 1, ou les modeéles de R2 a partir des
variables de composition sont désignés par « M’» pour se distinguer de ceux de R1, marqués « M ». Comme avec
R1, les modeles de R2 a partir des variables technologiques, dureté (Hardness), temps de chute d’"Hagberg (HFN),
gluten humide (W.Gluten) et gluten sec (D.Gluten) en plus des variables de composition, ont été explorés et sont
notés « Mt ».

A la différence de I'analyse a partir des données de R1, la variable la plus corrélée a WA avec R2 n’est pas I'amidon
soluble (SS) mais la quantité de protéines (Prot). Toutefois, comme avec R1, Prot reste la variable avec le plus
d’influence dans les modéles de combinaison linéaire multiple des variables de composition, avec un coefficient
(standardisé) supérieur a celui des autres variables. Pour rappel, le fait que les protéines aient un impact plus
important que I'amidon endommagé sur WA contraste avec des études précédentes (Ali et al., 2014 ; Dodds, 1971
; Greer & Stewart, 1959 ; Tara et al., 1972 ; Tipples et al., 1978). Nous remarquons également que SS apparait peu
dans les modeles sélectionnés avec R2 et présente une corrélation beaucoup plus faible avec WA par rapport a R1
(R?=0,17 avec R2 VS R2=0,52 avec R2). Pourtant, comme pour R1, SS est mieux corrélé a la dureté (R=0,60) que SD
(R?=0,50). Au regard de I'ensemble des modeles de R2, les deux variables les plus importantes aprés Prot, sont
I’'amidon endommagé mesuré par absorption d’iode (SD) et la quantité d’arabinoxylanes solubles (WEAX).
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Tableau 1 : Résumé des modeles sélectionnés pour prédire la WA réalisés a partir des variables standardisées de la 2¢ campagne de récolte (R2). Les coefficients correspondant a ces variables sont indiqués pour chaque
modele, ainsi que les valeurs métriques statistiques de prédiction. Tous les termes des modeéles sont statistiquement significatifs (valeur p<0,05).

Protéines Amidon endommagé Arabinoxylanes Lipides Variables technologiques Valeurs statistiques

Prot Gli/GluT SD SS WEAX A/X.TOT C18.TOT Hardness D.Gluten W.Gluten n* R? BIC score
Modéles de composition
M’prot 0.73 1 0.53 -96.7
M’o 0.73 0.48 2 0.77 -189.4
M’y 0.73 0.49 0.19 3 0.80 -207.1
M, 0.77 0.52 0.25 -0.19 4 0.83 -225.9
M3 0.77 0.10 0.40 0.12 0.32 -0.13 -0.17 7 0.86 -231.8
M4 0.79 0.49 0.22 -0.13 -0.18 5 0.85 -233.2
Modgles techno / compo
M'11 0.49 0.60 0.59 3 0.84 -233.7
M'r, 0.19 0.46 0.45 0.63 4 0.85 -243.3
M'13 0.34 0.23 0.38 0.37 0.34 5 0.86 -247.6
M'14 0.42 0.29 0.39 -0.12 0.32 0.29 6 0.87 -253.1

Prot : Protéines ; Gli/GIuT : Rapport Gliadines sur Gluténines ; SD : Amidon endommagé mesuré par absorption d’iode ; SS : Amidon Soluble dans I'eau ; WEAX : Arabinoxylanes solubles dans I'eau ; A/X.TOT : Rapport
Arabinose sur Xylose des AXTOT ; C18.TOT : Acide stéarique C18 total ; Hardness : Dureté ; D.Gluten : Gluten sec ; W.Gluten : Gluten humide.
*Nombre de variables inclues dans le modele
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La performance de chagque modeéle en fonction du nombre de variables est indiquée sur la Figure 20. Pour R2, M’y
semble offrir le meilleur compromis entre performance et nombre de variables, avec un R? de 0,80, en utilisant 3
variables : Prot, SD et WEAX. A titre de comparaison, M1, le modéle avec un nombre équivalent de variables pour
R1, incluait Prot, SS et de la viscosité spécifique des arabinoxylanes solubles (SV.AX) avec un R? de 0,83 ; soit une
performance assez comparable a M’1.
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Figure 20 : BIC score en fonction du nombre de variables pour les modéles basés sur la deuxiéme campagne de récolte (R2)

L'importance de SD au profit de SS avec R2 par rapport a R1, peut s’expliquer en partie par le fait que les mesures
d’amidon endommagé sont indirectes et susceptibles de variations liées a des facteurs non maitrisés (préparation
des farines, effet opérateur, ...). La variable liée a la quantité d’arabinoxylanes solubles, WEAX, remplace SV.AX
dans le modéle déterminé a partir des données R2 par rapport a R1. Or, SV.AX et WEAX sont plus fortement
corrélées pour R2 (r=0,92) que pour R1 (r=0,80). En remplagant SV.AX par WEAX dans M’y le modéle conserve la
méme performance (R? identique). En revanche, en substituant WEAX par SV.AX dans My, la performance du
modele diminue avec un R? de 0,77.

Enfin, la Figure 20 montre que, comme pour R1, les modeles associant des variables technologiques et
compositionnelles (techno/compo) de R2 affichent de meilleures performances que les modeéles basés
uniguement sur la composition, pour un méme nombre de variables, ce qui n’était toutefois pas aussi évident
avec les modeéles de R1. De plus, les modéles techno/compo de R2 possédent en moyenne moins de variables que
ceux de R1, ce qui les rend plus intéressants. Par exemple, M’11 atteint un R? de 0,84 contre 0,80 pour M’1 avec le
méme nombre de variables. Ce modele M’r1ne comprend plus qu’une seule variable de composition, WEAX, tandis
que SD est remplacée par la dureté (Hardness) et Prot par le gluten humide (W.Gluten). Ainsi, WEAX est
difficilement explicable par des variables technologiques, contrairement a SD et Prot qui sont respectivement
remplacés par Hardness et W.Gluten dans le modele M’t1 car il offrent une précision supérieure. En effet,
W.Gluten est assez bien représentatif de la quantité de protéines (R*=0,62) et donne une dimension
supplémentaire concernant la capacité des protéines a retenir I'eau nécessaire a la formation du réseau de gluten.
Ce dernier point est déterminant pour la prédiction de I'absorption d’eau (WA). La variable Hardness est quant a
elle a la fois corrélée a SS et SD, ce qui signifie qu’elle rend compte a elle seule des deux variables relatives a la
mesure de 'amidon endommagé.
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2.2. VALIDATION DES MODELES D’UNE ANNEE A UNE AUTRE

La performance du modele élaboré avec la 1°® campagne de récolte (R1) a été testé avec les données de la 2¢
campagne (R2) et inversement. Les échantillons présentent une plage de variation comparable en R1 et en R2,
malgré des années de récolte différentes. Cela est illustrée sur les cartes de similitude des deux analyses en
composantes principales (ACP), I'une basée sur les mesures technologiques (Figure 21.A), et I'autre sur les critéres
de composition (Figure 21.B), ou les échantillons des deux campagnes de récolte se recouvrent largement.
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Figure 21 : ACP montrant la distribution des échantillons sur les deux campagnes de récolte (R1 et R2) en fonction A) des variables technologiques,
B) des variables de composition.
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En analysant la prédiction de WA sur R1 ou sur R2, il est possible de valider I'équation établie d’une année sur
I'autre. Les résultats de cette analyse sont présentés dans le Tableau 2. Les équations établies avec les données
de composition de R2 se révelent plus prédictives pour R1 (R*>>0,78) que l'inverse (R < 0,75).

Tableau 2 : Récapitulatif des performances des modeles établis a partir de R1, R2 ou R1+R2 sur R1, R2 ou R1+R2

Equations établies a partir de R1 R% sur R1 RZ sur R2 R2 sur R1+R2
M2 = Bo+B1Prot +f2SS +B3SD +B4SV.AX 0,85 0,75 0,79
M1 = Bo+B1Prot +B2SS +P3SV.AX 0,83 0,66 0,74
Mx = Bo+B1Prot +32SD +B3SV.AX 0,81 0,78 0,72
Equations établies a partir de R2

M'1 = Bo+B1Prot +B32SD +B3WEAX 0,81 0,80 0,74
M’z = Bo+B1Prot +B2SD +BsWEAX+3.C18.TOT 0,78 0,83 0,77
M'r1 = Bo+B1D.Gluten +B2Hardness +B3WEAX 0,74 0,84 0,79
Equations établies a partir de R1+R2

M'2 = Bo+B1Prot +B32SD +B3SS +BsWEAX 0,83 0,78 0,80
M"11 = Bot+p1D.Gluten +B2Hardness +B3WEAX 0,75 0,83 0,79

Les Figure 22.A et 22.C montrent la distribution des points entre les valeurs de WA mesurées et les valeurs
prédites, respectivement a partir de I'équation Mz en k-fold cross validation sur R1 et de I’équation M’1 en k-fold
cross validation sur R2. Les Figure 22.B et 22.D montrent quant a elles respectivement les performances de M
pour prédire R2 et M’1 pour prédire R1. Nous remarquerons qu’en tenant compte du R%cv, le modéle établi sur R2
prédit méme mieux la population R1 que les échantillons sur la base duquel il a été construit.
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Figure 22 : Mesure de I'absorption d'eau (WA) en fonction de WA prédit. Les données de la premiére campagne de récolte (R1) sont indiquées
en bleu et celles de la deuxi@me campagne de récolte (R2) sont indiguées en orange. A) K-fold-cross validation du modéle M; établit a partir des
données de R1 ; B) Prédiction de R2 avec le modéle M ; C) K-fold-cross validation du modéle M1 établit a partir des données de R2 ; D) Prédiction
de R1 avec le modéle M.
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2.3. DETERMINATION DU MODELE D’ ABSORPTION D’EAU A PARTIR DE R1R2

L’analyse a montré que les modeles de prédiction de WA basés sur les échantillons de R1 et de R2 présentaient
de grandes similitudes, confirmant que le modele établi sur une année pouvait également prédire les résultats de
I'autre. Pour compléter cette analyse, une modélisation de WA a été réalisée en incluant les échantillons des deux
campagnes (R1R2), selon la méme méthodologie. En tenant compte des données manquantes et aberrantes de
R1, I'analyse a été effectuée sur un ensemble de 284 échantillons, dont les caractéristiques technologiques et de
composition de ces farines sont décrites en Annexe 4. Le BIC test pour ces échantillons est disponible en Annexe
5. Les modéles retenus sont présentés sur le Tableau 3, notés « M ».

Sans surprise, les variables impliquées dans ces nouveaux modeles R1R2 concernent les protéines, I'amidon
endommagé et les arabinoxylanes solubles, et sont un mélange de celles observées pour la prédiction de WA a
partir de R1 et de R2. Prot se distingue a nouveau comme la variable la plus influente pour modéliser WA, suivi de
pres par SD. Le modéele M2, qui semble offrir le meilleur compromis entre nombre de variables et la performance
(Figure 23), affiche un R? de 0,80, et est composé de Prot, SD, SS et WEAX.
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Figure 23 : BIC score en fonction du nombre de variables pour les modeles basés sur les deux campagnes de récolte (R1R2)

Cette nouvelle modélisation inclut donc les deux variables liées a I'amidon endommagé, comme avec la
modélisation avec R1 seule, mais accorde davantage de poids a SD qu'a SS. Comme pour la modélisation basée
avec R2 seule, c’est la variable WEAX qui est retenue, plutdt que SV.AX retenue dans les modéles avec R1. A noter
que dans les modeles M”s a M”9, la variable WEAX est remplacée par deux autres variables : SV.AX et IV.AX.
Toutefois, ces modeles, bien que comprenant plus de variables par rapport aux modeles M1 a M”4, ne présentent
pas de performance significativement supérieure.

Ce nouveau modele, qui tient compte des spécificités des deux campagnes de récolte, est plus précis et pourrait
mieux prédire I'absorption d’eau d'un nouvel échantillon de farine, avec un nombre réduit de variables de
composition. Les modeles proposés avec des variables technologiques pour R1R2, nommées « Mt », ne se
révelent pas significativement plus prédictifs que les modéles basés uniquement sur la composition, comme c’était
le cas avec les modeles étudiés pour R1. Cela pourrait a nouveau s’expliquer par les mesures d’amidon
endommagé. Pour R2, la dureté apporte plus d’informations que SD dans les modeles techno/compo, mais
n’apporte pas beaucoup plus d’informations lorsqu’elle remplace a la fois SD et SS, comme c’est le cas pour R1 et
R1R2.
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Tableau 3 : Résumé des modéles sélectionnés pour prédire la WA réalisés a partir des variables standardisées des 2 campagnes de récolte (R1R2). Les coefficients correspondants a ces variables sont indiqués pour chaque
modele, ainsi que les valeurs métriques statistiques de prédiction. Tous les termes des modeles sont statistiquement significatifs (valeur p<0,05).

Protéines Amidon . Arabinoxylanes Lipides Variables technologiques -
endommagé Valeurs statistiques
Prot UPP GIuT GluS Gli/GIuT Gli/GluS sb SS WEAX SV.AX A/X.TOT IV.AX C16.TOT C18TOT C182n6.TOT Hardness D.Gluten W.Gluten n* 2 Sci':;
Modéles de
composition
M" prot 0.68 1 0.46 -163.3
M"o 0.69 0.50 2 0.71 -338.4
M" 0.69 0.49 0.19 3 0.75 -371.7
M"; 0.61 033 028 0.27 4 0.80 -423.6
M"3 0.57 0.40 036 024 0.34 5 0.82 -447.7
M"4 0.68 0.32 031 028 0.30 -0.12 6 0.83 -460.2
M"s 0.66 0.30 034 030 0.39 -0.12 -0.18 7 0.84 -474.8
M"s 0.67 0.13 037 028 0.39 -0.13 -0.18 -0.10 8 0.85 -481.6
M"; 0.40 0.55 0.29 041 026 0.40 -0.10  -0.18 -0.15 -0.06 0.14 11 086 -481.9
M"g 0.67 0.13 036 030 0.39 -0.12 -0.18 -0.06 -0.09 9 0.85 -482.5
M"q 0.37 0.53 0.28 037 028 0.40 010  -0.18 -0.18 0.17 10 085 -483.0
Modéles
complets
M"y 0.71 1 0.50 -185.9
M"r1 0.40 0.61 0.48 3 0.79 -423.5
M"1, 0.21 0.37 0.47 0.53 4 0.82 -453.6
M"r3 017  0.20 0.41 0.35 0.53 5 0.83 474
M"14 021 021 0.51 -0.25 0.35 0.49 6 0.84 -486
M5 019 023 0.50 -0.10  -0.26 0.36 0.51 7 0.85 -494.8
M6 0.31 021 024 0.44 -0.11 -0.23 0.28 0.25 8 0.86 -505.2

Prot : Protéines ; UPP : pourcentage de protéines polymériques non extractibles ; GIuT : Gluténine totales ; GIuS : Gluténines solubles ; Gli/GIuT : Rapport Gliadines sur GIuT ; Gli/GIuT : Rapport Gliadines sur GIuS ; SD :
Amidon endommagé mesuré par absorption d’iode ; SS : Amidon Soluble ; WEAX : Arabinoxylanes solubles; SV.AX : Viscosité Spécifique des WEAX ; A/X.TOT : Rapport Arabinose sur Xylose des AXTOT ; IV.AX : Viscosité
Intrinseque des WEAX ; C16 : Acide palmitique C16 total ; C18.TOT : Acide stéarique C18 total ; Hardness : Dureté ; D.Gluten : Gluten sec ; W.Gluten : Gluten humide.

*Nombre de variables inclues dans le modele
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En conclusion, I'analyse des données sur les deux campagnes de récolte a démontré qu'il était possible de
modéliser 'absorption d'eau a partir de seulement quatre variables de composition. Nous avons ainsi montré que
la quantité de protéines est la variable qui influence le plus I'absorption d’eau, en étant systématiquement la plus
déterminante dans tous les modeles retenus. Ensuite, I'implication de I'amidon endommagé dans I'absorption
d'eau a été confirmée, et les résultats indiquent qu'il est plus fiable d’avoir des mesures provenant de deux
méthodes différentes pour le mesurer. |l est ainsi proposé, qu’en plus de la mesure classique par absorption d’iode
au SD-matic (SD), d’inclure la mesure de I'amidon soluble (SS) déterminée sur I'extrait aqueux d’un MIA de farine.
Cette derniere mesure est réalisée en méme temps que la mesure des arabinoxylanes solubles, dont la teneur a
également un impact significatif sur I'absorption d'eau. A noter que les variables relatives a I'amidon endommagé,
SS et SD, n"ont pas eu le méme impact d’'une année a l'autre, avec SS plus prédictif pour R1 et SD pour R2.

Enfin, le Tableau 2 montre que les performances des modeéles avec les deux campagnes combinés R1R2 ne sont
pas nécessairement supérieures a celles des modeles établis uniquement avec R1 ou R2, ce qui suggere qu’une
seule année de récolte, que ce soit R1 ou R2, possédait déja une variabilité représentative des blés tendres cultivés
en France.
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3. PEUT-ON MESURER LES ARABINOXYLANES SOLUBLES DIRECTEMENT SUR GRAIN POUR
PREDIRE L’ABSORPTION D’EAU DE LA FARINE ?

Les sections précédentes ont montré I'impact significatif des arabinoxylanes solubles sur I'absorption d’eau (WA)
des farines. L’analyse des arabinoxylanes solubles a été réalisée sur farine blanche et I’évaluation de leur quantité
directement sur grain entier, en évitant I'étape de mouture, pourrait faciliter I'utilisation de ce paramétre comme
critére de qualité du blé.

Dans les grains, les arabinoxylanes solubles sont localisés exclusivement dans I'albumen amylacé, composant
principal de la farine blanche. Par conséquent, il semble possible de les analyser directement a partir du grain de
blé entier, leur quantité devant vraisemblablement étre identique a celle de I'aloumen. Les travaux de Torok et al.
(2019) tendent a confirmer cette hypothése, montrant de bonnes corrélations entre la quantité d’arabinoxylanes
solubles mesurée dans les farines complétes et celle mesurée dans les farines blanches (R?=0.81 sur 41
échantillons et trois années de récoltes différentes).

Le méme raisonnement ne peut s’appliquer a I'’étude des arabinoxylanes totaux ou insolubles car ceux-ci sont
présents non seulement dans I'aloumen mais aussi en grande quantité dans les enveloppes externes du grain (cf
chapitre |, section 1.4.1). Cependant, au vu de nos résultats concernant la prédiction de WA, l'intérét d’étudier la
variabilité naturelle des insolubles semble moins pertinente que celle des solubles. Se concentrer directement sur
les grains pour obtenir des informations relatives aux AX solubles a donc été envisagé.

L'étude des arabinoxylanes directement sur grain présente également des avantages par rapport a I'analyse sur
farine, notamment en termes de co(t et de temps. En effet, I'étude des arabinoxylanes directement a partir des
grains de blé permettrait d’éviter I'étape intermédiaire de fabrication des farines et ainsi accélérer I’obtention des
variables biochimiques pour prédire WA.

Enfin, cette démarche présente également une dimension de recherche fondamentale importante : elle permet
de vérifier si les arabinoxylanes solubles étudiés directement sur les grains entiers sont équivalents en quantité et
qualité a ceux étudiés sur farine blanche, ou qu'ils présentent une relation linéaire comparable. Cette comparaison
est cruciale pour valider la pertinence des résultats obtenus a partir des grains et pour assurer que les conclusions
tirées sont directement applicables.

Dans le cadre du projet ANR, les grains de blé étaient a disposition des partenaires du projet.

3.1. MATERIELS ET METHODES : CARACTERISATION DES ARABINOXYLANES SUR GRAIN

3.1.1. PREPARATION DU MATERIEL

Cette expérience a été réalisée sur la 1° campagne de récolte Evagrain R1 a partir des 150 lots de blés provenant
des années de récoltes 2021 et 2022. Les grains sont préalablement broyés avec un broyeur a couteaux (IKA, Tube
Mill 100 control) par lot de 10 g (4 fois 30 secondes, a 12000 rpm).

Un matériel insoluble a I'alcool (MIA) a été réalisé a partir de ce broyat afin de stabiliser le résidu selon le méme
protocole que pour les farines (cf section 3.3.1 du chapitre || Matériels et Méthodes).
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3.1.2. ANALYSE DES POLYSACCHARIDES

Le dosage des oses neutres de la fraction soluble comporte les mémes étapes d’extraction, d’hydrolyse acide, de
dérivation chimique et d’analyse par chromatographie en phase gazeuse réalisées sur farines et décrites dans la
section 3.3.1 du chapitre Il Matériels et Méthodes. Ce dosage permet d’obtenir la quantité d’arabinoxylanes
solubles, le rapport Arabinose sur Xylose des solubles ainsi que le glucose soluble a partir des grains broyés.

La caractérisation physicochimique des AX solubles par HPSEC-RALS-LALS est également la méme que pour les
farines et décrite dans la section 3.3.1 du chapitre Il Matériels et Méthodes. Elle permet de mesurer ainsi la
concentration, la viscosité intrinseque et la viscosité spécifique des arabinoxylanes solubles provenant des grains

broyés.

