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Resumen

Se estudiaron 36 lineas de trigo en grano y 19 lineas en masa, y su composicion de
subunidades de gluteninas de bajo y alto peso molecular (SG-BPM, -APM),
determinando su relacion entre la viscoelasticidad de los granos de trigo y sus
caracteristicas fisicoquimicas, reoldgicas y de calidad panadera. Se analizé la relajacion
de esfuerzos en granos de trigo utilizando el modelo generalizado de Maxwell con 4
unidades de Maxwell (R?*>0.999). La prueba sugirié dos fases de relajacién: una a
tiempos cortos de 1 a 10 s (11 y 12), y otra a tiempos largos de 50 a 450 s (73 Y 74).
Los tiempos largos de relajacion se asociaron con la calidad y propiedades mecanicas;
mientras que los tiempos cortos se correlacionaron con las propiedades mecanicas de
y de amasado. El tiempo de relajacion 73 fue mayor para genotipos con mayores
volimenes de sedimentacion y tiempos de mezclado largos. Los genotipos con 73 de
45-60 s presentaron combinaciones de SG-BPM y SG-APM asociadas a buena calidad
panadera. Los genotipos con tiempos de relajacion y amasado cortos y bajos
volimenes de sedimentacion contenian: G/u-Al null, Glu-B3 j (1B/1R), y Glu-A3 e. En
relacion a la prueba de creep en granos de trigo, ésta presento la ventaja para calcular
la parte puramente viscosa, utilizando el modelo generalizado Kelvin—Voigt con dos
unidades de Kelvin (R?~0.94). Las SG-BPM mostraron que el locus Glu-A3 presentd
gran influencia en los coeficientes del creep, sequido de G/u-B3. Los mddulos elasticos
y la viscosidad fueron altos en combinaciones de alélicas de SG-BPM y SG-APM de
buena calidad, comparadas con los grupos de baja calidad panadera. El G/u-A1 nulo
presentd menor mddulo elastico comparado con G/u-A1 1 and 2*. El mddulo elastico,
especialmente £, se correlaciond positivamente con el volumen de sedimentacion y las
propiedades reoldgicas. En las lineas estudiadas en masa totalmente desarrollada se
analizé el efecto de las SG-APM en la viscoelasticidad por medios del creep y
recuperacion a grandes deformaciones. La tendencia de la complianza del creep en
granos y en masa fue similar. Los mddulos de elasticidad transversal en masa Gy, G;y
G; se correlacionaron con el volumen de pan. G/lu-D1 5+10 mostré mayor Gy, G;y G>
comparado con G/u-D1 2+12. Glu-B1 17+18 presentd mayores mddulos de elasticidad
comparado con 748 and 7+9. La viscosidad 1o en la masa mostré mayores valores