3.2. RESULTATS

3.2.1. COMPARAISON QUANTITATIVE DES ARABINOXYLANES SOLUBLES DU GRAIN ENTIER ET DE LA
FARINE BLANCHE

La Figure 24 présente une comparaison des résultats entre les oses neutres constitutifs des arabinoxylanes
solubles, mesurés a partir du grain et a partir de la farine. La corrélation entre les quantités de WEAX est faible
(R?=0,36), particulierement pour les valeurs supérieures a 0,7 g/100g (Figure 24.A). En revanche, la relation entre
les rapports arabinose sur xylose est nettement meilleure avec un R? de 0,73 (Figure 24.B). Le nuage de point est
relativement compact, a I'exception de 3 points, sans lesquels le R? atteindrait 0,80. Ces points, vraiment a part,
pourraient présenter des écarts de mesures provenant soit du grain soit de la farine.
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Figure 24 : Comparaison des résultats entre les oses neutres constitutifs des WEAX a partir des grains et a partir des farines. A) Comparaison
des quantités de soluble WEAX ; B) comparaison du ratio Arabinose sur Xylose des solubles Ratio_A/X

La faible corrélation entre WEAX.Farine et WEAX.Grain pourrait s’expliquer par le broyage intensif des grains
(broyage a couteau) pour leur analyse. De plus, ce broyage pourrait affecter les arabinoxylanes insolubles présents
dans les grains, les rendant partiellement solubles conduisant ainsi a une surestimation des WEAX a partir des
grains, comme le suggére la Figure 24.A. Il est intéressant de noter que le broyage semble avoir moins d’impact
sur le rapport A/X des solubles mesurés sur grains, qui reste proche du résultat obtenu sur les farines. Cette
observation pourrait s’expliquer par le fait que les mémes structures d’AX sont extraites entre le grain et la farine
et/ou par la corrélation généralement élevée entre le rapport A/X des solubles et celui des insolubles (R?=0,82 sur
la campagne de récolte R1).

En conséquence, bien que le rapport A/X puisse étre déterminé a partir du grain, la faible corrélation entre les
quantités de solubles mesurées dans le grain et celles mesurées dans la farine indique qu’il n’est pas possible de
substituer I'analyse des solubles sur farine par celle sur grain broyé dans les conditions testées. Cette conclusion
est d'autant plus pertinente que les résultats précédemment évoqués dans ce manuscrit soulignent davantage
I'importance de quantifier les WEAX plutét que de se concentrer sur le rapport A/X.WE.
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3.2.2. COMPARAISON PHYSICO-CHIMIQUE DES ARABINOXYLANES SOLUBLES DU GRAIN ET DE LA FARINE

Les analyses physicochimiques de WEAX extraits a partir des grains broyés ont été effectuées pour un nombre
limité d’échantillons en raison de contraintes de co(t et de temps. Ainsi, 17 échantillons ont été sélectionnés sur
la base des valeurs contrastées en WEAX. La Figure 25 illustre la comparaison des résultats physico-chimiques des
solubles mesurés a partir du grain broyé et de la farine. La relation entre les viscosités intrinseques des WEAX
présente un R? de 0,56, tandis que celle entre les viscosités spécifiques des WEAX montre un meilleur résultat
avec un R? de 0,68. Il semblerait que les informations au niveau physico-chimique soient mieux corrélées que les
mesures quantitatives. D’ailleurs, le R? entre la concentration mesurée en HPSEC des solubles sur grain (WEAXHesec)
par rapport @ WEAXwpsec sur farine est de 0,43, Iégerement supérieure a celui obtenu avec la méthode de dosage
des AX par chromatographie en phase gazeuse. Dans le cas des mesures physico-chimiques, la viscosité intrinseque
des WEAX et la viscosité spécifique associée aux WEAX tendent a étre plus faibles sur grains que sur farine. En
supposant que la plus forte quantité de WEAX solubles mesurée sur grain est liée a une solubilisation partielle des
AX insolubles, cette diminution de la viscosité intrinséque et spécifique suggére que de courtes chaines d’AX sont
préférentiellement solubilisées.
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Figure 25 : Comparaison des résultats physico-chimiques (HPSEC-RALS-LALS) a partir des grains broyés ou a partir des farines. Comparaison des
viscosités intrinséques IV.AX & gauche et des viscosités spécifiques SV.AX 3 droite

3.3. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

En conclusion, les mesures des variables relatives aux arabinoxylanes solubles effectuées directement sur les
grains ne montrent pas de corrélations exploitables pour évaluer les teneurs et les propriétés physico-chimiques
des WEAX dans la farine blanche, a I'exception du rapport arabinose/xylose. Ce résultat contraste avec ceux Torok
et al. (2019), probablement en raison de leur utilisation de farines complétes obtenues a partir d’'un moulin
expérimental. Dans notre étude, le broyage au couteau pourrait avoir été trop intense, entrainant la rupture des
chaines d’AX insolubles et favorisant ainsi la solubilisation de chaines d’AX a faible degré de polymérisation. Il serait
donc pertinent d’entreprendre de nouveaux essais en explorant différents types de broyage, tout en veillant a
maintenir une efficacité suffisante pour broyer finement I'albumen.
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CHAPITRE IV :
EXPLORATION DE LA VARIABILITE NATURELLE DES COMPOSANTS MINEURS ET
SON IMPACT SUR LE COMPORTEMENT DES PATES

Protéines

Amidon

Qualité
technologique

Composition Propriétés

Lipides

Pentosanes
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Le chapitre précédent a démontré I'impact significatif des arabinoxylanes solubles sur I'absorption d’eau,
soulignant ainsi leur importance en panification. Sachant que |'absorption d’eau est étroitement liée au
comportement de la pate, ce nouveau chapitre (proposition d’article soumis pour publication dans Journal of
Cereal Science) explore I'impact indirect des arabinoxylanes solubles sur le comportement de la pate. L'impact des
composants minoritaires de la farine sur le comportement des pates est également évalué, indépendamment de
leur effet sur I'absorption d’eau.

1. RESUME DE L’ARTICLE

Cet article examine les relations complexes entre les caractéristiques compositionnelles de la farine de blé et le
comportement de la pate. A partir d'un ensemble de données issues des 290 échantillons de blé du projet ANR
Evagrain (récoltes 2020, 2021 et 2022), I'étude vise a identifier les facteurs clés influencant la qualité de la pate
au travers d’une approche statistique basée sur I'utilisation de régressions linéaires. Cette approche, similaire a
celle présentée dans le chapitre précédent, intégre un processus de sélection de modeles fondé sur le Bayesian
Information Criterion (BIC) et le Variance Inflation Factor (VIF), pour identifier les variables avec la plus grande
significativité statistique parmi les critéres étudiés et interprétables. Les critéres de qualité de la pate analysés
incluent l'indice d'élasticité (le), la force boulangere (W), la ténacité (P)—tous trois relatifs aux mesures issus de
I'alvéographe—ainsi que I'allongement de la pate (DE), mesuré lors du test de panification.

Cette étude met particulierement l'accent sur le role de I'ensemble des composants de la farine, qu’ils soient
majoritaires tels que les protéines et I'amidon, ou minoritaires, tels que les lipides et les arabinoxylanes. L'impact
sur 'absorption d’eau, mis en évidence précédemment (Chapitre Ill, (Rezette et al., 2025)) de la teneur en
protéines (Prot), de 'amidon endommagé mesuré par absorption d’iode (SD), de I'amidon soluble (SS) et de la
viscosité intrinséque des arabinoxylanes solubles (SV.AX), est également pris en compte, pour dissocier leur
influence directe sur le comportement de la pate, de celle indirecte via I'absorption d’eau.

L'analyse révele que l'absorption d'eau influence significativement certains criteres de qualité comme W et P,
tandis que le et DE sont principalement déterminés par les variables liées aux protéines/gluten. Il apparait
également que les arabinoxylanes solubles affectent significativement tous les criteres de qualité étudiés, et que
les lipides affectent notablement W et DE. L'étude met également en évidence une dépendance significative entre
I'indice d'élasticité (le) et I'allongement de la pate (DE).

Enfin, cette étude souligne I'importance de prendre en compte la composition des farines de blé pour prédire le
comportement de la pate, surtout dans un contexte de changements climatiques et a face des exigences de qualité
croissantes pour les produits de boulangerie.

2. ARTICLE
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Laura Rezette?, Luc Saulnier!, Marie-Héléne Morel3, Benoit Méléard®* Sophie Le Gall*?, Kamal Kansou?
'INRAE, UR 1268, Biopolymers, Interactions & Assemblies (BIA), F-44316 Nantes, France
2INRAE, PROBE Research Infrastructure, BIBS Facility, F-44316 Nantes, France

3UMR 1208 IATE, Univ Montpellier, INRAE, L'Institut-Agro Montpellier, F-34060 Montpellier, France
4ARVALIS - Institut du Végétal, 91720 Boigneville, France

Keywords
Wheat, technological quality, dough behaviour, alveograph, dough elongation, elasticity index, bread-

making, lipids, arabinoxylans (AX), damaged starch, multi-factorial analysis.

Abstract

A number of quality criteria describe the dough behaviour of bread wheat, however their determinants
and interpretation in the context of bread-making are still unclear. This study makes use of the
characterisations of 290 wheat bread flour samples grown in France to address this issue using statistical
modelling. The quality criteria include Elasticity Index (le), baking strength (W), tenacity (P), extensibility
(L), and tenacity to extensibility ratio (P/L) and the Dough Elongation at shaping (DE), an additional
measurement from the bread-making test. Characterisation of the wheat grain composition is rather
exhaustive with measurements related to proteins, starch, lipids, and arabinoxylans. A model selection
approach based on the Bayesian Information Criterion (BIC) and the Variance Inflation Factor (VIF) has
been applied to identify determinants of the quality criteria, by taking in account their role in water
absorption. Thus, water absorption influences significantly W and P, but not le and DE, which are more
strongly determined by gluten-related variables. This study reveals that arabinoxylans influence all the
quality criteria, while lipids have a significant effect on W and DE. Finally, our results reveal a significant

dependency between le and the dough elongation in real bread-making conditions.
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Abbreviations:

AX: Arabinoxylans

A/X.TOT: Arabinose on Xylose ratio from Total Arabinoxylans
AXTQOT: Total Arabinoxylans

A/X.WE: Arabinose on Xylose ratio from Water-Extractable Arabinoxylans
A/X.TOT: Arabinose on Xylose ratio from Total Arabinoxylans
BIC: Bayesian Information Criterion

C16.TOT: Total palmitic acid C16 content

C18.TOT: Total stearic acid C18 content

C181n7.TOT: Total vaccenic acid C18:1n-7 content
C181n9.TOT: Total oleic acid C18:1n-9 content

C182n6.TOT: Total linoleic acid C18:2n-6 content
C183n3.TOT: Total alpha-linolenic acid C183n-3 content
CV%: Coefficient of Correlation

DE: Dough Elongation at shaping

IE: Elasticity Index

Gli: Gliadin content

GluS: Soluble Glutenin content

Glul: Insoluble Glutenin content

IV.AX: Intrinsic Viscosity of Water-Extractable Arabinoxylans
L: Extensibility

MOI: Model of Interest

P: Tenacity

Prot: Protein content

SS: Soluble Starch

SD: Damaged Starch measured with SD-Matic (iodine absorption)
SV.AX: Specific Viscosity of Water-Extractable Arabinoxylans
VIF: Variance Inflection Factor

W: Baking Strength

WA: Water Absorption

WAM: Predicted Water Absorption with Prot, SS, SD and SV.AX
WEAX: Water-Extractable Arabinoxylans

WUAX: Water-Unextractable Arabinoxylans
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1. Introduction

Crop production is going through major transitions due to climate change and growing demand for
organic, local or clean-label products (Feil & Stamp, 1993 ; Le Gouis et al., 2020). These changes have
led wheat producers to diversify cultivars and reduce soil inputs, impacting the quality of bread wheat
grains for the milling and baking industries (Marion & Saulnier, 2020 ; Zahra et al., 2023). Furthermore,
the production conditions of the baking industries in Europe are also more constrained, which limit the
use of additives to mitigate the impact of flour variability. This context demands a fine understanding of
the wheat quality, particularly how grain and flour compositions can affect dough behaviour during the

manufacturing process.

In many countries, at each harvest, a series of tests are conducted to characterise and evaluate the
overall soft wheat grain and flour quality for the baking sector. Protein content is a primary factor of
bread wheat quality worldwide, and other key wheat quality criteria include typically the Hagberg Falling
Number (HFN), which indicates potential sprout damage, grain hardness, indicative of damaged starch
content and particle size and specific weight, which informs on flour yield. Other popular quality criteria
are outputs from instruments such as the Farinograph© (Brabender) and the Alveograph© (Chopin).
The Farinograph provides widely used information about the flour water absorption (WA), The
Alveograph measures the extension properties of the dough from a bubble inflation test (Dobraszcyk &
Robert, 1994). Extensibility L, Tenacity P, Baking Strength W, and Elasticity Index le are criteria derived
from the resulting curve. These criteria are commonly used in the baking industry to envision the dough
behaviour at the manufacturing process and subsequently to make adjustments in term of product
composition ex ante. In the French context, the bread-making test (NF-V03-716) is generally performed
in addition to the available technological measurements. This test primarily relies on a sensory
evaluation of physical criteria of the dough. The Bread Volume (BV) is a widely recognized quantitative
quality indicator derived from this test. However, accurately predicting BV has proven challenging (Selga
etal., 2024). Consequently, it is worthwhile to explore other quality indicators from this test, particularly
dough elongation or dough stretching during shaping (DE). DE can be quantitatively measured and has
emerged as one of the most informative indicators of the bread-making evaluation in a previous work

(Munch et al., 2024).

The technological variables measured by the Alveograph provide valuable insights into how protein
content, or more precisely the gluten network, influences dough behaviour (Popa et al., 2009 ; Rasper
et al.,, 1986 ; Yousaf et al.,, 2019). Preston et al. (1987) demonstrated that flours with a higher
concentration of damaged starch have higher alveograph curves indicating firmer doughs but also

narrower curves resulting in globally greatest areas with high W and P/L values. However, few studies
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have detailed the influences of other flour constituents, especially minor ones such as lipids and
arabinoxylans (AX). Although these minor components have been shown to influence bread quality
(Marion & Saulnier, 2020) their role remains largely unexplored in this context. In a previous study, using
multiple linear regression through a model selection procedure from a subset of 144 wheat samples,
we highlighted the significant impact of the specific viscosity from water-extractable arabinoxylans on
WA (Rezette et al., 2025) along with other variables related to proteins and damaged starch. Since WA
is known to affect dough behaviour (Preston et al., 1987), it suggest that flour minor influence key
parameters controlling the dough behaviour. It is still unclear if minor components could affect dough
behaviour at their natural variation, and how significant their impact is in practice for monitoring the
wheat harvest quality. In this article, we aim to test the hypothesis that minor flour components can
significantly impact dough behaviour at least through their influence on water absorption, using the

model found in our previous work.

Furthermore, the shaping operation contributes significantly to the final state of the dough. However,
attempt to model this process have encountered challenges due to the complex viscoelastic behaviour
of the dough (Della Valle et al., 2014). Like the Bread Volume (BV), Dough Elongation at shaping (DE)
have been measured in real bread-making conditions during the bread-making test. Both DE and BV
serve as direct quality indicators, distinguishing them from technological variables. This is why it would

be interesting to study DE and see what impact major and minor components have on it.

The objective of this study is to explore the relationships between wheat components and dough
behaviour from the analysis of bread wheat grains, focusing on the impact of both major and minor
flour components. To achieve this, 290 bread wheat samples harvested in 2020, 2021 and 2022 were
analysed. These samples were characterised for their dough behaviour using alveograph parameters
(W, P, L, P/L, le) and DE measured during the bread-making test. Additionally, the detailed composition
of these samples, including proteins, starch, lipids and arabinoxylans, was also evaluated. A statistical
method based on the selection of multiple linear regression models using the Bayesian Information
Criterium score (BIC) and the Variance Inflation Factor (VIF) was used to identify key factors influencing
the dough behaviour. The goal of this method is to provide a set of composition factors most susceptible

to explain the variability of the dough behaviour in relation with wheat grain quality.
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2. Materials and methods

2.1. PLANT MATERIAL

Two hundred and ninety (290) samples harvested over three years (2020, 2021 and 2022),
corresponding to 99 cultivars of T.aestivum wheat and involving 39 growing locations across France
were supplied by Arvalis, Limagrain and Axiane Meunerie. Of the 290 samples, 150 collected in 2020
and in 2021 have been already described in Rezette et al. (2025). Each sample is at first classified
according to its usage: Among the wheat samples, 191 were classified for bread-making application
(WBM), 17 for biscuit applications (WB), 63 as improver for bread-making application (WI), and 19 for
other usages (WOU).

The grains were milled into white flour with an experimental mill (MCKA, Bulher, Switzerland) in batches

of 10 kg before being stored for 20 days at room temperature and frozen at -20°C until analysis.

2.2.FLOUR AND DOUGH CHARACTERISATION

A wide range of grain, flour and dough analyses were performed on the collection to characterised the

wheat quality, and all data are available on a data paper (Munch et al, 2025, submitted).

The technological variables encompassed the flour water absorption (WA) measured by the Mixolab
(Chopin Technologies, France; ISO 5530-1:1997), the Alveograph parameters Tenacity (P), Extensibility
(L), Tenacity to Extensibility ratio (P/L), Work (W) and Elasticity Index (le) (Chopin Technologies, France;
NF EN ISO 27971). The bread quality variables encompassed the bread volume (BV) and Dough
elongation at shaping (DE). The BV is directly measure during the Baking test (NF-V03-716), while DE is
evaluated according to a rating grid comprising 7 levels during the bread-making test; however, in this
study it was quantitatively measured as the dough’s length in centimetres after shaping. This work
focuses exclusively on the analysis of DE, while the sensory data is analysed elsewhere (Munch et al,,

2024).

Flour classical characterisation were made including the Damaged Starch (SD) measured by SDmatic

(Chopin, France, ISO 17715 :2015)

Advanced characterisation of flour composition was also carried out according to methods described in
detail by Rezette et al. (2025) and Munch et al. (2025, submitted). The composition variables, in addition

to SD, were constituted of the following measurements.

For polysaccharide characterization, Total Arabinoxylan content (TOTAX), Water-Extractable

Arabinoxylan content (WEAX), Arabinose to Xylose ratio for total Arabinoxylans (A/X.TOT), Arabinose to
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Xylose ratio for Water-Extractable Arabinoxylans (A/X.WE), and Soluble Starch (SS) were measured.
These measurements were conducted following acid hydrolysis and acetate alditol conversion, with
guantification of individual neutral oses by GLC based on the method of Englyst & Cummings (1988).
For each of these variables, the average of three replicates was determined per sample. The specific
Viscosity of water-extractable Arabinoxylans (SV.AX) and the Intrinsic Viscosity of the water-extractable
Arabinoxylans (IV.AX), representing the physico-chemical traits of the soluble fraction, were measured
by HPSEC-RALS-LALS as described by Dervilly et al. (2000). To ensure repeatability of HPSEC
measurements, a reference sample was analysed 4-5 times, confirming a coefficient of variation (CV) of

less than 5%.

Flour protein composition was determined from the high-performance size exclusion chromatography
(HPLC Alliance, Waters) analysis of two sequential extractions as described in Morel et al., (2000) and
Rezette et al. (2025) . The chromatogram of the first extract was divided into five fractions of decreasing
molecular weight ranges. Fraction F1 and F2 were assigned to the Soluble Glutenin content (GluS), while
F3 and F4 were assigned to gamma, beta and alpha Gliadin content (Gli). The total area of the second
extract chromatogram allowed to obtain the Insoluble glutenin content (Glul). Due to the large number
of samples and the time required for analysis, single analyses were performed. To ensure repeatability
and reliability, 10 samples picked at random were repeatedly analysed 3 to 4 times confirming that the

measurements had a coefficient of variation (CV) of less than 5%.

Finally, for lipid characterization, total palmitic acid C16 content (C16.TOT), total stearic acid C18
content (C18.TOT), total vaccenic acid C18:1n-7 content C18:1n-7 (C181n7.TOT), total oleic acid C18:1n-
9 content (C181n9.TOT), total linoleic acid C18:2n-6 content (C182n6.TOT) and total alpha-linolenic acid
C183n-3 content (C183n3.TOT) were measured after acid hydrolysis and transmethylation with
quantification of fatty acids by GLC based on Welch (1977) method. For each of these variables, the

average of three replicates was determined per sample.

All contents are expressed in g per 100g of flour (wb). Units are given in S1.

2.3. DATA TREATMENT FOR ALVEOGRAPH VARIABLES AND QUALITY INDICATORS PREDICTION

Out of the initial 290 wheat samples, eight were excluded of the modelling due to missing data or

values, resulting in a total of 282 samples for the analysis.

For this analysis, the variables to explain are the technological variables from Alveograph measurements

and the bread quality variables (DE and BV), and the explanatory variables are the composition variables.
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A model previously made on 144 wheat samples to predict WA (Rezette et al., 2025) was used in this
study. This model was made of 4 composition variables, Prot, SS, SD and SV-AX, and the predicted
variable, denoted WAM, was integrated in the analysis rather than WA, to take in account the relative
effect of the water absorption explained by the wheat composition. WAM isolate then the contribution
of these specific composition variables and highlights their effect through water absorption. WAM

values were computed as follows:
WAM = 0.99 % Prot + 0.96 * SS + 0.27 * SD + 5.8 x 1073 * SV.AX + 36.3 (1)
With Prot and SS in g/100g, SD in UCDc and SV.AX in mV-mL.

The model selection procedure described in Rezette et al. (2025) was used. This procedure consisted in
selecting the regression model that obtains the best trade-off between a minimum number of variables
and the best predictive performance. This procedure relies on two statistics: the Bayesian information
Criterion (BIC) test to select the most effective model for a given number of variables, and the Variance
Inflection Factor (VIF) to exclude models with highly correlated explanatory variables. In this study, the
procedure has been adapted to favour regression models that capture highly significant relative effects
of explanatory variables, which is why a p-value threshold of less than 0.001 was chosen. In practice,
models with higher BIC scores, although potentially more predictive, tend to be complex with our
dataset, involving many statistically significant variables that are challenging to interpret. Conversely,
model with lower BIC scores, while possibly less predictive, are generally simpler and feature fewer
variables, making them more robust and easier to interpret. In addition, the robustness of a variable is
also indicated by its frequency of occurrence across the different models proposed by the BIC test. In
that respect, to favour interpretability and robustness over pure predictive performance, a model with
fewer variables is sometimes preferred over one with a best BIC score. The model that offers the best
compromise between performance and interpretability is labelled a Model Of Interest (MOI), adhering

to Occam’s razor, which favours simplicity and minimal complexity.

Statistical analyses were performed with R v4.1.3. The Bayesian information Criterion (BIC) test was
assessed using the regsubset function from the leap R package and the Variance Inflection Factor (VIF)

was calculated using the vif function from the car R package.

The predictive performance was assessed with a repeated K-fold cross validation with the same
procedure as described in Rezette et al. (2025) with 10-fold cross validation and 3 repetitions to obtain

the R?%qy.
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3. Results

3.1. SAMPLING VARIABILITY

The dataset ranges of values for the composition variables are summarized in Supplementary data S1

and for the quality criteria in Table 1.

Table 1. Summary of dough behaviour characteristics from the 282 samples

WA P L P/L le W DE BV
Unit % mm mm / % 104 cm cm
Min-Max 50.3-63.9 22-143 41-181 0.13-2.75 25-73 67 —546 20-44 940 - 2080
Mean 56.2 74 99 0.84 54 234 30 1640
CV (%) 4.6 28.5 28.5 50.1 15.8 37.6 12.8 13.8

WA: Water Absorption; P: Tenacity, L: Extensibility, P/L: Tenacity to extensibility ratio P/L, W: Bakery strength, le: Elasticity
index, DE: Dough Elongation at shaping; BV: Bread Volume

The min-max ranges for tenacity P (22 -143 mm) and for the tenacity to extensibility ration P/L (0.13 —
2.74) are lower and narrower than the ones reported in Yousaf et al. (2019) (54 — 218 mm and 0.55 —
5.45 respectively for 36 samples) but align closely with the ranges obtained by Jgdal & Larsen, (2021)
(26 — 110 mm for P and 0.15 — 2.28 for P/L), on 532 Alveograph curves from different flour qualities
and/or dough compositions. The range for extensibility L (41 — 181 mm) is close to the values reported
in Yousaf et al. (2019) (34 — 190 mm) and in Jgdal & Larsen (2021) (29 — 207 mm). Finally the min-max
ranges for the elasticity index le (20 — 73%) and the baking strength W (67 — 546 .10J) are rather large
compared to those reported in Jgdal & Larsen (2021) (31.1 - 61.5% and 62 — 352.10*) respectively) and
in Yousaf et al. (2019) results (42 — 77 and 93 — 437 .10 respectively). The CV of le (15.8%) is much
lower than that of P/L (50%), as observed by (Kitissou, 1995). CV of le is also much lower than that of P
and L (28.5% for both) or W (37.8%), but in the same range as DE (12.8%). To our knowledge, values for
DE have never been reported in the domain literature. The range for WA (50.3 — 63.9 %) is lower
compared with the on reported by Sapirstein et a/.(2018) (53.9 — 65.5 % for 78 samples). Given that P
is generally affected by the water absorption (Preston et al., 1987) the low values of P in our dataset is

consistent with the rather low values of WA.

As indicated earlier, wheat samples are classified according to their usage. Fig.1 exhibit the distribution
of the 282 samples on a PCA graph made on the same variables presented on Table 1. As it can be seen,
wheats for biscuit applications (WB) typically exhibit lower values in WA, P, W and P/L and higher values
in DE. In contrast, wheat “improvers” (WI) generally show lower DE values and higher values in W, |E

and WA. Among these technological variables and quality indicators, L is the least effective in

148


Laura Rezette
148


Article: Do minor components of wheat flour influence dough behaviour?

distinguishing between wheat sample types. While L is generally associated to the dough extensibility,

Fig.1 does not reflect any relationship between L and DE.

Wheat classification
@] ws

@] wBM
wi
Wwou

Fig. 1. Principal Component Analysis (PCA) made on the six technological variables and two quality indicators from
282 samples and coloured by classification.

WB: Wheat for Biscuit applications; WBM: Wheat for Bread-Making applications; WI: Wheat used as Improvers for bread-making; WOU:
Wheat for Other Usages

WA: Water Absorption; P: Tenacity; L: Extensibility; P/L: Tenacity to extensibility ratio P/L; W: Bakery strength; le: Elasticity index; DE: Dough
Elongation at shaping; BV: Bread Volume

3.2. WHEAT DETERMINANTS OF THE DOUGH BEHAVIOUR

3.2.1. Exploring correlations in the dataset

A clustermap obtained from the correlation matrix with all variables of the dataset is provided in the
supplementary data (S2). Given the size of the dataset, even a weak correlation of r=0.20 is highly

significant (p-value < 0.001).

The cluster (a) on the right of the map contains WA and WAM with related variables (e.g. SS, Prot) as
well as alveograph variables (except for L and P/L). P and W are highly correlated with WA (r=0.76 and
0.75 respectively), confirming literature data (Jgdal & Larsen, 2021 ; Konopka et al., 2004 ; Preston et
al., 1987), while le is more closely correlated with proteins-related variables: Prot, Gli and Glul. The
Insoluble Glutenin content (Glul) correlates with W (r=0.85), le (r=0.87), and to a lesser extent with P
(r=0.50). Protein content (Prot) and Gliadin content (Gli) correlate well with W (r=0.81 and 0.74
respectively) and le (r=0.78 and 0.69 respectively). The overall correlations between proteins and
alveograph variables were expected, considering previous investigations (Baudouin, 2023 ; Branlard et
al., 2008 ; Jgdal & Larsen, 2021 ; Kitissou, 1995 ; Konopka et al., 2004 ; Popa et al., 2009 ; Rasper et al.,

1986 ; Yousaf et al., 2019). However, damaged starch also exhibit correlations with the alveograph
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criteria: P correlated with SD (r=0.51) and with soluble starch (SS) (r=0.49), confirming previous
observations about the influence of damaged starch on alveograph curves (Dexter et al., 1994).
Interestingly, Dough elongation (DE) is strongly correlated with le (r=-0.86) and in a lesser extent to W
(r=0.77). DE also shows strong correlations with protein-related variables, such as Prot (r=-0.64) and

Glul (r=-0.79).

The second cluster (b) includes three subgroups of correlated variables with all lipid-related variables
except C18.TOT, two arabinoxylan-related variables A/X.WE and A/X.TOT, and L and GluS. A part from
GluS (r=0.6), L appears to be much less related to the composition variables than the other alveograph

criteria previously cited.

The third cluster (c) encompasses variables which are on average less correlated to each other or

present various correlation profiles, such as BV, P/L, SD, IV.AX and C18.TOT.

Concerning arabinoxylans, no significant correlation is observed with technological variables or the
other quality indicators investigated. However, lipids in general, and in particular the total lineoleic acid
C18:2n-6 content (C182n6.TOT) are correlated with both W (r=0.52) and le (r=0.53); unfortunately this
group of variable is also correlated with Prot (r=0.61 with C18:2n-6.TOT) which likely hinders the analysis

of their relative effect on the dough behaviour.

Finally, WAM also shows correlations with dough variables, especially with P (R=0.73) and W (R=0.76)
and to a lesser extent with DE (R=-0.47) and le (R=0.50). As WAM is modelled by Prot, SS, SD and SV.AX,
this result shows the indirect impact of these four composition variables on the same dough behaviour
variables through their effect on flour water absorption.

The correlations matrix highlights that the composition data exhibit significant multicollinearity. For this

reason, it was decided to take this aspect into account when selecting the regression models.
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3.2.2. Identifying significant variables impacting dough behaviour by multiple linear regression

Multiple linear regression was employed to identify the significant determinants of dough behaviour
variables: le, W, P, and DE amongst a set of wheat composition variables: proteins (Prot, Glul, GlusS, Gli),
damaged starch (SD, SS), arabinoxylans (WEAX, AXTOT, A/X.WE, A/X.TOT, SV.AX, IV.AX), lipids (C16.TOT,
C18.TOT, C181n1n7.TOT, C181n9.TOT, C182n6.TOT, C183n3.TOT). In addition, to capture the relative
effects of Prot, SS, SD, and SV.AX on water absorption, a modeled WA (WAM), computed from Eg.1, has
been used as an explanatory variable. The model selection was first based on the BIC score and further
refined using the VIF to exclude the models with collinear terms (S3). The candidate models of each
quality criterion are presented in table 2. The variables are standardised, allowing the coefficients to

reflect the relative importance of each variable on the response variable.

Modelling results for L and for P/L being particularly poor (R? < 0.5), they are not reported in Table 2 but
results are available in S4. Results for BV are even worse and are not shown at all. Table2.A, 2.8, 2.C and
2D report in first rows, the best simple linear regression models for the le, W, P and DE respectively,
which is given by the highest linear correlation coefficient (S2): Glul for le (M-legiu), W (M-Wg,) and DE
(M-DEgu), and WAM for P (M-Pwanm). Coefficients and statistics of the other selected models are then
listed according to the BIC score, from the simplest models to the most complexed models. The Model
Of Interest (MOI), that presents the best trade-off between prediction performance and interpretability

is highlighted in grey.

For le (Table2.A), the MOI is M-les with a Ry of 0.81, composed of four variables. Regarding the
standardized coefficients, by order of importance, M-les is composed of one variable related to proteins
(Glul), two related to damaged starch (SD and SS), and one related to arabinoxylans (A/X.TOT). The
amount of Insoluble Glutenin (Glul) remains the primary compositional characteristic impacting le
variation, which confirms previous findings of Baudouin, (2023). However, damaged starch also plays a
significant role. There is a balance between SD and SS, as they have opposite signs, but SD has almost
twice the impact of SS and taking globally, damaged starch impact is then negative. This confirms
Kitissou, (1995) statements that excessive starch damages leads to a reduction in the dough’s elastic

strength.

For W (Table2.B), the MOI (M-W3) with a R%y of 0.80, was composed of three explanatory variables:
one related to proteins composition (Glul), one related to lipids (C18.TOT), and WAM. Similar to le, Glul
is the most important variable for predicting W. However, unlike for le, damaged starch variables have
a significant positive impact on W alongside Prot, and SV.AX due to their role in water absorption (as
shown by WAM in M-W3). This confirms the observations of Preston et al. (1987) regarding the influence

of damaged starch on W.
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For P (Table2.C), the MOI (M-P,) with a R%y of 0.64, was composed of three explanatory variables,
including WAM, whose relative effect is particularly high as reflected by the high coefficient in absolute
terms (0.85) compared to other variables (less than 0.33). WAM appears to be the most influencing
variable on P, followed by a protein-related variable (GluS) and then an arabinoxylan-related variable
(AXTOT), confirming results from the literature (Alava et al., 2007 ; Branlard et al., 2008 ; Preston et al.,
1987).

For DE (Table2.D), the MOI (M-DEs) reaches a R%cy of 0.68 and was composed of five variables. By order
of importance there is two variables related to protein composition (Glul and GluS), two related to lipids

(C18.TOT and C181n9.TOT) and one related to arabinoxylans (IV.AX).
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Table 2. Summary of models retained after: Bayesian Information Criterion (BIC) and Variance Inflection Factor (VIF) tests for A) le, B) W, C) P and D) DE. Variables were
standardised for each linear regression model and their corresponding coefficients are indicated. Terms in the models considered not significant (p-value > 0.001) are in italic.
Grey-shaded models are the Models Of Interest (MOI). The BIC score indicated is the difference between the BIC from the model and the BIC from the control.

Proteins variables Damaged starch variables Arabinoxylans variable Statistical metric values
A) Glul sD Y A/X.TOT n* R%v BICscore
M-legiul 0.87 1 074 -379.7
M-le1 0.88 -0.20 2 0.78 -423.1
M-lez 0.85 -0.29 0.17 3 0.80 -444.3
M-les 0.83 -0.25 0.14 0.10 4 081 -451.6
Proteins variables Damage starch variables Arabinoxylans variables Lipids variables Predicted variable Statistical metric values
B) Glul Gli SD SS IVAX SV.AX  WEAX C18.TOT C181n9.TOT C182n6.TOT WAM n* RZ%v BICscore
M-Waiui 0.85 1 072 -353.3
M-W1 0.63 0.34 2 078 -420.3
M-W, 0.54 0.13 -0.11 0.11 -0.09 -0.10 0.09 0.31 8 081 -436.8
M-W3 0.64 -0.14 0.38 3 080 -439.1
M-Wa4 0.63 0.29 0.15 0.09 -0.11 0.22 -0.14 7 081 -439.8
M-Ws 0.55 013 -0.08 010 -0.13 0.32 6 081 -442.3
M-Ws 0.57 0.13 -0.12 0.33 4 081 -444.1
M-W>7 0.56 0.18 0.08 -0.13 0.29 5 0381 -445.8
Proteinsvariable  Arabinoxylans variables Predicted variable Statistical metric values *number of variables included in the model.
C) GIuS AXTOT WAM *  Rlcv  BICscore Glul: Insoluble Glutenin content, GluS: Soluble Glutenin Content; Gli Gliadin content; SD:
M-Pomm 073 T o0 Socs Damaged starch mejasured by iodine ébsorption; SS: Soluble Starc.h; 'A/X'.TOTV: Arabinose
on Xylose ratio from Total Arabinoxylan content; IV.AX: Intrinsic viscosity of
M-P. 034 086 2063 2672 arabinoxylans; SV.AX: Specific viscosity of arabinoxylans; WEAX: Water-Extractable
M-P> 033 0.13 0.85 3 064 2741 Arabinoxylans; AXTOT: Total Arabinoxylan content; C18.TOT: Total stearic acid C18
content; C181n9.TOT: Total oleic acid C18:1n-9 content; C182n6.TOT: Total linoleic acid
) . o ) . ) C18:2n-6 content; WAM: Predicted Water Absorption with total protein content (Prot),
D) Arabinoxylans variables Lipids variables Statistical metric values SS, SD and Specific Viscosity of Arabinoxylans (SV.AX); le: Elasticity Index; W: Baking
Glul  GluS IV.AX WEAX C18.TOT C181n9.TOT n* R%v BIC score Strength; P: Tenacity; DE: Dough Elongation at shaping.
M-DEgu  -0.79 1 062 -263.6
M-DE1 -0.85 0.20 2 065 -287.9
M-DE2 -0.82 0.22 -0.13 3 066 -294.5
M-DEs -0.86 0.16 0.17 0.18 4 0.67 -301.3
M-DE4 -0.84 0.18 0.16 -0.07 0.22 -0.13 6 0.69 -306.0
M-DEs -0.85 0.18 0.14 0.21 -0.13 5 068 -307.6




4. DISCUSSION

Fig. 2 summarises all the models retained and presented in the results from Table 2 that have been
successfully modelled by the composition variables. Technological variables are indicated in blue, while
each type of composition variable is shaded in a distinct colour: red for proteins, yellow for damaged

starch and green for minor components (lipids in light green and arabinoxylans in dark green).

A/XTOT |

SS

sD ‘ Y

Prot

SV.AX i

C18.10T

C181n9.TOT

VAX |

Fig. 2. Summary of flour composition impact on dough behaviour parameters (le, P, W and DE) accounting their
effect through Water Absorption (WA). Green and red arrows are for positive and negative effects respectively. The
greater the width of the arrow, the stronger the relationship.

In red, Prot: Protein content; Glul: Insoluble Glutenin content, GIuS: Soluble Glutenin Content;

In yellow, SS: Soluble Starch; SD: Damaged starch measured by iodine absorption;

In green, AXTOT: Total arabinoxylan content; A/X.TOT: Arabinose on Xylose ratio from AXTOT; IV.AX: Intrinsic viscosity of arabinoxylans;
SV.AX: Specific viscosity of arabinoxylans; C18.TOT: Total stearic acid C18 content; C181n9.TOT Total oleic acid C18:1n-9 content;

In light blue, the technological variables, WA: Water Absorption; le: Elasticity Index; W: Baking Strength; P: Tenacity;

In dark blue, the quality indicator DE: Dough Elongation at shaping.
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Gluten /Protein impact

According to (Kitissou, 1995), le is measured when the resistance to deformation is a function of the
internal bonding forces of the components of the dough bubble membrane during inflation in the
alveograph. This could explain why among all the dough behaviour variables, le is the best predicted by
composition variables, reflecting the potential variations in the intensity of their interactions. le is
primarily modelled by the insoluble glutenin content (Glul), and it is well known that this component is
primarily responsible for the dough's elasticity, due to their ability to connect the proteins within the
gluten network through disulphide bridges (Belton, 2012). Dough behaviour in real condition, i.e. at
optimal hydration during the French bread-making test, was evaluated through the Dough Elongation
at shaping (DE). Like le, DE is also mainly explained by Glul. The modelling of DE appears to mirror that
of le, both being described by the same kind of protein-related variables, but with opposite effects:
while Glul negatively impact DE, it positively affects le. W is also greatly explained by Glul, and P is the
only one of the four dough behaviour variables not primarily impacted by proteins. Additionally, unlike
other technological variables and quality indicators, P is more impacted by soluble glutenin (GIuS) rather
than insoluble ones. Only DE is also slightly impacted by GlusS.

Proteins that form the gluten network, represented here by Glul and GluS, undoubtedly have a strong
impact on the quality criteria for dough behaviour, and these impacts are counted in addition to those

of proteins on WA for W and P.

Water absorption impact

It should be noted that Water Absorption (WA) is quite central to the various interactions between the
variables. In modelling the dough behaviour parameters, WAM, modelled by Soluble Starch (SS),
Damaged Starch measured by iodine absorption (SD), Protein content (Prot) and Specific Viscosity from
water-extractable Arabinoxylans (SV.AX), was taken along the composition variables to reflect the
impact of these four parameters on WA. Among all the Alveograph output variables, P is highly
dependent on WAM, and W shows a moderate dependency. Since WA is measured with the farinograph
at constant consistency, it is not so surprising that this value should reflect in some way the firmness

and consistency of a dough, which W and P seek to measure.

As significant effect of WAM in modelling P and W captures the contribution of Prot, SS, SD and SV.AX
on the dough behaviour via the flour water absorption, it can be inferred that Water-Extractable
Arabinoxylans (WEAX) in addition to damaged starch and proteins, influence the dough behaviour. The

impact of proteins and water absorption due to increasing level of damaged starch and bran
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(arabinoxylans) on P, has already been mentioned in the literature (Alava et al., 2007 ; Branlard et al.,

2008 ; Preston et al., 1987).

Contrary to other alveograph variables, le is not modelled by WAM. Even when WAM is replaced by WA
in the analysis (data not shown), water absorption is never identified as a factor explaining le. This
indicates that le remains relatively stable as hydration levels increase and is relatively independent of

WA, making it a fairly unique Alveograph variables. DE, like le, is not impacted by WAM.

Competition for water

Unlike the optimal hydration conditions of the bread-making test, alveograph measurements are
conducted under under-hydrated conditions, specifically at 50% hydration. Consequently, a significant
competition for water among the components is likely to occur in the first case for alveograph variables,
and should be less pronounced or absent under the bread-making test conditions, where DE and BV are

measured.

SS and SD, two variables reflecting the damaged starch, have opposing impact on le: SS exert a negative
effect while SD exert a positive one. It is important to note that damaged starch is always determined
through indirect measurement, and a previous work has shown that both SS and SD influence positively
the water absorption, with both being necessary to accurately predict it (Rezette et al., 2025). In this
present study, it appears that both variables are also essential for providing the best approximation of
the damaged starch role in le prediction. Looking at their standardized coefficients, SD has a more
pronounced impact than SS, indicating that, overall, damaged starch negatively influences le, whereas
Glul has a positive effect. Since WA (or WAM) seems to have no impact on IE, this suggests that damaged
starch and Glul compete for water, impacting the gluten network formation. Contrary to previous
assumptions (Kitissou, 1995), the role of damaged starch in this context appears distinct from a simple
water absorption effect. Despite their similarities from a protein perspective, unlike le, DE is not affected
by damaged starch, suggesting that competition for water is less significant under optimal hydration

conditions.
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Minor components impact outside WA

The present work indicates that, total arabinoxylan content (AXTOT) exerts a small but significant direct
effect on P, in addition to the influence of specific viscosity from water-extractable arabinoxylans (SV.AX)
via WAM. Given the strong correlation between AXTOT and Water-Unextractable Arabinoxylans
(WUAX), this observed effect is likely attributable to WUAX, as demonstrated by Gardfalo et al. (2011).
This suggests that these minor components contribute to dough tenacity, supporting previous works on
fibres (Bonnand-Ducasse et al., 2010 ; Gomez et al., 2003), though the precise mechanisms involved

remain unclear.

By looking at the lipids, total stearic content C18.TOT appears to impact both W and DE in opposing
ways: while it negatively impacts W, it positively impacts DE. The impact on W is minimal compared with
the other variables, but for DE, this impact is certainly not negligible, as it even second Glul. The
significant impact of C18.TOT could be attributed to the modification of the gluten disulphide bridges
by lipids that oxidize during the mixing with air incorporation, leading to changes in the cross-liking of
the gluten network (Nishiyama & Kuninori, 1987). This alteration would likely affects the viscoelastic
properties of gluten, consequently influencing dough behaviour. By modifying the gluten network,
C18.TOT may generally soften the dough, with a loss of strength but a gain in elongation. The negative
contribution of C181n9.TOT to model DE may suggest, however, a balance between fatty acids. Unlike
DE, le is not impacted by lipids, which suggests that the under-hydration conditions for le prevent lipids
from exerting their influence. Additionally, it indicates that lipids have a more substantial role on dough
behaviour during resting and shaping (indicated by DE measurement) were there is time for reactions

such as oxidation, than during stretching (indicated by le measurement).

Modelling DE through alveograph variables

Even if some differences have been highlighted between le and DE modelling, they present great
similarities (i.e. mainly influenced by Glul and not by WAM). Given that, new BIC and VIF tests, as already
done for previous modelling, were conducted to determine whether DE can be explained by le or even
alveograph variables (S4). The resulting MOI, named MA-DE, (table 3.A) shows that DE can be well
explained by le, and in a lesser extent by P, both with a negative sign, and in addition to lipid-related
variables (C18.TOT, C181n9.TOT and C183n3.TOT). This first result is consistent with previous analyses:
alongside lipids, le contributes the impact of Glul on DE and P that of GluS. To go further and really be
sure of the impact of these components and their intermediate impact, following the same principle
applied with WA, equations for predicting alveograph variables from composition variables (M-P,, M-

W3, M-IE3) were used to attempt modelling DE. This was done to investigate whether the impact of
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composition during stretching (as indicated by alveograph variables) is reflected in the dough at shaping
(as indicated by DE). The resulting MOI, named Ma-DE;, shows that DE can be modelled by M-les and
GluS. This model reaches a R%cy of 0.65 (Fig.3.A), much lower than MA-DE, (R%v=0.79, Fig.3.C) but quite
close to M-DEs (R%v=0.68, Fig.3.B). The best modelling performance of MA-DE, shows that composition
alone, or at least, the present dataset of composition, can’t explain the whole of DE, especially for high
DE reached mostly by wheat for biscuit applications (WB). However, MA-DE4 performance shows also
that DE measured in real bread-making conditions at optimal hydration, can be well explained by

alveograph variables, measured at constant hydration of 50%.
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Fig. 3. Comparison of the models A) M-DEs; B) Ma-DE1; C) MA-DEy, for their predicted Dough Elongation at shaping
(DE) by K-fold cross validation versus the measured DE for a single repeat of the K-fold cross validation.

WB: Wheat for Biscuit applications; WBM: Wheat for Bread-Making applications; WI: Wheat used as Improvers for bread-making; WOU:
Wheat for Other Usages

These result leads to another representation of interaction between all these components,
technological variables and quality indicators (Fig. 4). Consequently, it shows the indirect impact of Glul,
SD, A/X.TOT and SS (that model M-les) on DE. DE functions as the opposite of elasticity: a less elastic

dough tends to have greater elongation, except that DE is also influenced by GluS (and maybe lipids).
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Table 3. Models retained after Bayesian Information Criterion (BIC) and Variance Inflection Factor (VIF) tests for Dough Elongation at shaping (DE) with: A) composition and
measured alveograph variables; B) composition and predicted alveograph variables (M-les, M-W3 and M-P;). Variables were standardised for each linear regression model and
their corresponding coefficients are indicated. Terms in the models considered not significant (p-value > 0.001) are in italic. Grey-shaded model is the Model Of Interest (MOI).

Protein variables Arabinoxylans variable Lipids variables Technological variables Statistical metric values

A) Glul Gli AXTOT C18TOT (C181n9.TOT C183n3.TOT w le P WAM n* R%v BIC score
MA-DEe -0.86 1 074 -376.9
MA-DE1 -0.12 -0.88 2 075 -387.0
MA-DE. 0.21 -0.25 -0.80 3 076 -394.5
MA-DE3 -0.27 0.18 -0.13 -0.77 4 078 -405.9
MA-DE4 0.17 -0.15 0.21 -0.84 -0.19 5 079 -421.1
MA-DEs 0.23 0.20 -0.15 0.18 -0.95 -0.26 6 0.80 -427.0
Protein variables Damaged Starch variable Arabinoxylans variable Lipids variable Predicted variables Statistical metric values
B) Glus Gli SD IV.AX C181n9.TOT M-les M-W; n* R’v BIC score
Ma-DEm-re3 -0.81 1 0.64 -290.9
Ma-DE1 0.14 -0.86 2 065 -290.9
Ma-DE2 0.20 0.24 0.27 0.23 -1.04 5 0.69 -312.5
Ma-DEs 0.20 0.26 0.27 0.22 -0.07 -1.02 6 0.69 -310.0

*number of variables included in the model. BIC: Bayesian Information Criterion. VIF: Variance Inflection Factor

GluS: Soluble Glutenin content; Glul: Insoluble Glutenin content; Gli: Gliadin content; SD: Damaged starch measured by iodine absorption; AXTOT: Total arabinoxylan content; IV.AX: Intrinsic viscosity from water-extractable
arabinoxylans; C18.TOT: Total stearic acid C18 content; C181n9.TOT: Total oleic acid C18:1n-9 content; C183n3.TOT: Total alpha-linolenic acid C18:3n-3 content; W: Baking Strength, le: Elasticity Index; P: Tenacity; WAM:
Water Absorption predicted by protein content (Prot), Soluble Starch (SS), SD and Specific Viscosity from water-extractable arabinoxylans (SV.AX), M-les: le predicted by Glul, SS, SD and arabinose on xylose ratio from
AXTOT (A/X.TOT), M-Ws: W predicted by Glul, C18.TOT and WAM.
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Fig. 4. Summary of flour composition impact on technological variable (le, P, W and WA) and Quality indicator (DE)
and all their interrelationships. Green and red arrows are for positive and negative effects respectively.

In red, Prot: Protein content; Glul: Insoluble Glutenin content, GIuS: Soluble Glutenin Content;

In yellow, SS: Soluble Starch; SD: Damaged starch measured by iodine absorption;

In green, AXTOT: Total arabinoxylan content; A/X.TOT: Arabinose on Xylose ratio from AXTOT; IV.AX: Intrinsic viscosity of arabinoxylans;
SV.AX: Specific viscosity of arabinoxylans; C18.TOT: Total stearic acid C18 content; C181n9.TOT Total oleic acid C18:1n-9 content;

In light blue, the technological variables, WA: Water Absorption; le: Elasticity Index; W: Baking Strength; P: Tenacity;

In dark blue, the quality indicator DE: Dough Elongation at shaping.
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Predictive tools such as the alveograph are commonly used to assess dough behaviour, but the bread-
making test, conducted under real conditions, where DE is measured, remains the ultimate benchmark
despite its time-consuming nature. However, DE is less accurately predicted than le or W indicating that
le and W have a greater dependence on flour composition compared to DE. As DE is not measured in
under-hydration (50% of water) conditions used for alveograph variables, it suggests that the behaviour

of under-hydrated dough is more dependent on variations of composition than a well-hydrated dough.

The Bread Volume, another parameter measured during bread-making test and often considered as the

most important quality indicator, fails to be predicted by the present dataset and method.

The alveograph variable L, by definition, is supposed to represent extensibility of a dough, i.e. a similar
property than DE. However, this is not what is observed, as the variables used to model DE are different
from those used to measure L (S5). Also, even if better than for BV, L or P/L remains challenging to
predict. Since the value of P can be predicted from flour composition variables, the limits for P/L
prediction stems from the extensibility L. The difficulty to predict L from other flour characteristics has
already been observed in previous work (Branlard et al., 2005). L measures the maximum extension of
the bubble before it burst, and apart from being positively correlated with proteins, especially GIusS, it
is also negatively correlated with P that is highly dependent on WA. It could be inferred that a lack of
water could involve a tougher dough that will then burst more quickly, but L is not correlated with WA,

meaning that it is probably a direct effect of P.

161


Laura Rezette
161


5. Conclusion

This study aims to gain a better understanding on the relationship between flour composition —
including proteins, starch, and minor components arabinoxylans and lipids — and dough behaviour
variables. Fig. 4 summarizes the positive and negative effects of composition variables on dough
behaviour variables as established in this study. The diagram highlights the indirect effects of all
categories of composition variables on the technological variable P and primarily through their influence
on water absorption (WA) which in turns impact P and W. Additionally Fig. 2 and fig. 4 illustrates that
while le and DE are influenced by the same variables, except that DE is also influenced by GluS and
maybe by lipids, and both le and DE remain unaffected by WA. The underhydrated state of the dough
during alveograph measures has been well highlighted by the competition for water among components
to form the gluten network or the dependence on water absorption. Minor components are often
overlooked when linking natural variability to bread-making performance. However, arabinoxylans have
been shown to impact water absorption and, as this work demonstrates, significantly influence dough
behaviour both through their effect on water absorption for the WEAX fraction and possibly to direct
mechanical impact on gluten network for the WUAX fraction. Similarly, lipids are highlighted for their
significant impact on dough behaviour, underscoring the importance of considering these components

when assessing wheat quality.

Exploring the correlation between these quality evaluations of dough behaviour and the flour
composition enhances our understanding of bread-making mechanisms. The search for new wheat
guality indicators is an essential step in deciphering the intricate interplay between wheat composition

and its technological attributes.
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SUPPLEMENTARY DATA

S1: Technological characteristic and flour composition obtained on the 282 samples

Technological variables

WA P L P/L le w DE BV
Unit % mm mm / % 104 cm cm
Min-Max 50.3-63.9 22-143 41-181 0.13-2.75 25-73 67— 546 20-44 940 - 2080
Mean 56.2 74 99 0.84 54 234 30 1640
CV (%) 4.6 28.5 28.5 50.1 15.8 37.6 12.8 13.8

Flour composition variables
Prot Glul Glus Gli SS SD AXTOT WEAX A/X.TOT A/X.WE

Unit g/100 g g/100 g g/100 g g/100 g g/100 g UCDc g/100 g g/100 g / /
Min-Max 6.1-14 0.50-3.32 1.30-2.87 2.50-6.82 0.96-6.21 8.7-25.2 1.05-2.69 0.26-1.20 0.56-0.93 0.45-0.72
Mean 9.5 1.87 2.02 411 3.16 19.0 1.71 0.52 0.71 0.60
CV (%) 16.5 29.1 15.0 18.8 30.4 14.9 17.2 30.2 8.5 8.8

IV.AX SV.AX C16.TOT C18.TOT C181n7.TOT C181n9.TOT C182n6.TOT C183n3.TOT
Unit di/g mV.mL g/100 g g/100 g g/100 g g/100 g g/100 g g/100 g
Min-Max 4.14-8.32 171-961 0.19-0.38 0.008 -0.03 0.006-0.015 0.058-0.176 0.41-0.89 0.020-0.070
Mean 6.15 454 0.29 0.017 0.010 0.099 0.60 0.038
CV (%) 12.8 32.7 9.7 27.0 16.5 19.9 15.7 22.9
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S2: Heatmap with correlations between all variables studied to model the dough behaviour on the 282 samples
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WEAX: Water-Extractable Arabinoxylan content; SV.AX: Specific Viscosity of WEAX; IV.AX: Intrinsic Viscosity of WEAX; AXTOT: Total Arabinoxylan content; SD: Damaged starch measured by iodine absorption; P/L: Tenacity
to Extensibility ratio; C18.TOT: Total stearic C18 content; BV: Bread Volume; A/X.WE: Arabinose to Xylose ratio from WEAX; A/X.TOT: Arabinose to Xylose ratio from AXTOT; C16.TOT : Total palmitic C16 content;
C181n7.TOT: Total vaccenic acid C18:1n-7 content; C181n9.TOT: Total oleic acid C18:1n-9 content; C182n6.TOT: Total linoleic acid C18:2n-6 content; C183n3.TOT: Total alpha-linolenic acid C18:3n-3 content; GluS: Soluble
Glutenin content; L: Extensibility; Prot: Protein content; Gli: Gliadin content; Glul: Insoluble Glutenin content; W: Baking Strength; le: Elasticity Index; SS: Soluble Starch; P: Tenacity; WA: Water Absorption; WAM: Water
Absorption predicted with Prot, SD, SS and SV.AX; DE: Dough Elongation at shaping.



S3: Results of the Bayesian Information Criterium (BIC) test and VIF verification for Each dough behaviour
parameter with composition variables and WAM

Each row represents a model, each column represents a variable. The models studied, i.e without multi-collinearity

are highlighted in blue and identified (M1, M ...) on the right.
Figure caption: WM variable included in the model;, w==a variable not included as collinear with

another variable in the model (VIF score >5);

BIC test and VIF verification for W (Baking Strength):
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BIC test and VIF verification for le (Elasticity Index):
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BIC test and VIF verification for P (Tenacity):

P
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BIC test and VIF verification for DE (Dough Elongation at shaping):
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WEAX: Water-Extractable Arabinoxylan content; AXTOT: Total Arabinoxylan content; A.X.WE: Arabinose to Xylose ratio from WEAX; AX.TOT:
Arabinose to Xylose ratio from AXTOT; IV.AX: Intrinsic Viscosity of WEAX; SV.AX: Specific Viscosity of WEAX; Prot: Protein content; Glul: Insoluble
Glutenin Content; GluS: Soluble Glutenin content; Gli: Gliadin content; SS: Soluble Starch; SD: Damaged starch measured by iodine absorption;
C16.TOT : Total palmitic acid C16 content; C18.TOT: Total stearic acid C18 content; C181n7.TOT: Total vaccenic acid C18:1n-7 content;
C181n9.TOT: Total oleic acid C18:1n-9 content; C182n6.TOT: Total linoleic acid C18:2n-6 content; C183n3.TOT: Total alpha-linolenic acid
C18:3n-3 content; WAM: Water Absorption predicted with Prot, SS, SD and SV.AX
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S4: Models retained with composition and alveograph variables after Baysian Information Criteriom (BIC) and Variance Inflation Factor (VIF) tests for: A) the
extensibility L; B) the Tenacity on Extensibility ratio P/L. The variables are standardised and their corresponding coefficients are indicated. Terms in the models
considered not significant (p-value = 0.001) are in italic. Grey-shaded model is the Model of Interest (MOI)

Proteins variables Damaged Starch variables Arabinoxylans variables Lipids variables Predicted variable Statistical metric values
A)

Glul GluS SS WEAX AXTOT  A/XWE A/XTOT C16.T0T C183n3.TOT WAM n* R%y BIC score
M-Leius 0.60 1 0.35 -112.8
M-L1 0.63 -0.27 2 0.42 -141.7
M-Lo 0.39 0.65 -0.49 3 0.48 -167.6
M-Ls3 0.35 0.69 -0.08 -0.19 -0.20 011 0.10 -0.32 -0.35 9 0.52 -173.0
M-La 0.36 0.68 -0.15 0.09 -0.21 -0.42 6 0.52 -178.5
M-Ls 0.35 0.70 -0.21 017 011 0.10 -0.21 -0.38 8 0.52 -175.9
M-Ls 0.37 0.70 -0.17 -0.10 011 -0.20 -0.41 7 0.52 -177.8
M-L7 0.36 0.69 -0.17 -0.09 -0.14 -0.40 6 0.52 -178.9
M-Lsg 0.36 0.68 -0.15 -0.16 -0.41 5 0.51 -180.8

Proteins variables Damaged Starch variable Arabinoxylan variable Predicted variable Statistical metric values

B) Glus SD AXTOT WAM n* RZ%v BIC score
M-PLsp 0.48 1 0.23 -59.4
M-PL1 0.57 2 0.42 -142.1

M-PL2 -0.60 0.20 0.56 3 0.46 -155.8
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S5: Results of the Bayesian Information Criterium (BIC) test and Variance Inflation Factor (VIF) verification
for Dough Elongation at shaping (DE): A) with composition variables, WAM and predicted alveograph
variables (MW3 for M-Ws, MIE3 for M-lez and MP2 for M-P,); with composition variables, WAM and
alveograph variables (W, le, P.L, Pand L)
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WEAX: Water-Extractable Arabinoxylan content; AXTOT: Total Arabinoxylan content; A.X.WE: Arabinose to Xylose ratio from WEAX; AX.TOT:
Arabinose to Xylose ratio from AXTOT; IV.AX: Intrinsic Viscosity of WEAX; SV.AX: Specific Viscosity of WEAX; Prot: Protein content; Glul: Insoluble
Glutenin Content; GluS: Soluble Glutenin content; Gli: Gliadin content; SS: Soluble Starch; SD: Damaged starch measured by iodine absorption;
C16.TOT : Total palmitic acid C16 content; C18.TOT: Total stearic acid C18 content; C181n7.TOT: Total vaccenic acid C18:1n-7 content;
C181n9.TOT: Total oleic acid C18:1n-9 content; C182n6.TOT: Total linoleic acid C18:2n-6 content; C183n3.TOT: Total alpha-linolenic acid
C18:3n-3 content; W: Baking Strength; le: Elasticity Index; P.L: Tenacity on Extensibility ratio; P: Tenacity; L: Extensibility; WAM: Water
Absorption predicted with Prot, SS, SD and SV.AX
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CHAPITRE V :
MECANISMES D’ACTION DES COMPOSANTS MINORITAIRES SUR LES PROPRIETES
DE LA PATE.

Protéines
Amidon
Composition Propriétés
Lipides
Pentosanes Rhéologie

Mobilité
de |'eau

173



174



1. COMMENT LA VARIABILITE NATURELLE DU GLUTEN ET DES ARABINOXYLANES
INFLUENCE LES PROPRIETES ELONGATIONNELLES DE LA PATE DE FARINE DE BLE

Les deux chapitres précédents ont démontré que la variabilité naturelle des composants minoritaires de I'albumen
du blé a un impact sur les critéres de qualité des pates mesurés par I'alvéographe et lors du test de panification,
notamment via leur effet sur I'absorption d’eau pour les arabinoxylanes solubles (Cf Chapitre V).

Ce dernier chapitre porte sur une étude plus approfondie de I'impact des arabinoxylanes et des lipides sur le
comportement rhéologique des pates, afin de mieux comprendre les mécanismes d’action impliqués. Cette étude,
réalisée sur une sélection d’échantillons de la premiere campagne de récolte (R1), fait I'objet d’'une proposition
d’article en cours de finalisation pour le journal Food Hydrocolloid, intitulé : « How natural variability of gluten and
arabinoxylan drives the wheat dough extensional properties ». L’article est présenté dans un premier temps et
dans un second temps, les résultats obtenus sur R1 sont confrontés a ceux d’une sélection d’échantillon de la
deuxiéme campagne de récolte (R2). En complément, une étude par relaxométrie RMN de la mobilité de I'eau
dans les pates issues de cette sélection d’échantillon (R1 et R2) est également présentée.

1.1. RESUME DE L’ARTICLE

Cet article décrit I'impact de la variabilité naturelle des protéines du gluten et des arabinoxylanes sur les propriétés
extensionnelles des pates de farine de blé, déterminantes pour leur mise en ceuvre. En effet, les nombreuses
variations naturelles du blé, en tant que matiére premiere, posent des défis spécifiques dans la transformation de
la farine et I'évaluation de ses qualités boulangéres. L'objectif principal de ce travail est d'identifier comment ces
variations influencent les propriétés rhéologiques de la pate et, par conséquent, la qualité finale du produit de
panification.

Pour ce faire, trente-sept échantillons de blé de la premiére campagne de récolte (R1) ont été rigoureusement
sélectionnés afin de présenter une gamme de composition diversifiée, selon des criteres liés au taux de protéines
et aux composants non-protéiques (en se focalisant sur les arabinoxylanes), en relation avec I'absorption d’eau
(WA) et I'indice d’élasticité (le). Deux types de tests rhéologiques en extension ont été mis en place dans cette
étude : en grande déformation avec un test de compression uniaxiale en conditions lubrifiées (ou LSF, Lubricated
Squeezing Flow), et en faible déformation avec un test thermomécanique dynamique en compression (DMTA,
Dynamic Mechanical Thermal Analysis).

L’analyse des résultats de composition en relation avec les tests rhéologiques a permis de dégager deux propriétés
clés : le module de stockage maximal (E'max), mesuré par DMTA, et I'indice de consistance (K) de la pate, obtenu
par LSF, qui représente la viscosité élongationnelle.

L’analyse suggére que E’'max est principalement déterminé par le niveau de structuration initial du réseau de
gluten et sa capacité a absorber I'eau. En effet, E‘'max est relié a la qualité du réseau évaluée par la mesure du
gluten humide (W.Gluten) (R?=0.50), ainsi qu’a I'absorption d’eau (R?=0.50). Moins ce réseau est structuré
initialement, plus il laisse la possibilité aux grains d’amidon de gonfler en se gorgeant d’eau pendant la cuisson. En
revanche, K semble davantage influencée par les propriétés spécifiques des arabinoxylanes, et plus précisément
leur viscosité intrinseque (IV.AX), qui présente la meilleure corrélation avec ce critere (r=0.67). Une viscosité
intrinseque élevée des AX refléte des chaines plus longues capables de s’enchevétrer a des concentrations plus
faibles. Cette influence des AX est interprétée par un accroissement de la viscosité de la phase liquide de la pate,
ce qui augmente la consistance globale de la pate.

1.2.  ARTICLE
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arabinoxylans drives wheat dough
extensional properties

Final draft for submission in Food Hydrocolloids
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Keywords
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Abstract

This study investigates the influence of proteins and arabinoxylans contents of wheat grain on the dough
extensional properties, critical determinants of bread quality. Thirty-seven wheat samples (37) were
selected from an initial set of 150 wheats, according to technological criteria, including water absorption
(WA), to assess the impact of natural variability of several protein and arabinoxylan (AX)-related features
on dough behaviour. Dough were prepared at the hydration level determined by the WA Farinograph
tests. TD-NMR results showed that, for all samples, the dough reached an optimal hydration state,
reflected by a four-peak time distribution. Rheological tests were performed on dough samples at low
deformation with Dynamic Mechanical Thermal Analysis (DMTA), and at large deformation, using
Lubricated Squeezing Flow test (LSF). Results indicate that the maximum storage moduli E’'max
determined by DMTA, at temperature close to 70°C, is primarily influenced by initial gluten network
cross-linking. E‘'max decreased between 1.1 MPa to 0.6 MPa, with increasing wet gluten content from
17.2 to 40 g/100g. At large deformation, the extensional viscosity of all doughs followed a power law,
from which was derived the consistency index K. Surprisingly, K increased from 11,100 to 22,200 Pa.s"
when the intrinsic viscosity of water extractable arabinoxylans increased from 420 to 820 mL/g, n being
the flow index of the dough. R<<esults showed that the extensional viscosity is more closely affected by
the AX characteristics than by protein characteristics. These results were interpreted in terms of
supramolecular distribution of the gluten network and the entangled arabinoxylans in the liquid phase,

and discussed for their possible impact on bread making for a wide range of wheats.

177


Laura Rezette
177


Abbreviations:

AX: Arabinoxylans

A/X.TOT: Arabinose on Xylose ratio from Total Arabinoxylans
AXTOT: Total Arabinoxylans

A/X.WE: Arabinose on Xylose ratio from Water-Extractable Arabinoxylans
AX.WU: Arabinose on Xylose ratio from Total-Unextractable Arabinoxylans
C16.TOT: Total palmitic acid C16 content

C18.TOT: Total stearic acid C18 content

C181n7.TOT: Total vaccenic acid C18:1n-7 content
C181n9.TOT: Total oleic acid C18:1n-9 content

C182n6.TOT: Total linoleic acid C18:2n-6 content
C183n3.TOT: Total alpha-linolenic acid C183n-3 content
CV%: Coefficient of Correlation

D.Gluten: Dry Gluten

E’'min: Minimum value of storage modulus

E’'max: Maximum value of storage modulus

E’'max/E’min: E'max on E'min ratio

DMTA: Dynamic Mechanical Thermal Analysis

Gli: Gliadin content

Glul: Insoluble Glutenin content

GluS: Soluble Glutenin content

IV.AX: Intrinsic Viscosity of Water-Extractable Arabinoxylans
K: Consistency index for biaxial strain €,=1

LSF: Lubricated Squeezing Flow

Lwi: Line Width of T, peak

n: Flow index for biaxial strain €=1

Prot: Protein content

P.i: Populations i associated with T2i relaxation time

SD: Damaged Starch measured with SD-Matic (iodine absorption)
SHI: Strain hardening Index for strain rate £,=0.01 s*

SS: Soluble Starch

SV.AX: Specific Viscosity of Water-Extractable Arabinoxylans
Tai: relaxation time of the population i

T°E’'min: Temperature at E'min

T°E’max: Temperature at E‘'max

WA: Water Absorption

WEAX: Water-Extractable Arabinoxylans

W.Gluten: Wet Gluten
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Article: How natural variability of gluten and arabinoxylans drives wheat dough extensional properties

1. Introduction

Monitoring and understanding dough rheological behaviour is essential for wheat quality assessment.
Wheat dough behaviour at mixing is traditionally characterised using a range of instruments such as
alveographs or farinographs. Dough behaviour properties are also measured or observed for baking
assays, such as the French breadmaking test. The potential of wheat flour for baking is generally
determined by combining information from these different empirical-professional measurements,

firmly rooted in traditional practices, which highlight the varying baking potential of different flours.

Bread dough rheology can be assessed through a wide range of tests, each designed to address specific
aspects of its behaviour. These tests can be classified by the type of deformation applied, shear or
extension, as well as by the nature of the controlled variable, be it stress or strain. The temporal
dimension plays also a crucial role, allowing for analyses in dynamic (oscillatory) or steady-state regimes.
These various testing methods enable comprehensive characterisation of dough properties among
different breadmaking operations and their overall impact on bread quality (Della Valle et al., 2022;
Dobraszczyk & Morgenstern, 2003). Given their importance, a key question is how dough properties are

influenced by the flour components.

Meerts et al. (2017) pointed out that the mechanisms affecting the gluten network and dough
extensional properties are still not fully understood. They suggested that in extension, starch-starch and
starch-gluten interactions, related to small strains, are affected by water content but not by mixing time,
while gluten-gluten interactions, related to large strains with the gluten fully hydrated, are impacted by
mixing time and less by water. However, simple systems composed of gluten and starch alone cannot
exactly reproduce the rheological properties of flour-based doughs, which indicates that other
components also influence the rheology as highlighted by Uthayakumaran et al. (2002). Pentosans,
though minor constituents of the flour, are the primary biopolymers of wheat endosperm cell walls, and
are mainly composed of arabinoxylans (AX). Despite their low concentration, pentosans have been
shown to significantly impact dough behaviour. Migliori & Gabriele (2010) demonstrated that addition
of pentosans was more effective in increasing network strength under large deformation, than under
small deformation, in the viscoelastic domain. Meeus et al. (2021) found that a strong hydrolysis of AX
by xylanase addition, with a decrease in insoluble components and an increase in soluble ones, led to a

slight decrease in the extensional viscosity of wheat flour dough.

In spite of valuable results, studies on the rheological properties of wheat flour dough, generally focus
on a limited number of flours and the effect of specific ingredients, often by using recomposed, enriched
or defatted flours or by altering mixing conditions (Sun et al., 2023). These studies often overlook the

impact of natural variations of flour components on dough rheological properties, especially at optimal
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hydration levels, which more accurately reflect real breadmaking conditions. While the importance of
proteins in dough behaviour is well established, their precise role and action mechanism in dough
rheology remains a subject of debate. This is probably because their properties depend on other
components such as fibres, which are cell wall components largely composed of AX, whose interactions
with gluten proteins are complex (Zhou et al., 2021). Among fibres, arabinoxylans, which are minor
wheat components, can significantly impact dough technological properties, even at their natural
variation in the wheat grain. Understanding how the natural variability, in levels and characteristics, of
these major and minor components in French flours collectively influences dough properties is essential

for a comprehensive grasp of wheat flour functionality in breadmaking.

This study aims to determine how the natural variation of proteins and AX within wheat flours impacts
dough rheological properties under both small and large strains, especially in extension. Recently, we
have shown that AX along with proteins and damaged starch had a significant impact on water
absorption (WA) for a collection of 150 wheat samples, for which proteins, lipids, damaged starch and
arabinoxylans were characterised (Rezette et al., 2025a). The same collection was used in this work, and
since it was not feasible to perform rheological tests on all 150 samples, a subset was selected to
represent significant differences in protein and arabinoxylan contents. Dough rheological
measurements were carried out at low strain using Dynamic Mechanical Thermal Analysis (DMTA) and
at large strain using Lubricated Squeezing Flow (LSF), ensuring a comprehensive understanding of how
these components influence dough extensional properties. In addition, TD-NMR relaxometry was

employed to determine dough hydration state during the tests.
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2. Materials and methods
2.1. PLANT MATERIAL

One hundred and fifty (150) wheat grain samples harvested in 2020 and 2021 were used for this work,
covering a wide range of composition as detailed in Rezette et al. (2025a). They were provided by Arvalis
(F91-Boigneville), Limagrain (F63-Riom), and Axiane Meunerie (F35-Val d’Arnast). Flours were produced
with the same experimental mill (MCKA, Bilher, Switzerland) and stored 20 days at room temperature
before being frozen at -20°C until use. The samples were unfrozen over night at room temperature prior
to rheological analysis. Actually the 150 samples have been fully characterized in terms of composition
and technological properties (Rezette et al., 2025a; Rezette et al., 2025b, under review). Methods used
for these analyses have been described in detail by (Rezette et al., 2025a), and are briefly summarized

here in section 2.2.

2.2.FLOUR COMPOSITION AND DOUGH CHARACTERISATION

High-Performance Size-Exclusion Chromatography (HPSEC) was used to characterise the proteins as
described in a previous work (Rezette et al., 2025a) and following the procedure of Morel et al. (2000).
It included the measurement of content in: protein (Prot), insoluble glutenin (Glul), soluble glutenin
(GluS), and gliadin (Gli). The quality of the gluten network, including wet gluten (W.Gluten) and dry
gluten (D.Gluten) was determined using a Glutomatic® device (PerkinElmer, USA, NF EN SO 21415-2).

Polysaccharides characterisation was performed by Gas Liquid Chromatography (GLC) after acid
hydrolysis based on Englyst & Cummings (1988)’s method. This method includes the measurement of
soluble starch (SS), total arabinoxylans content (AX-TOT), water-extractable arabinoxylan content (WE-
AX) and their respective arabinose to xylose ratio (A/X.TOT and A/X.WE). Additionally, the intrinsic and
specific viscosity of water-extractable arabinoxylans (IV.AX and SV.AX, respectively) were analysed as
described by Rezette et al. (2025a) with an HPSEC-system (OMNISEC RESOLVE-REVEAL - Malvern
Panalytical- Malvern, UK) using a Viscotek AGuard precolumn (50 x 6 mm) and a Viscotek A4000 column
(300 x 8 mm — Malvern Panalytical- Malvern, UK) maintained at 35°C and eluted with 50 mM sodium

nitrate at a flow rate of 0.7 mL/min.

Lipids were characterised as fatty acids, as previously described by Rezette et al. (2025a), using GLC
after acid hydrolysis and transmethylation based on Welch (1977) method. Fatty acids content
measured included the contents of total palmitic acid C16 (C16.TOT), total stearic acid C18 (C18.TOT),
total vaccenic acid C18:1n-7 (C181n7.TOT), total oleic acid C18:1n-9 ¢ (C181n9.TOT), total linoleic acid
C18:2n-6 (C182n6.TOT) and total alpha-linolenic acid C183n-3 (C183n3.TOT).
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The Hagberg falling number (HFN) was determined using a standard protocol (Falling number 1500, ISO
3093:2009). Damaged starch (SD) was measured by iodine absorption using an amperometric method
(Medcalf & Gilles, 1965) and expressed in Chopin Units corrected based on protein and moisture

content (UCDc; SDMatic; Chopin, France).

The elasticity index (le), a widely used quality criterion for assessing wheat baking quality of wheat,
especially its rheological properties, was obtained using standard Alveograph® protocols (NF EN ISO

27971, Chopin, France). It is used for selection purpose in this study.

2.3.SAMPLING

A subset of 37 wheat samples was selected from a total of 150 to conduct a thorough rheological
characterisation of the dough. The protein content is known to play a predominant role on the water
absorption (WA) and on dough rheology, reflected by the elasticity index (le), measured from the

Alveograph. Therefore, the selection process considers these two aspects as follows:

- 8samples with varying protein contents that followed a linear relationship between the protein
content and le, were selected and referred to as P-selection;

- 14 samples with varying protein content that deviated from this linear relationship, were
selected to highlight the impact of non-protein components on le. These samples are referred
to as the PP-selection;

- 15 samples that exhibited variations in WA while maintaining a protein content close to the
average value, were selected to include the influence of other components than proteins on

WA. These samples are referred to as the PS-selection.

In addition, the classification of wheats according to their end use was also provided. Hence, the
selection included samples categorized for breadmaking applications, and others for different uses, such

as biscuit applications, feed, or as wheat improvers.
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2.4. RHEOLOGICAL CHARACTERISATION

Dough was prepared by mixing flour with water and 2% salt using a Farinograph Brabender at a rotation
speed of 80 rpm for a duration of nine minutes, corresponding to a standard mixing time, and with
hydration value (from 50.2 to 62.1% based on flour weight) determined by water absorption farinograph

tests (Rezette et al., 2025a).

2.4.1. Low deformations with Dynamic Mechanical Thermal Analysis (DMTA)

The dough thermomechanical behaviour was studied at low deformation using a Dynamic Thermo-
Mechanical Analyser (DMA, MK IV, Rheometric Scientific, USA) in compression mode, with a
deformation amplitude of 0.1% at a frequency of 1H, according to same method as described by (Dufour
et al., 2024). For this analysis, about 0.9 g of dough sample was taken from the initially prepared dough
and left to rest in the absence of air at room temperature for 30 minutes. The piece of dough was then
placed between two 17 mm diameter plates, separated by a gap ho = 3.2 mm. Silicone grease
(SuperLube, Bohemia, NY, USA) was applied around the dough to prevent it from drying out during the
analysis. A constant static force of 102 N, considered negligible to the modulus measured, was applied
to the sample to maintain contact between the dough and the plates during the temperature rise. The
dough was rested for 5 minutes before starting the analysis. The oven was closed over the sample and

a heating rate of 3°C/min was applied to increase the temperature from 22°C to 120°C.

Since the internal temperature of the dough (T) does not instantly equilibrate with the oven
environment, it remained lower than the oven's set temperature (Toven). TO account for this discrepancy,
calibration was performed by simultaneously measuring T using a thermocouple and recording the

corresponding Toven. T Was then adjusted using the following correction equation:
T=34x10"3%T2,,+029*T +13.2 (1)

The storage modulus E' and the viscous modulus E” were measured during temperature rise and
calculated using RSI Orchestrator software (Rheometric Scientific, USA), which monitored the system.

For every sample, DMTA was performed on 3 pieces of dough from the same preparation.
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2.4.2. large deformations with Lubricated Squeezing Flow

The dough pieces (5 g) are shaped in lubricated Teflon™ moulds and the test is carried out at 3

compression rates as described in (Turbin-Orger et al., 2016).

Data was processed as described in (Launay & Michon, 2008 ; Van Vliet, 2008). The force F applied to
the sample is recorded as a function of displacement (Ho- H(t)), Ho and H(t) being respectively the initial

height and height at time t, of the sample. The stress ¢ is obtained from F as follows:

o= (2)

s
with S the surface area of the moving top plate (@=20 mm). The biaxial strain &, is determined by:

&p = %ln (%:)) (3)

Therefore, biaxial strain rates &, can be calculated for given strain values [0.1, 0.25, 0.5, 0.75, 1.0, 1.25]:

v

€ = 2n00 (4)

The slope of the curve representing In(o) as a function of b, for a given &, value, defines the Strain

Hardening Index (SHI). In this study, it is calculated for €,=0.01 s*:

SHI = (‘“L“

i), (5
b/ £,=0.01s"1

Finally, for any constant strain value, bi-extensional viscosity ng is determined, by the Ostwald-de Waele

power law as follows:
-9 _ :n—1

From equation 6, the consistency index K and the flow index n are derived for any value of biaxial strain

&. In this study, they will be calculated for €,=1.

Measurements were repeated on four dough pieces coming from a same dough preparation, for each

compression rate.

184


Laura Rezette
184


Article: How natural variability of gluten and arabinoxylans drives wheat dough extensional properties

2.5.TD NMR RELAXOMETRY MEASUREMENTS

The TD NMR relaxometry measurements were conducted a Minispec (mq20, Bruker Biospin) following
the procedure and signal treatment outlined by Dufour et al. (2023). Approximately 0.9 g of dough was
introduced into a 10mm diameter NMR tube and compressed to a height of approximately 10 mm. The
tubes were sealed with a stopper to prevent moisture loss, and stored for 24 h at 4°C, prior to analysis.
The Carr-Purcell-Meilboom-Gill (CPMG) sequence was employed to determine the distribution of T,
relaxation times and visualise the mobile protons assigned to water. While 2500 data points were
acquired by taking only the paired echoes, 64 scans were performed to ensure a total acquisition time
of 10 minutes instead of the 20 minutes, as reported by Dufour et al. (2023). These experiments focused
on the PS-selection, as detailed in section 2.3., the preparation of doughs was the same as for
rheological measurement (see 2.4). T, measurements were repeated on 5 dough pieces coming from a

same dough preparation.

The total water content of the system was calculated from the initial water content of the flour and the
water added for mixing. The precise water content of each sample was determined by dehydration (105

oC for 72 h) following NMR acquisition.

The relaxation signal obtained from the CPMG sequence was converted into a continuous distribution
of T, relaxation components using an Inverse Laplace transformation (ILT) as described by Lahaye et al,,
(2018). This transformation was accomplished using a primal-dual interior method for convex objectives
(PDCO) implemented in MATLAB® (MathWorks, Inc., Natick, MA, USA). Quantitative analysis of the

continuous distribution was performed using a custom-developed MATLAB® routine.

This transformation produces a graphical representation of the T, relaxation time distribution in the
form of distinct peaks. These peaks can then be analysed individually to obtain detailed information
about the different proton populations in the sample: Relative peak area (P2), peak width/dispersion
(LW) and transverse relaxation time (T,). Each peak corresponds to a specific proton population with

distinct mobility characteristics.

2.6.STATISTICAL ANALYSIS

The linear correlations between all the variables are analysed with hierarchical clustering and visualized
by a heatmap, performed using R v4.1.3 with the heatmap function. The thresholds level of correlation
are: p-value <0.05 (|r| >0.33), p-value <0.01 (|r| >0.42), and p-value < 0.001 (|r| > 0.52). The average

of replicates is used for the statistical analysis.
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3. Results

3.1. SAMPLES SELECTION AND CORRELATION BETWEEN VARIABLES

Samples selection was based on the variations of two dough technological properties, elasticity index
(le) and water absorption (WA), and their correlations with the protein content (Prot) as shown in Fig.
1A and B, respectively. The positive linear relations observed in both cases confirm the predominant
effect of the protein content on these properties. However, the important scattering of the points along
the regression line suggests that additional factors, distinct from protein content, also contribute to
these properties. In Fig.1A, the P-selection gather the samples for which the values of le align with the
regression line, while the PP-selection includes the samples for which the le values deviate from the
regression line, indicating a potential effect of other factors than protein content. These factors could
be damaged starch, and also the ratio arabinose on xylose from total arabinoxylans (A/X.TOT), as shown
in our recent results (Rezette et al., 2025b, under review). A total of 22 samples were selected in this

way: 14 from PP-selection and 8 from P-selection.
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Fig. 1: Distribution of selected samples according to two dough characteristics: A) Elasticity index (le)
versus protein content (Prot) (data from Rezette et al. (2025b), under review)); B) Water Absorption (WA)
versus Prot (data from Rezette et al. (2025a)). The characteristics are the following: Selected samples &
are characterised by a good prediction of le by Prot alone; Selected samples B are characterised by a
poor prediction of le by Prot alone; Selected samples @ ore characterised by variations in WA and tiny
variation of Prot.

Fig. 1B also displays a significant scattering of the points around the regression line that relate the
protein content with WA. Is has been shown in a previous work (Rezette et al., 2025a) that components,
such as damaged starch and arabinoxylans, especially their specific viscosity (SV.AX), have a significant
effect on WA. In this case, the PS-selection consists of samples with similar protein contents (and close
to the average) but distinct WA. Fifteen (15) samples were selected this way to capture the impact of
non-protein components. To emphasize the effect of arabinoxylans over starch, the selected samples

were chosen with a wide distribution of SV.AX values, as shown by results reported in Table 1.
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Table 1: Value intervals of data from (A) the total selection of 37 samples (P-, PP- and PS-selections),
and (B) the PS-selection of 15 samples alone.
Total selection:

A) Prot WE-AX SV.AX ss SD WA le
Unit g/100 g g/100 g mV.mL g/100 g UCDc % %
Min-Max 6.1-14 0.30-0.86 204 - 754 1.2-6.2 12.1-239 50.9-62.1 32.8-72.3
Mean 9.4 0.50 424 3.3 17.6 56 54.3
CcV (%) 15.6 28.6 34 31.4 15.2 5.2 16.5

PS —selection:

B) Prot WE-AX SV.AX SS SD WA le
Unit g/100 g g/100 g mV.mL g/100 g UCDc % %
Min-Max 8.9-10.4 0.30-0.86 229 - 754 29-39 13.4-239 52.5-58.5 44.3-65.3
Mean 9.5 0.54 435 3.4 17.5 55.6 55.7
CV (%) 4.4 335 40 111 15.7 3.2 10.5

Prot: Protein content; WE-AX: Water-Extractable Arabinoxylan content; SV.AX: Specific Viscosity of WE-AX; WA: Water Absorption; IE: Elasticity
Index. PS-Selection: selection with constant protein content but varying WA

As depicted in Fig. 1., the selection of 37 samples captures the variability of the initial sample set,
particularly in terms of protein content, WA and le. The range of values for the different variables in the
whole selection is reported in Table 1A. Table 1B presents the values for the PS-selection. In this
selection, as expected, the range of protein content (Prot) is quite narrower compared to the total
selection, while the ranges for WE-AX and SV.AX remain of the same amplitude. In addition, the
numerical values for the composition and dough technological properties for these 37 samples have

been reported in Table SO (Supplementary material).

The correlations amongst the composition and rheological variables are reported by the heatmap; the

dendrogram at the top represents the hierarchical clustering (Fig.2). Two groups may be identified:

- the group on the left of the heatmap includes a first set of variables related to soluble
arabinoxylans (WEAX, SV.AX, and IV.AX) and consistency (K), a second set with the minimum
and maximum modulus values (E'min and E'max), a third set with the corresponding
temperatures at which these moduli are observed (T°E'min and T°E'max) along with the flow
index (n), and finally the total amount of arabinoxylans (AXTOT), which is isolated from the other
variables;

- the group on the right of the heatmap includes a set of variables related to water absorption
(WA), damaged starch (SD and SS), and all lipid-related variables, except for C18.TOT, which
remains more isolated, and a set with the arabinose-to-xylose ratios (A/X.WE and A/X.TOT), and
most protein-related variables (Prot, Gli GluS, W.Gluten and D.Gluten), except for the insoluble
glutenins (Glul), which stands apart, associated with the elasticity index (le), the Hagberg Falling

Number (HFN), the Strain Hardening Index (SHI), and the modulus ratio (E'max/E'min).
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Fig. 2: Heatmap made on the 37 selected samples. Significance Thresholds: p-value < 0.05 ([r| > 0.33), p-value < 0.01 (|r| > 0.42), and p-value < 0.001 ([r| > 0.52).

WEAX: Water-Extractable Arabinoxylan content; SV.AX : Specific Viscosity of WEAX; IV.AX: Intrinsic Viscosity of WEAX; K: Consistency index for biaxial strain €=1; E‘'min: Minimum value of storage modulus; E'max:
Maximum value of storage modulus; T°E’min: Temperature at E'min; n: Flow index for biaxial strain €,=1; T°E’'max: Temperature at E‘'max; AXTOT: Total Arabinoxylan content; A.X.WE: Arabinose to Xylose ratio from WEAX;
AX.TOT: Arabinose to Xylose ratio from AXTOT,; Prot: Protein content; Gli: Gliadin content; GluS: Soluble Glutenin content; W.Gluten: Wet Gluten; D.Gluten : Dry Gluten; Glul: Insoluble Glutenin Content; le : Elasticity
Index; HFN: Hagberg Falling Number; SHI: Strain Hardening Index for strain rate £,=0.01 s’; E‘'max/E’'min: E‘'max on E’min ratio; SS: Soluble Starch; C16.TOT : Total palmitic acid C16 content; C181n7.TOT: Total vaccenic
acid C18:1n-7 content; C181n9.TOT: Total oleic acid C18:1n-9 content; C182n6.TOT: Total linoleic acid C18:2n-6 content; C183n3.TOT: Total alpha-linolenic acid C18:3n-3 content; SD: Damaged starch measured by iodine

absorption; C18.TOT: Total stearic acid C18 content.



The map reveals some significant correlations (p-value<0.001) between the rheological measurements
and composition variables. Notably, a correlation is observed between IV.AX and consistency K (r=0.67)
in the left cluster. Additionally, proteins (W.Gluten, Prot, Gli and GIuS) show negative correlations with
E'max (r=-0.69, -0.62, -0.70 and -0.63 respectively), and, to a lesser extent, with E‘'min (r=-0.6, -0.62, -
0.66, -0.55) in the right cluster.

3.2. VARIATIONS OF VISCOELASTIC MODULI WITH TEMPERATURE

The thermo-viscoelastic behaviour of dough prepared from the selected flour was studied by Dynamic
Mechanical Thermal Analysis (DMTA) by measuring the variations of storage modulus E’ during
temperature rise. A summary of results from DMTA measurements is presented in Table 2. Complete
numerical results are available in supplementary data (S1).

Table 2: Results from Dynamic Thermo-Mechanical Analysis (DMTA) and Lubricated Squeezing Flow (LSF)
measurements on the 37 selected samples

E'min E'max E'max/E'min T°E'min T°E'max SHI K n
Unit kPa kPa / °C °C Pa kPa.sn /
Min-Max 51-141 618 - 1125 7.2-140 40-49 67-74 1.45-2.07 11.1-22.2 0.23-0.42
Mean 86 847 10.3 44 71 1.72 16.7 0.32
CV (%) 14.3 14.8 18.5 55 2.2 8.2 18.1 114

E’min: Minimum value of storage modulus; E‘'max: Maximum value of storage modulus; E'max/E'min: E‘'max on E’'min ratio; T°E’'min:
Temperature at E’'min; T°E’'max: Temperature at E’'max; SHI: Strain Hardening Index for strain rate £,=0.01 s*; K: Consistency index for biaxial
strain &=1; n: Flow index for biaxial strain &=1

In the present study, the values of storage modulus E’ were consistently found to be larger than those
of dissipative modulus E”, confirming that, over the interval of temperature investigated, wheat flour
dough behaved more like a solid rather than a fluid. Fig. 3 displays two typical thermograms, where the
storage modulus E’ decreases from its initial value at ambient temperature to a minimum value (E'min)
around 45°C, before sharply rising to a maximum value (E'max) around 70°C, and then dropping steeply
thereafter. Notably, Fig.3 reports the thermograms with the highest (1125 kPa) and lowest (610 kPa)
E’'max values over the whole selection of samples. They were obtained from flours characterised
respectively by alow protein content (6.1 g/100 g of flour), referred to as LPF, and a high protein content
(10.4 g/100 g of flour), referred to as HPF. This result is in accordance with the negative correlation
found between Prot and E‘max (r=-0.62). Actually, the increase of E’ between 45 and 70°C, has been
primarily attributed to gluten cross-linking and secondly to starch granules swelling (Rouillé et al., 2010).
So, this difference of E‘'max values suggests that the gluten network, just after mixing, was tighter for
sample HPF than for sample LPF; consequently, crosslinking and starch granule swelling were less

important upon heating.
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Fig. 3: Typical variations of storage modulus E’ as a function of dough temperature determined by DMTA
for the two flours having the highest and the lowest maximum storage modulus (E'max) values
respectively corresponding to a Low-Protein Flour (LPF) and a High-protein Flour (HPF)

The relatively small temperature variation observed at minimum and maximum storage modulus for the
whole sampling (T°E'min and T°E'max; Coefficient of Variation CV%=2.2% and 5.5% respectively, Table
2)isin line with results reported in previous works (Dufour et al., 2024 ; Rouillé et al., 2010). These small
variations suggest that the differences of flour composition do not induce significant structural changes
other than gluten cross-linking and starch granule swelling. Nonetheless, the amplitude of these
structural changes varies, as reflected by the variations of minima and maxima values of storage

modulus (E'min and E’'max, CV%=14.3 and 14.8% respectively).

These changes are usually evaluated by calculating the ratio of maximum to minimum modulus
E'max/E’'min. Its value varied between 7.2 and 14, in a narrower interval than the one found by Shehzad
et al. (2011) (10 to 35, for 24 different mixing conditions), or by Dufour et al. (2024) (3.8 to 25.6, for 4
different flours, 5 different moisture contents and mixing conditions) but closer to the values interval

found by Angioloni & Dalla Rosa (2005) (8 to 10, varying salt concentration, speed and mixing time).

190


Laura Rezette
190


Article: How natural variability of gluten and arabinoxylans drives wheat dough extensional properties

3.3. EXTENSIONAL BEHAVIOUR

Large strain measurements were performed using Lubricated Squeezing Flow test (LSF). For all dough
samples, the variations of the extensional viscosity with the strain rate were found to follow a power
law (eq.6), at fixed strain, as illustrated by typical flow curves in Fig. 4. The power law provides a
convenient way to represent deformation of dough samples during the various stages of breadmaking.
As illustrated in Fig. 4, the value €,=0.01 s is the order of magnitude of internal dough strain rate
during fermentation, where extensional properties are the force which constrains the growth of gas
bubbles in the dough, while higher values of strain rate (> 1.10%s?) are more typically
observed/generated during mixing and shaping operations (Amemiya & Menjivar, 1992 ; Della Valle et

al., 2014).

1,0E+07 &
Fermentation Mixing & Shaping
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0,001 0,01 0,1 1

€p(s™)

Fig. 4: Extensional viscosity as function of biaxial strain rate &, for a biaxial strain of &, =1 for: (a) the two
flours with the lowest and highest protein content (resp. LPF and HPF) and, (b) the two flours with the
most distinct curves and with low and high AX intrinsic viscosities (resp. L-IV.AX and H-IV.AX). Colours
shading indicate strain rate value experienced by the dough during breadmaking process.

Strain hardening index (SHI) was determined for a fixed strain rate, £€,=0.01 s* (eq.5), and together with
the consistency (K) and the flow indices (n), derived from the power law, these three indices account
for the extensional behaviour of wheat flour dough. A summary of the variations of these indices for the

37 selected samples is presented on Table 2. Complete data is provided in supplementary data (S1).

Among these three indices, the consistency values (K) exhibited the highest variations, ranging from

11,100 Pa.s" to 22,200 Pa.s". These values, for €,=1, are of the same order of magnitude as those

191


Laura Rezette
191


reported by Turbin-Orger et al. (2016) who found K values between 5 and 18.6 kPa.s" for doughs
prepared under different mixing conditions or formulations. They were lower than those reported by
Dufour et al. (2024) who reported K values up to 40 kPa.s", for doughs subjected to three mixing times
and three hydration levels (under-hydrated, optimally-hydrated and over-hydrated). For Dufour et al.
(2024) the significant variation in water content was by far the main factor influencing K, while
considering only dough optimally hydrated, regardless of the mixing conditions and type of flour, K
ranged between 14 and 25 kPa.s", an interval similar to the one observed in the present study (Table 2).
Regarding the flow index (n), the range of values (0.23 —0.42) is below 1, reflecting a strain rate-thinning
behaviour of all the tested doughs, similar to those found by Dufour et al. (2024) (0.27 — 0.48), and
narrower compared to those reported by Turbin-Orger et al. (2016) (0.3 — 0.6). Finally, the strain
hardening index (SHI) exhibited the smallest variations, with a range of values (1.45 — 2.07), slightly
narrower than that reported by Turbin-Orger et al. (2016) (1.2 — 2) or Dufour et al. (2024) (1.5 — 2.7).
The comparison of these results suggests that the variations of extensional behaviour of dough,
resulting from a wide range of wheat grain composition, are of the same order of magnitude than those

obtained when changing formulation and processing conditions for a single wheat flour.

In contrast to DMTA results (section 3.2), which showed that the rheological behaviour at low
deformation is primarily influenced by proteins, the LSF results indicated a lower impact of protein
content. Indeed, while HPF and LPF presented distinct curves illustrated with dashed line in Fig. 4, the
most distinct curves were observed in samples with markedly different intrinsic viscosities of
arabinoxylans (IV.AX) (4.2 dL/g vs 8.2 dL/g). The sample with high IV.AX (H-IV.AX) presented higher
extensional viscosity compared with the sample with low [V.AX (L-IV.AX). These results illustrate the
correlation between K and IV.AX already pointed out from the heatmap (r=0.67, see section 3.1 and
Fig.2). Conversely, doughs made from flours with extreme IV.AX values did not exhibit significant

differences in E’ values (see S2).

This result aligns with Migliori & Gabriele (2010), who noted that pentosans (and thus mainly AX) effects
on the dough were more pronounced at large deformations than at small deformations. Arufe et al.
(2017) also showed the same general trend with dough supplemented with a mix of soluble dietary
fibres. Meeus et al. (2021) reported a decrease of about 20% in extensional viscosity with increasing
levels of soluble arabinoxylans achieved through xylanase addition. This discrepancy with the present
study may be attributed to the fact that xylanase treatment also reduces the insoluble fraction of AX,
and this fraction is, like for insoluble fibres, known to increase extensional viscosity. The decrease of
insoluble AX would then balance the potential increase of viscosity due to the rise of soluble AX, resulting

in a moderate effect compared to the one observed in the present study.
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3.4.DOUGH HYDRATION STATE

To determine whether AX can impact water mobility in the dough, TD-NMR relaxometry measurements
were performed on PS-selection, which presents a narrow range of protein content (Tab.1b). TD-NMR

measurements allowed to identify different populations of water protons based on their mobility.

All samples of the PS-selection exhibited the same T, distribution, characterised by four peaks A, B, C
and D, as illustrated in Fig.5. In biological samples there is no simple relationships between T,
components and specific morphological compartments or constituents (Lahaye et al., 2015). Each T,
peak can be assigned to water population at a given mobility, corresponding to specific molecular
environment. It is characterised by its relative peak area (P,), peak width/dispersion (LW), and
transverse relaxation time (T,). The parameters associated with each of the peaks varied between
samples, but without any significant correlation with flour composition (for all numerical values, see S3).
Peak A, with a relaxation time domain (T;) of less than 1 ms and peak B with a T, between 2 and 5 ms,
are associated with the populations of water most tightly bound to macromolecular components of the
sample. Peak C, with a T, ranging from 6 to 40 ms, and peak D, with a T, ranging from 40 to 60 ms,
correspond to water populations that are less tightly bound and are more likely to be found in

microporosities (Barron et al., 2021; Parenti et al., 2021).
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Fig. 5: Typical TD NMR T2 distributions of wheat flour dough for three different samples of the PS
collection. The x axis is the logarithmic scale of the relaxation time T2. The y axis corresponds to the
distribution amplitude expressed in absolute water content (% w/w).
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This four-peak distribution is typical of dough in an optimal hydration state, as previously identified by
(Dufour et al., 2023), and characterised by a well-structured and compact gluten network with many
thin protein strands (Dufour et al., 2024). Since a four-peak distribution is observed in all wheat flour
doughs from the PS-selection, it can be concluded that the doughs were optimally prepared with respect
to hydration and mixing time. While all flours tested, in PS collection, had protein contents close to0 9.5%,
their WEAX content and SV.AX levels varied (Table 1). This result indicates that changes in water-
extractable AX did not affect the number of water populations neither the distribution of relaxation
time. Consequently, the hydration state of the gluten network is not changed, even though water-
unextractable arabinoxylans (WU-AX, i.e. insoluble fibres) have been reported to interact with gluten
proteins (Zhou et al., 2021) or to change its structure (Nawrocka et al., 2018). Dufour et al. (2023)
indicated that hydration level, especially when deviating from the optimum value, is the most impactful
factor. Therefore, difference of protein content alone would likely not affect the number of peaks in the
distribution. This assumption was confirmed by testing TD-NMR relaxometry measurements on two
additional samples (see S3) having the highest and the lowest protein content (14 and 6.1%
respectively), who displayed the same distribution of relaxation time, characterised by four peaks, i.e.

typical of a gluten network with optimal hydration state.

3.5. EFFECTS OF GLUTEN NETWORK STRUCTURING AND STARCH GELATINIZATION ON LOW STRAIN
DOUGH RHEOLOGICAL BEHAVIOUR

The variations of the storage modulus E’ with rising temperatures has been predominantly attributed
to gluten cross-linking (Rouillé et al., 2010), and, to a lesser extent, to the gelatinization of starch
granules. The swelling of starch granules is influenced by the structuring of the gluten, as the gluten
network limits the swelling of the granules, while the two biopolymers compete for water (Rolee &
LeMeste, 1999). To analyse E’ variations, the ratio E‘'max/E’'min is often considered as an important
indicator (Dufour et al., 2024 ; Turbin-Orger et al., 2016). In these studies, E‘'max/E’'min is used to
emphasize the influence of the temperature in cross linking the gluten network, suggesting that the
ratio E'max/E’'min is inversely related to the initial level of gluten network structuring. However, this
usual interpretation does not hold in the present case, as no relation has been found between
E’'max/E'min and a variable reflecting gluten network such as W.Gluten, Gli, GluS or Prot. Moreover, in
the present work, no significant correlation was found between this ratio, and the technological
parameters or the composition (Fig.2). This result can be attributed to the fact that these two previous
studies were conducted on a limited number of flours with varying formulations and/or processing

conditions. In contrast, this study examines a broad spectrum of grain and flour compositions, with
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dough under optimal hydration, in order to provide a more comprehensive and specific evaluation of

the effect of protein and arabinoxylans.

Interestingly, the modules themselves (E'max and E’'min), exhibited more significant relationships with
protein-related variables (W.Gluten, Gli, GluS or Prot, which are all correlated) than their ratio
E'max/E'min as indicated the heatmap (Fig.2). Both E‘'max and E’'min displayed large negative
correlations with the protein content (Prot) (r=-0.62 for both) in contrast to the weaker positive
correlation of Prot with E‘'max/E’min (r=0.35). Similar patterns are observed for other protein and
gluten-related variables, such as Gli, GluS and W.Gluten. Notably, the maximum storage modulus
(E’'max) clearly depends on the amount of Wet Gluten (W.Gluten) or Gliadin content (Gli), with an
inverse relationship (R>=0.5 or R>=0.51 respectively), as illustrated in Fig.6. W.Gluten measures the
combined weight of the gluten and the water it entraps, providing insight into the mixing capacity of
the flour. A higher W.Gluten indicates greater water absorption (WA). Indeed, E'max showed a great
negative correlation with water absorption (WA) (r=-0.65) while E‘'max/E’min displayed no correlation
with WA (r=0.01). This relationship aligns with the relationship between E'max and W.Gluten (Fig.6). It
reflects the significant role of proteins in water absorption (Dexter et al., 1994 ; Greer & Stewart, 1959
; Tara et al., 1972). The primarily role of proteins in WA has been ascertained for this sample collection
(Rezette et al., 2025a) closely followed by damaged starch. This would explain why damaged starch, as
shown by the heatmap (Fig. 2), also shares a relationship with E‘'max (r=-0.48). The strong correlation
between protein content and W.Gluten (r=0.82) coupled with NMR results, reflecting a gluten network
optimally hydrated, for all samples, provides compelling evidence for the structural evolution of the
gluten network. As protein content and hydration increases, the gluten network becomes more

structured and tighter as depicted in the sketches in Fig.6, which, finally negatively impacts E’'max.
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Fig. 6: Variations of maximum storage modulus (E'max) with Wet Gluten (W.Gluten), and, in the insert,
comparative evolution with water absorption (WA); dotted line represents the best fitting by least square
regression : E’'max = 564,82*(W.Gluten)? — 50326 *(W.Gluten) + 2E+06. As suggested by the two pieces
of sketch, the gluten network became tighter with the protein and water content increase.

Consequently, higher E'max values suggest that, a gluten network initially less structured (i.e low
W.Gluten), offers more available water and less resistance for the swelling of starch granules during
heating. The latter mechanism is enhanced by the higher water adsorption capacity of gluten compared
to starch, which hinders wheat starch hydrothermal changes, as shown by Rakhshi et al. (2024) on
starch-gluten model systems, of similar hydration level as wheat flour dough. This interpretation is in
line with the results obtained, in the shear mode, by Jekle et al. (2016), also on starch-gluten model
systems, showing that the addition of gluten increased the solid character of the dough (G”/G’=tan &
decreases) while G*max decreased.The minimum storage modulus (E'min) also showed similar
correlations as E'max, with Prot (r=-0.62) and Gli (r=-0.66) but their interpretation is tricky because

E’'min values are obtained for low values of stress, close to the sensitivity limits of the DMTA equipment.

Finally, these results confirm the significant role of initial structuring of the gluten network, either in
limiting starch granule swelling or gluten cross-linking, as the temperature increases. Therefore, E'max
is somehow an indicator of gluten network development and structure. It reflects the complex interplay
between protein, starch, and dough hydration, and provides crucial insights into the rheological
properties of dough within the optimal hydration interval. Low-strain properties, i.e. in linear viscoelastic
domain, enhancing the solid behaviour of dough, are governed by the gluten network, which explains

the observed impact of W.Gluten.
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3.6. EFFECT OF ARABINOXYLANS ON LARGE STRAIN DOUGH RHEOLOGICAL BEHAVIOUR

Unlike the moduli, measured at low strain, there was no significant correlation between the consistency
index K and the protein content. However, K presents a correlation with the intrinsic viscosity of water
extractable arabinoxylans, IV.AX (Fig.7, R? = 0.47). Note that this relation is enhanced when considering
only the 25 wheat samples intended for breadmaking (R*=0.60), which is of importance for practical
applications. In addition, the range of K values is independent of the wheat samples selection (PS or PP).
When considering only the P and PP-selection from flours classified for breadmaking, the relation
between K and IV.AX remains (R*> = 0.67, data not shown), suggesting that it is independent of the

protein content. These results underscore the significant role of AX in determining dough extensional

properties.
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Fig. 7: Variations of consistency index K, derived from extensional viscosity, with the intrinsic viscosity of
water-extractable arabinoxylans IV.AX, for breadmaking flours (full forms.- ) and flour for other uses
(empty formsOEI ) with distinction between P and PP-selection (circles O® ) and PS-selection (triangles

). Fitting by least square regression has been performed only for breadmaking flour samples (K = -
379,79*(IV.AX)? + 6977,6 *(IV.AX) — 11158).

In contrast with low strain tests, large strain tests primarily engage the viscous properties of the dough
matrix, which are involved during dough processing and reveal its liquid-like behaviour. The consistency
index, K provides an index of extensional viscosity, and the intrinsic viscosity is related to the AX chain-
length distribution (Dervilly-Pinel et al., 2001). So, the relationship between K and the intrinsic viscosity
of arabinoxylans (IV.AX) can be explained by the presence of larger AX molecules (high IV-AX), which are
more prone to entangle. These molecular features concur to increase the viscosity of the liquid phase

embedding the gluten network and therefore, they would contribute to an additional resistance to
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deformation and, consequently an increase in the overall consistency of the dough. The involvement of
soluble arabinoxylans properties in this liquid phase supports previous hypotheses. Calculations by
Neukom et al. (1967) suggested that the concentration of arabinoxylans in the available water within
the dough is such that they would form a soft gel rather than a viscous solution, inevitably contributing
to the consistency of the dough (Neukom, H., T. Geissmann, and T. J. Painter: Bakers Digest 41 (1967) ;
cited in McCleary et al. (1986)).

In addition, NMR results showed that changes of IV.AX did not modify water proton mobility, hence
dough hydration state (see section 3.4). So, the correlation between IV.AX and K suggests that dough
extensional viscosity is mainly influenced by the environment of the gluten-starch matrix. This
environment may be envisioned as the aqueous fraction between the gluten strands, and it has been
studied through dough liquor analysis for its role in bubble growth and film stability during dough
fermentation (Janssen et al., 2020 ; Min et al., 2020 ; Turbin-Orger et al., 2015). These studies have
shown that this fraction exhibits a flow behaviour characteristic of a polysaccharide-protein mixture,
whose surface tension is determined by lipid and soluble protein contents, whereas its bulk viscosity is
governed by the polysaccharides molecular weight. An attempt to summarise such complex structure
and interactions is proposed in a diagram in fig.8, representing the medium in which the properties of
soluble arabinoxylans manifest at dough scale. Our results suggest that higher molecular weight
arabinoxylans increase entanglements and coverage of the gluten-starch interface, as illustrated in
Fig.8. These findings provide valuable insights into the complex interplay between gluten network and
soluble polysaccharides, parts of dietary fibres (Zhou et al., 2021). They can better explain the effect of

soluble fibres on dough rheological behaviour, in breadmaking applications (Arufe et al., 2017).
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Fig. 8: Schematic interpretation of the macro-distribution of various components in bread dough
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4. Conclusion

This study offers insights into the complex interplay between proteins and arabinoxylans in determining
wheat dough rheological properties. Doughs were mixed at optimum hydration state, as checked by TD-
NMR results. The study selected 37 wheat flour samples from a pool of 150 to explore the impact of a
broad range of arabinoxylan and protein contents and features, reflecting the typical variation expected

across different harvests and cultivars.

At low deformations, as expected, dough behaviour is primarily influenced by gluten network
development. The inverse relationship between maximum storage modulus and wet gluten content
suggests that a more developed gluten network offers less available water and more resistance to starch
granule swelling upon heating. At large deformations, the influence of arabinoxylan properties,
particularly their intrinsic viscosity, on dough extensional viscosity, prevails. Indeed, the consistency of
the dough was found to increase with arabinoxylan intrinsic viscosity. This last result is reported for the
first time, and it underlines the role of a minor component, the arabinoxylans, in dough rheology. Our
findings highlight the differential impacts of these components on dough behaviour at low and large
deformations, which are critical for various stages of the breadmaking process. They also contribute to
provide professional, breeders and bakers, with new criteria to handle wheat variability and assess its

technological quality.
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SUPPLEMENTARY DATA

S1: results from low deformation and large deformation on the 37 selected samples.

Sample E'min E'max E'max/E'min T°E'min T°E'max SHI K N
name (kPa) (kPa) (°C) (°C) (kPa.sn)

2 71 950 13.7 41 71 2.07 16.2 0.26
7 51 693 13.6 42 70 1.77 154 0.36
8 57 736 13.0 45 69 1.92 16.0 0.29
12 79 778 9.8 42 69 191 16.1 0.27
22 66 812 124 43 71 1.83 17.9 0.32
25 104 1032 10.5 44 74 1.92 21.4 0.30
27 63 667 10.7 46 73 1.93 14.6 0.29
37 83 944 114 49 72 1.77 22.2 0.37
42 81 806 10.0 49 72 1.45 16.6 0.42
45 90 838 9.4 48 71 1.68 133 0.29
50 83 878 11.0 44 71 1.73 21.9 0.37
51 109 929 8.6 43 71 1.72 19.2 0.32
54 57 655 116 45 70 1.82 13.0 0.32
55 65 787 12.2 43 72 1.77 17.5 0.34
62 82 743 9.2 45 72 1.73 15.0 0.32
77 83 977 11.7 43 68 1.74 19.1 0.33
80 89 989 111 41 67 1.70 19.6 0.32
82 72 651 9.1 45 69 1.73 16.6 0.30
84 62 664 10.7 45 70 1.76 14.1 0.31
85 74 618 8.4 43 69 1.80 16.3 0.30
88 67 945 14.0 42 72 1.84 20.9 0.34
97 84 787 9.5 44 73 1.67 19.8 0.37
100 95 812 8.7 42 72 1.64 20.1 0.31
101 96 754 7.8 41 71 1.72 15.6 0.29
111 95 940 9.9 48 73 1.65 16.0 0.31
112 135 1063 7.9 41 72 1.51 21.1 0.34
113 104 861 8.3 42 72 1.64 15.9 0.30
118 125 963 7.9 49 73 1.54 12.2 0.34
119 87 805 9.2 42 73 1.54 111 0.29
124 107 770 7.2 42 71 1.54 16.7 0.32
128 141 1125 8.1 46 72 1.61 18.1 0.33
137 65 861 134 42 73 1.68 141 0.37
141 93 965 104 41 71 1.90 14.3 0.23
143 89 949 10.7 43 73 1.71 12.2 0.28
146 75 939 12.5 43 71 1.55 13.0 0.34
148 91 894 9.8 40 70 1.80 20.5 0.33
150 101 781 7.8 43 70 1.48 13.5 0.34
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S2: Typical variations of storage modulus E’ as a function of dough temperature determined by DMTA for
the two flour with the lowest and highest intrinsic viscosity from arabinoxylans (resp. L-IV.AX and H-1V.AX)

but similar protein content.
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S3: Results from TD-NMR on the PS-selection (except sample 7 and 128). P2; and Lw; are expressed in

absolute water content (% w/w).

Sample

name  122(Ms) Tao(ms) Tac(ms) Taa(ms)  Paa(%) Pa (%) Pac(%) Paa (%) Lws Lwp Lwe Lwg
7 0,99 3,72 17,79 43,74 4,58 6,78 28,14 2,37 0,29 0,47 0,67 0,18
22 1,16 3,74 16,83 48,85 6,06 7,14 28,73 1,45 0,27 0,47 0,79 0,17
25 0,85 3,93 17,55 43,53 4,65 9,15 26,99 1,93 0,18 0,37 0,69 0,19
55 0,85 3,79 18,54 46,21 4,51 9,21 28,68 1,57 0,20 0,39 0,64 0,16
62 0,72 3,98 17,65 45,76 4,03 9,25 29,48 1,59 0,16 0,32 0,65 0,16
84 0,77 4,26 18,41 46,29 4,67 8,52 28,48 3,03 0,17 0,35 0,69 0,21
88 0,88 4,01 18,28 41,06 4,60 8,45 28,14 2,38 0,20 0,37 0,61 0,15
97 0,87 3,83 16,98 38,73 4,59 8,81 27,42 3,40 0,20 0,39 0,66 0,22
100 0,97 3,91 18,04 40,58 4,96 8,54 27,75 3,10 0,22 0,46 0,64 0,25
101 0,88 3,95 17,61 50,35 4,60 8,87 28,92 1,54 0,20 0,42 0,76 0,19
112 0,77 4,17 18,67 41,88 4,45 8,61 28,73 3,00 0,16 0,32 0,59 0,19
124 0,86 3,92 17,46 42,64 4,40 8,71 29,63 2,19 0,20 0,43 0,69 0,18
128 1,24 4,28 19,07 41,56 6,45 9,01 25,73 6,94 0,24 0,43 0,69 0,36
137 0,79 3,86 17,54 40,00 4,34 9,33 27,72 2,37 0,18 0,36 0,57 0,16
141 0,73 3,87 18,55 53,53 3,89 9,86 29,16 0,89 0,16 0,34 0,74 0,14
143 0,80 3,83 17,39 49,81 4,70 8,78 28,81 1,59 0,20 0,37 0,77 0,16
146 0,69 3,97 16,97 42,88 4,24 9,93 27,19 2,06 0,16 0,33 0,65 0,17
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2. COMPLEMENTS D’ARTICLE : CONFRONTATION DES RESULTATS SUR R2

Les relations déterminées a partir des données de la campagne R1, présentées en section 1.2 de ce chapitre ont
été confrontées a celles de R2 avec la sélection correspondante qui a été réalisée selon les méme critéres que
pour R1. Cette sélection est illustrée sur la Figure 26.
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Figure 26 : Sélection des échantillons sur R2 selon les relations de A) Indice d'élasticité (le) et B) Absorption d’eau (WA) en fonction du taux de
protéines (Prot). Les échantillons de la P-Sélection O sont caractérisés par leur bonne prédiction de I'le par Prot seul ; les échantillons de la PP-
sélection © sont caractérisé par leur pauvre prédiction de le par Prot seul ; les échantillons de la pS-Sélection @ sont caractérisés par des
variations de WA avec de faibles variation en Prot.

Pour la campagne de récolte R2, la procédure de sélection s’est avérée moins efficace que pour R1, en raison de
difficultés a maintenir un équilibre entre les critéres de sélection. En effet, les échantillons de la sélection PS (en
vert sur la Figure 26.B) avaient pour objectif de rassembler des échantillons présentant des valeurs d’absorption
d’eau (WA) variées tout en conservant une teneur en protéines relativement constante, afin d’isoler I'effet
d’autres variables sur WA. Cependant, la volonté d’introduire une large variabilité de teneur en arabinoxylanes
solubles (WEAX), a nécessité I'inclusion d’échantillons avec des teneurs en protéines plus hétérogenes que ceux
de R1. Cette contrainte a rendu la sélection plus laborieuse et moins satisfaisante pour la sélection PS de R2. En
outre, les valeurs de I'Indice d’Elasticité (le) des échantillons de la sélection PS de R2 sont plus variables (Figure
26.A) que celles de la sélection PS de R1 (voir article en section 1.2 de ce chapitre).

L’analyse des corrélations entre les données issues des mesures de rhéologie en faible déformation par DMTA
montre que la relation entre le module de stockage maximal (E'max) et le gluten humide (W.Gluten), est moins
satisfaisante que celle établie pour R1 (Figure 27.A). Cependant, la relation est meilleure en comparant E‘'max a la
quantité de gliadines (Gli) (Figure 27.B), ce qui suggere que cette derniere variable serait un meilleur indicateur
du taux de structuration initial du gluten par rapport a W.Gluten, alors que pour R1 Gli ou W.Gluten présentaient
des corrélations équivalentes avec E'max.
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Figure 27 : Comparaison des relations entre la premiére campagne de récolte (R1, ®) et la deuxiéme campagne de récolte (R2, ®) pour : A) le
module maximum (E'max) et le gluten humide (W.Gluten) ; B) E'max et la quantité de gliadines (Gli)

Concernant les résultats des mesures en grande déformation par LSF, la relation entre la consistance (K) et la
viscosité intrinseéque des AX (IV.AX), n'est pas aussi satisfaisante avec R2, qu’avec R1 (Figure 28.A). En effet, la
plage de variation des valeurs de viscosité intrinseque des AX était plus restreinte pour R2 (5,1 a 7,6 dL/g)
comparativement a R1 (4,1 a 8,2 dL/g). Toutefois, en prenant en compte les deux campagnes de récolte, la
corrélation est plus satisfaisante (r’= 0,46, Figure 28.B) et se rapproche de celle observée avec R1 (R? = 0,60).
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Figure 28 : Relation entre la consistance (K) et la viscosité intrinséque des arabinoxylanes (IV.AX) pour : A) la campagne de récolte R2, pour les
blés panifiables (®) et pour les autres usages (®) ; B) les deux campagnes de récolte R1(®) et R2(®)

Ainsi, la relation entre K et IV.AX n’est observée que pour une plage restreinte des valeurs de IV.AX pour R2 et
mériterait donc d’étre validée sur un nombre plus grand d’échantillons avec une gamme de valeurs d’IV.AX plus

large.
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3. COMPLEMENTS SUR LES ETUDE DE LA MOBILITE DE L'EAU PAR TD NMR

La relaxométrie de RMN nous a permis de vérifier I'état d’hydratation optimal du réseau de gluten dans les pates
réalisées pour I'étude rhéologique (section 1.2 de ce chapitre, I'article soumis pour publication dans Food
Hydrocolloids). Dans ce chapitre, nous avons exploré I'impact de la variabilité de composition de notre sélection
d’échantillons sur les parameétres de mobilité de I'eau mesurés par relaxométrie RMN.

Objectifs :

Ce travail visait a étudier I'impact des arabinoxylanes (AX) sur la mobilité de I'eau dans les pates, en utilisant des
techniques de relaxométrie par résonance magnétique nucléaire (TD-NMR). Quinze échantillons sur les 150 lots
de la premiere campagne de récolte Evagrain (R1) ont été sélectionnés spécifiguement en fonction de leurs
caractéristiques liées liés aux composants non protéiques et en se focalisant sur les AX, avec un contenu en
protéines peu variable. Pour chaque échantillon, la distribution continue des composantes de relaxation T2 a été
acquise via I'application d’une transformée de Laplace inverse sur le signal de relaxation obtenu a partir de la
séquence CPMG (Carr-Purcell-Meiboom-Gill). Les différents pics présentés par la distribution correspondent a
diverses populations d'eau, en termes de population relative, de mobilité et d'homogénéité. Les recherches
antérieures ont montré que ces populations peuvent étre reliées a différents états du réseau de gluten (Dufour et
al., 2023). Il s’agit ici de vérifier si la mobilité de I'eau évolue en fonction de la composition des farines, en se
focalisant sur les arabinoxylanes grace a la sélection réalisée, et de voir par exemple, si les AX influencent les
populations d'eau associées au réseau de gluten.

Résultats :

Comme indiqué précédemment, les résultats de relaxométrie RMN, forme et nombre de pics des distributions du
Ta, coincident avec des réseaux de gluten bien structurés (Figure 29), selon les résultats de (Dufour et al., 2023).
L'objectif d’obtenir des pates prétries de maniere a former un réseau de gluten optimal est donc atteint pour
'ensemble des échantillons. En outre I'analyse en relaxométrie RMN de deux échantillons supplémentaires
présentant un taux de protéines respectivement trés faible et trés élevé, ont conduit a des distributions similaires.

Concernant les distributions de T2, chaque pic représente une population d’eau dont la quantité est représentée
par son aire P2, la mobilité par son temps T2 et I'homogénéité par la largeur de pic a mi-hauteur Lw. Des temps T2
courts indiquent une eau fortement liée avec une mobilité restreinte. Cette eau est souvent associée aux
macromolécules (comme les protéines) ou piégée dans des structures rigides. Des temps T2 longs indiquent une
eau plus libre, avec une plus grande mobilité, souvent trouvée dans des pores plus larges ou dans des espaces
interstitiels et associée aux fibres (comme les arabinoxylanes) (Leys et al., 2020 ; Parenti et al., 2021).

L’analyse des corrélations entre variables associées a la mobilité de I’'eau (T>, P2) et les données issues des analyses
de composition ou technologiques, met en évidence une seule corrélation significative (r=-0.82, p-value<0,001)
entre le rapport A/X.WU qui refléte le taux de substitution des chaines d’AX insolubles, et la mobilité de I'eau (T2)
associé a la population C décrite comme I'eau associée au réseau de gluten (Dufour et al., 2023). Cette relation
est illustrée sur la Figure 30 avec les écarts-types correspondants aux 5 répétition de mesure du Ta. La corrélation
négative suggeére qu’un fort taux de substitution des AX (rapport A/X.WU élevé) est associé a une moindre mobilité
de I'eau de la population C (T2 plus faible).

Les autres corrélations sont moins significatives, et peuvent étre plutot qualifiées de tendances.
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Figure 29 : Représentation caractéristique des résultats de relaxométrie RMN obtenus pour 'ensemble des échantillons sélectionnés. Résumé
des corrélations (positives en vert et négatives en rouge) entre les données de composition/technologiques et les variables qui caractérisent les
pics (temps de relaxation Tz représentant la mobilité de I'eau, Pz représentant la population relative).
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Figure 30 : Corrélation entre le temps de relaxation T» du pic C et le rapport Arabinose sur Xylose des Arabinoxylanes insolubles (A/X.WU).

La superposition de deux échantillons présentant des valeurs extrémes de rapport A/X.WU illustre le décalage du
pic C en fonction de ce rapport (Figure 31). Etant donné que la population C est associée a la structuration du
réseau de gluten, il est difficile d’expliquer I'impact des AX insolubles sur T2C par un mécanisme simple directement
lié a leur structure. A cet égard, dans un systeme modele tres différent, constitué de films d’AX purs de structures

diverses, un rapport A/X élevé (taux de substitution élevé des AX) favorisait au contraire la mobilité de I'eau dans
les films (Ying et al., 2013).

A noter que la sélection a été faite en tenant compte de caractéristiques différents selon les AX solubles et non
selon d’autres parametres. Ainsi les tendances relevées avec cet échantillonnage pourraient étre confirmées avec
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des valeurs plus extrémes (sur les 150 échantillons de R1, la plage de données pour le rapport A/X.WU va de 0,6 a
0,9, un peu plus large que celui de la sélection allant de 0,7 a 0,85).

2,5 1,2

-
w

Amplitude (%)
Population (%)

[y

0,5

1E-01 1E+00 1E+01 1E+02
T2 (ms)

Figure 31 : superposition des distributions de T2 de I'échantillon 84 en bleus strié et 'échantillon 146 en vert uni (les deux échantillons aux valeurs
A/X.WU les plus extrémes de la sélection
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SYNTHESE, CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Cette thése apporte une contribution significative a la compréhension des mécanismes structuraux intervenant
dans la qualité technologique du blé tendre, en mettant en lumiere I'importance des composants minoritaires de
I'albumen du grain de blé, les lipides et arabinoxylanes, dans le processus de panification. Grace a I'étude
approfondie de 290 échantillons de blé francais dans le cadre du projet ANR EVAGRAIN, elle révéle I'impact crucial
de ces composants, souvent sous-estimés, sur les propriétés de la pate, en allant au-dela des criteres
traditionnellement utilisés, comme la teneur en protéines et 'amidon endommagé.

Impact des arabinoxylanes solubles dans les pdtes de farines blanches

Les résultats montrent que la variabilité des arabinoxylanes solubles influence significativement I'absorption d'eau
des farines, et que cette influence se répercute ensuite sur le comportement des pates. L'étude a également mis
en évidence des relations entre la consistance de la pate, déterminée a partir de la viscosité élongationnelle, et la
viscosité intrinséque des arabinoxylanes solubles, suggérant que cette caractéristique, directement reliée a la
longueur des chaines du polymere, joue un réle crucial dans la détermination des propriétés rhéologiques de la
pate.

Il est intéressant de noter que les arabinoxylanes insolubles, qui sont souvent invoqués dans la littérature pour
leurs effets en panification, notamment au travers la capacité d’absorption d’eau attribuée aux fibres/parois, n’ont
pas monté d’effet significatif dans cette étude, contrairement aux solubles. Ce résultat pourrait s'expliquer par
|'utilisation de farines blanches, ou la variabilité des arabinoxylanes insolubles est moindre par rapport a celle des
solubles. Il ouvre une piste intéressante pour de futures recherches, notamment en explorant I'impact des farines
completes. Une telle approche permettrait non seulement de prendre en compte les tendances actuelles de
consommation, et les recommandations nutritionnelles, mais aussi d'explorer la variabilité des lipides et des
arabinoxylanes dans les sons, qui differe significativement de ceux de l'albumen. Ces composants, considérés
comme mineurs dans les farines blanches, deviennent prépondérants dans les farines completes, et modifient les
dynamiques d’interaction dans le processus de panification. Une telle approche ouvrirait une perspective plus
large de leur impact sur la qualité boulangere.

Impact des lipides dans les pdtes de farines blanches

Dans notre étude, le role des lipides sur le comportement des pates est moins systématiquement mis en évidence
que celui des arabinoxylanes. Il demeure néanmoins significatif, notamment en ce qui concerne la force
boulangere (W) et I'allongement de la pate au fagonnage (DE), ce qui souligne I'importance de la variabilité de ces
constituants pour la panification.

Le choix d’analyser les acides gras des lipides liés ou non liés a I'amidon plutét que les différentes classes de lipides,
tels que les glycolipides (GL), phospholipides (PL) et lipides neutre (LN), a été dicté par des considérations
techniques, liées au nombre d’échantillons et aux contraintes de temps. Toutefois, cette approche présente des
limitations importantes en termes d’interprétation. En effet, I'état de I'art suggére qu’un équilibre entre les
différentes classes de lipides est essentiel, et que les GL jouent un réle spécifique en panification. Or, ces derniers,
qui constituent une partie des lipides non-liés a I'amidon, n’ont pas pu étre mesurés avec I'approche utilisée. Par
conséquent, séparer les classes de lipides plutét que de mesurer simplement les teneurs en acides gras des
fractions liées et non-liées a I'amidon, contribuerait a mettre en évidence I'impact de la variabilité des GL sur le
comportement des pates.
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Variabilité de la composition, tributaire de I’échantillonnage EVAGRAIN

Bien que notre échantillonnage ait permis de maximiser la variabilité de la composition des échantillons de blé, il
inclut des blés hors de la catégorie strictement panifiable (BP ou BPS), tels que des blés biscuitiers (BB) et des blés
améliorants de force (BAF). Si ces profils extrémes ont permis d’élargir la diversité des profils, ils ne représentent
pas toujours les propriétés caractéristiques des blés panifiables. Il aurait donc pu étre pertinent de cibler les
analyses de prédiction en se concentrant sur les blés strictement panifiables, qui présentent notamment des
variations plus restreintes de teneurs en protéines. Cela pourrait améliorer la précision des modeéles prédictifs,
comme ce fut le cas pour la viscosité élongationnelle. Les effets des composants minoritaires sur le comportement
des farines seraient ainsi mieux révélés, en minimisant l'influence dominante des protéines, et donc du réseau de

gluten qui leur est intimement lié.

Impact des composant majoritaires de la farine et évaluation de la qualité par les outils classiques

Le farinographe et I'alvéographe sont des outils largement utilisés pour évaluer la qualité des blés. Cependant les
mesures qui en découlent restent tres empiriques et ne permettent pas toujours de guider efficacement
I"utilisateur, en dehors d’un usage restreint a la comparaison des farines, ni d’établir des relations claires avec la
composition des farines. En effet, ces appareils sont utilisés avec des conditions prédéfinies, telles qu’une teneur
en eau de 50 % pour l'alvéographe, ou une consistance spécifique pour le farinographe, qui différent des
conditions réelles, ce qui réduit considérablement la portée d’interprétation de leurs résultats. Méme si I'objectif
principal de cette thése était d’étudier les composants minoritaires, nos travaux ont également apporté des
précisions intéressantes sur le réle indéniable des constituants majoritaires, les protéines et I’'amidon. Nous avons
notamment confirmé leur fort impact sur I'absorption d’eau, mesurée au farinographe, ainsi que I'influence
prépondérante des gluténines insolubles (Glul) sur 'indice d’élasticité (le), déterminé a 'aide de I'alvéographe.
Par ailleurs, nous avons illustré I'ensemble des relations étudiées entre la composition, les variables
technologiques et de qualité dans le chapitre IV, que nous rappelons ici sur la Figure 32, ou les fleches épaisses,
reliées aux protéines et a I'amidon endommagé, soulignent I'importance de leurs impacts.
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Figure 32 : Résumé des relations entre la composition des farines et les variables technologiques (le, P, W et WA) et de qualité (DE). L'épaisseur
des fléches représente I'importance de la relation et leur couleur détermine son signe (rouge négative et verte positive) ;

Cases rouges, les variables relatives aux protéines : Prot : Proteines ; Glul : Glutenines insolubles ; GluS : Glutenines solubles ;

Cases jaunes, les variables relatives a I'amidon : SS : Amidon soluble ; SD : Amidon endommagé mesuré par absorption d’iode ;

Cases vertes, les variables relatives aux composés minoritaires : AXTOT : Arabinoxylanes totaux ; A/X.TOT : Ratio arabinose sur xylose ratio des
AXTOT ; IV.AX : Viscosité intrinseque des arabinoxylanes ; SV.AX : Viscosité spécifique des arabinoxylanes ; C18.TOT : Acide stéarique C18 total
Cases bleu clair, les variables technologiques : WA : Absorption d’eau ; le : Index d’élasticité ; W : Force boulangere ; P : Tenacité;
Cases bleu foncé, les variables de qualité : DE : Allongement au fagconnage.
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Approche systémique

Cette these a exploré I'impact des composants minoritaires en tenant compte de leur variabilité naturelle et de
leur environnement réel, contrairement a I'approche basée sur la reconstitution de farines modeéles, ou les
composants sont ajoutés séparément, sous des formes plus ou moins purifiées (amidon, gluten, et éventuellement
fibres/AX). Cette approche a conduit a des travaux examinant I'effet des arabinoxylanes (AX) via I'ajout de fractions
isolées (WE-AX ou WU-AX) pour évaluer leur influence sur des propriétés comme [|'absorption d’eau et a
notamment permis de déduire des valeurs d’absorption pour les fractions solubles (WE-AX) et insolubles (WU-
AX).

Cependant, cette approche « isolement et reconstitution » peut conduire a des hypothéses spéculatives sur les
mécanismes en jeu et sur le réle réel des différents constituants dans les propriétés de la pate. En ce qui concerne
les différentes fractions d’AX, la tentative de dissocier une valeur d’absorption d’eau intrinseque aux fractions
solubles (WE-AX), indépendante de celle des fractions insolubles, est contestable. En effet, dans le grain de blé,
les AX solubles et insolubles sont colocalisés dans la paroi cellulaire de I'albumen et interagissent lors de
I'hydratation de la farine, en compétition avec les autres composants, tels que 'amidon et les protéines.

C'est I'apport d'énergie lors du pétrissage qui permet progressivement aux fractions solubles (WE-AX) de diffuser
dans la phase liquide de la pate, et, par conséquent, d’affecter le comportement rhéologique de la pate. En toute
rigueur, on ne peut pas attribuer une capacité d'absorption d'eau a des fractions solubles telles que les WE-AX.
Cela n’exclut cependant pas que la variabilité naturelle des quantités de WE-AX puisse affecter la capacité
d'absorption d'eau des farines.

Cette recherche souligne ainsi l'importance cruciale d’avoir adopté ici une approche intégrée « systémique », qui
a pris en compte I'ensemble des composants et leurs interactions dans des matrices réelles plutot que de maniere
isolée. Elle a permis une compréhension plus nuancée et réaliste des mécanismes a I'ceuvre dans la pate a pain. Il
semble plus approprié de considérer que les impacts observés dans des études précédentes, et dans ce présent
travail, résultent d'un ensemble complexe d'interactions, de propriétés physico-chimiques et d’'une compétition
pour l'eau, qui créent des environnements plus ou moins favorables a la structuration des polymeres de la matrice,
notamment du réseau de gluten.

Une illustration du réle de chaque constituant dans la matrice d’une pate a pain est proposée dans la Figure 33.
Elle se base sur nos résultats ainsi que sur I'état de I'art de la littérature. Le réseau de gluten enserre les grains
d’amidon, tandis que les fibres insolubles interagissent avec ce réseau. Les bulles de gaz sont stabilisées par les
lipides, les protéines et les arabinogalactanes. La phase liquide interstitielle contient les constituants solubles de
la farine, tels que les oligosaccharides, les protéines (albumines et globulines) ainsi que les arabinoxylanes solubles
(WE-AX). Ces derniers, bien que présents en quantité relativement faibles, comparée aux protéines, jouent un role
essentiel en contrdlant la viscosité de cette phase liquide, influencant ainsi la consistance de la pate. La quantité
d’AX solubles est directement liée a la viscosité, celle-ci étant également déterminée par leur encombrement en
solution, reflété par leur viscosité intrinseque.
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Figure 33 : Proposition d'illustration de localisation et réle des composants de la farine de blé au sein de la pate & pain, a I'issue du pétrissage
(interface Gas Cell adaptée de Mills et al., (2003) ; Turbin-Orger et al. (2015))

Perspectives et applications

En conclusion, cette thése souligne la nécessité d'une approche systémique dans |'évaluation de la qualité du blé.
Elle démontre que la variabilité naturelle des arabinoxylanes et des lipides, composants minoritaires, joue un role
crucial dans le processus de panification, aux cotés des composants majoritaires que sont les protéines et I'amidon
endommagé. Elle apporte ainsi une contribution significative a la compréhension des mécanismes complexes qui
régissent la qualité technologique du blé tendre. L'intégration de ces composants minoritaires, en tant que critéres
de qualité ouvre la voie a de nouvelles stratégies pour améliorer la qualité du blé et optimiser les processus de
panification, ouvrant des perspectives prometteuses pour la recherche en science des aliments et I'industrie
boulangere, tout en répondant aux exigences croissantes du secteur de la panification.

A titre d’exemple, une perspective de ce travail pour I'évaluation de la qualité des blés serait de développer un
dosage rapide des WE-AX par la mesure de la viscosité de I'extrait aqueux de farine de blé, afin d’accéder
directement a la viscosité spécifique des arabinoxylanes solubles. Une alternative, serait d’utiliser une approche
par spectroscopie proche infrarouge (NIRS) afin de prédire rapidement la teneur en arabinoxylanes solubles. Ces
méthodes offriraient aux industriels une solution rapide et efficace pour évaluer ces composants sans recourir a
des dosages complexes. De plus, elle pourrait s’'intégrer a la conception d’un systeme d’aide a la décision, capable
de générer une évaluation précise de la qualité technologique du blé, et donc répondant a I'objectif du projet
EVAGRAIN.
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Annexe 1 : Résumé des caractéristiques technologiques et de composition des 140 blés de la deuxiéme campagne de récolte (R2) utilisés pour la modélisation de WA

Variables technologiques

WA Hardness HFN W.Gluten D.Gluten P/L* w* le*
Unité % % seconds g g / 104 /
Min-Max 50.3-63.9 15-100 210-502 15.2-431 49-13 0.18 - 3.09 67 -492 25.1-72.3
Moyenne 56.4 73 382 27.0 8.3 0.88 237 53.0
CV (%) 4.5 24.8 13.5 20.5 20.7 53.8 39.1 16.7
Variables de composition
Prot UPP GluT Glus Gli/GluT Gli/GluS SS SD
Unité g/100 g / g/100 g g/100 g / / g/100 g UCDc
Min-Max 6.7-13.7 0.16-0.61 244 -5.72 1.35-2.89 0.76 -1.32 1.29-2.87 0.96-5.13 12.9-254
Moyenne 9.4 0.49 3.90 1.96 1.04 2.07 3.09 20.7
CV (%) 16.7 15.8 19.0 15.0 10.7 135 29.3 10.0
AXTOT WEAX A/X.TOT A/X.WE IV.AX SV.AX C16.TOT C18.TOT
Unité g/100 g g/100 g / / dl/g mV.mL g/100 g g/100 g
Min-Max 1.05-2.35 0.26-1.20 0.59-0.93 0.47-0.72 5.07-8.32 171-961 0.19-0.38 0.009 - 0.030
Moyenne 1.59 0.53 0.69 0.60 6.48 482 0.29 0.020
CV (%) 159 334 8.2 8.4 104 33.2 10.6 23.1
C181n7.TOT C181n9.TOT C182n6.TOT C183n3.TOT
Unité g/100 g g/100 g g/100 g g/100 g
Min-Max 0.006 - 0.014 0.058 - 0.150 0.41-0.89 0.02 - 0.06
Moyenne 0.009 0.092 0.59 0.04
CV (%) 17.5 19.1 16.0 19.7

WA : Absorption d’eau ; HFN : Temps de chute d’Hagberg ; W.Gluten : Gluten humide ; D.Gluten : Gluten sec ; P/L : Rapport tenacité sur extensibilité ; W : Force boulangére ; le : Index d’élasticité ; Prot : Protéines ; UPP :
pourcentage de protéines polymériques non extractibles ; GIuT : Gluténines totales ; GluS : Gluténines solubles ; Gli/GIuT : Rapport Gliadines sur GIuT ; Gli/GluS : Rapport Gliadines sur GluS ; SS : Amidon Soluble ; SD :
Amidon endommagé mesuré par absorption d’iode ; AXTOT : Arabinoxylanes totaux ; WEAX : Arabinoxylanes solubles ; A/X.TOT : Rapport Arabinose sur Xylose des AXTOT ; A/X.WE : Rapport Arabinose sur Xylose des
WEAX ; IV.AX : Viscosité Intrinseque des WEAX ; SV.AX : Viscosité Spécifique des WEAX ; C16.TOT : Acide palmitique C16 total ; C18.TOT : Acide stéarique C18 total ; C181n7.TOT : Acide vaccénique C18:1n-7 total ;
C181n9.TOT : Acide oléique C18:1n-9 total ; C182n6.TOT : Acide linoléique C18:2n-6 total ; C183n3.TOT : Acide alpha-linolénique C18:3n-3 total.

*Variables complémentaires non utilisées pour la modélisation de WA.
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Annexe 2 : Heatmap sur les 140 échantillons de la deuxiéme campagne de récolte (R2) pour la modélisation de |'absorption d’eau (WA)
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WA : Absorption d’eau ; HFN : Temps de chute d’Hagberg ; W.Gluten : Gluten humide; D.Gluten : Gluten sec ; P/L: Rapport tenacité sur extensibilité ; W : Force boulangeére ; le : Index d’élasticité ; Prot : Protéines ; UPP :
pourcentage de protéines polymériques non extractibles ; GIuT : Gluténines totales ; GluS : Gluténines solubles ; Gli/GIuT : Rapport Gliadines sur GIuT ; Gli/GIuS : Rapport Gliadines sur GIuS ; SS : Amidon Soluble ; SD :
Amidon endommagé mesuré par absorption d’iode ; AXTOT : Arabinoxylanes totaux ; WEAX: Arabinoxylanes solubles ; A/X.TOT : Rapport Arabinose sur Xylose des AXTOT ; A/X.WE : Rapport Arabinose sur Xylose des
WEAX; IV.AX : Viscosité Intrinséque des WEAX ; SV.AX : Viscosité Spécifique des WEAX ; C16.TOT : Acide palmitique C16 total ; C18.TOT : Acide stéarique C18 total ; C181n7.TOT : Acide vaccénique C18:1n-7 total ;
C181n9.TOT : Acide oléique C18:1n-9 total ; C182n6.TOT : Acide linoléique C18:2n-6 total ; C183n3.TOT : Acide alpha-linolénique C18:3n-3 total.
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Annexe 3 : Résultats du test du critere d'information bayésien (BIC) pour prédire |'absorption d’eau (WA) sur la
campagne de récolte 2 (R2) avec A) les variables de composition ; B) les variables de composition et technologiques.
Chaque ligne représente un modele, chaque colonne représente une variable. Les modéles étudiés, c'est-a-dire

sans multi-colinéarité, sont surlignés en bleu et identifiés (M’1, M’2 ...) a droite.
Légende des figures : HEEM variable inclue dans le modéle ; »==t variable inclue dans le modele mais

colinéaire avec une autre variable de ce modele (VIF score >5)
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WEAX : Arabinoxylanes solubles ; AX-TOT : Arabinoxylanes totaux ; A.X.WE : Rapport Arabinose sur Xylose des WEAX ; AX.TOT : Rapport
Arabinose sur Xylose des AXTOT ; IV.AX : Viscosité Intrinseque des WEAX ; SV.AX : Viscosité Spécifique des WEAX ; Prot : Protéines ; UPP :
pourcentage de protéines polymériques non extractibles ; GIuT : Gluténines totales ; GIuS : Gluténines solubles ; Gli.GIuT : Rapport Gliadines
sur GIuT ; Gli.GIuS : Rapport Gliadines sur GIuS ; SS : Amidon Soluble ; SD : Amidon endommagé mesuré par absorption d’iode ; C16.TOT : Acide
palmitique C16 total ; C18.TOT : Acide stéarique C18 total ; C181n7.TOT : Acide vaccénique C18:1n-7 total ; C181n9.TOT : Acide oléique C18:1n-
9 total ; C182n6.TOT : Acide linoléique C18:2n-6 total ; C183n3.TOT : Acide alpha-linolénique C18:3n-3 total ; W.Gluten : Gluten humide ;
D.Gluten : Gluten sec ; Hardness : Dureté ; HFN : Temps de chute d’Hagberg
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Annexe 4 : Résumé des caractéristiques technologiques et de composition des 284 blés des deux campagnes de récolte (R1R2) utilisés pour la modélisation de WA

Variables technologiques

WA Hardness HFN W.Gluten D.Gluten P/L* W* le*
Unité % % seconds g g / 104 /
Min-Max 50.3-63.9 15-100 190 - 502 10.5-43.1 3.5-134 0.13-3.09 67 - 546 25.1-73
Moyenne 56.2 69 365 26.7 8.4 0.85 233 53.8
CV (%) 4.6 26.7 16.8 19.9 20.0 52.3 37.8 16.2
Variables de composition
Prot UPP GluT Glus Gli/GIuT Gli/GluS SS SD

Unité g/100 g / g/100 g g/100 g / / g/100 g UCDc
Min-Max 6.1-14.0 0.16-0.61 244 -5.72 1.30-2.89 0.76 - 1.46 1.29-2.87 0.96-6.21 87-254
Moyenne 9.4 0.47 3.88 2.02 1.06 2.04 3.15 19.1
CV (%) 16.7 154 18.5 15.2 10.7 133 30.3 15.0

AXTOT WEAX A/X.TOT A/X.WE IV.AX SV.AX C16.TOT C18.TOT
Unité g/100 g g/100 g / / dl/g mV.mL g/100 g g/100 g
Min-Max 1.05-2.69 0.26-1.20 0.56-0.93 0.45-0.72 4.14 - 8.32 171-961 0.24-0.35 0.008 - 0.030
Moyenne 1.71 0.52 0.70 0.60 6.17 456 0.28 0.017
CV (%) 17.2 30.0 8.5 8.8 12.9 32.8 5.05 26.9

C181n7.TOT C181n9.TOT  C182n6.TOT C183n3.TOT

Unité g/100 g g/100 g g/100 g g/100 g
Min-Max 0.006 - 0.015 0.058-0.176 0.41-0.89 0.02-0.07
Moyenne 0.010 0.099 0.60 0.04
CV (%) 16.6 19.9 15.7 23.0

WA : Absorption d’eau ; Hardness : Dureté ; HFN : Temps de chute d’Hagberg ; W.Gluten : Gluten humide ; D.Gluten : Gluten sec ; P/L : Rapport tenacité sur extensibilité ; W : Force boulangére ; le : Index d’élasticité ;
Prot : Protéines ; UPP : pourcentage de protéines polymériques non extractibles ; GIuT : Gluténines totales ; GIuS : Gluténines solubles ; Gli/GIuT : Rapport Gliadines sur GIuT ; Gli/GluS : Rapport Gliadines sur GIuS ; SS :
Amidon Soluble ; SD : Amidon endommagé mesuré par absorption d’iode ; AXTOT : Arabinoxylanes totaux ; WEAX : Arabinoxylanes solubles ; A/X.TOT : Rapport Arabinose sur Xylose des AXTOT ; A/X.WE : Rapport Arabinose
sur Xylose des WEAX ; IV.AX : Viscosité Intrinseque des WEAX ; SV.AX : Viscosité Spécifique des WEAX ; C16.TOT : Acide palmitique C16 total ; C18.TOT : Acide stéarique C18 total ; C181n7.TOT : Acide vaccénique C18:1n-

7 total ; C181n9.TOT : Acide oléique C18:1n-9 total ; C182n6.TOT : Acide linoléique C18:2n-6 total ; C183n3.TOT : Acide alpha-linolénique C18:3n-3 total.

*Variables complémentaires non utilisées pour la modélisation de WA.
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Annexe 5 : Résultats du test du critére d'information bayésien (BIC) pour prédire I'absorption d’eau (WA) sur les
campagnes de récolte 1 et 2 (R1R2) avec A) les variables de composition ; B) les variables de composition et

technologiques.
Chaque ligne représente un modele, chaque colonne représente une variable. Les modéles étudiés, c'est-a-dire

sans multi-colinéarité, sont surlignés en bleu et identifiés (M"’o, M"’1 ...) a droite.
Légende des figures : IEEM variable inclue dans le modele ; »==t variable inclue dans le modele mais

colinéaire avec une autre variable de ce modele (VIF score >5)
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HFN : Temps de chute d’Hagberg ; W.Gluten : Gluten humide ; D.Gluten : Gluten sec ; Prot : Protéines ; UPP : pourcentage de protéines
polymériques non extractibles ; GIuT : Gluténines totales ; GIuS : Gluténines solubles ; Gli.GIuT : Rapport Gliadines sur GIuT ; Gli.GIuS : Rapport
Gliadines sur GIuS ; SS : Amidon Soluble ; SD : Amidon endommagé mesuré par absorption d’iode ; AXTOT : Arabinoxylanes totaux ; WEAX :
Arabinoxylanes solubles ; AX.TOT : Rapport Arabinose sur Xylose des AXTOT ; A.X.WE : Rapport Arabinose sur Xylose des WEAX ; IV.AX :
Viscosité Intrinséque des WEAX ; SV.AX : Viscosité Spécifique des WEAX ; C16.TOT : Acide palmitique C16 total ; C18.TOT : Acide stéarique C18
total ; C181n7.TOT : Acide vaccénique C18:1n-7 total ; C181n9.TOT : Acide oléique C18:1n-9 total ; C182n6.TOT : Acide linoléique C18:2n-6

total ; C183n3.TOT: Acide alpha-linolénique C18:3n-3 total.
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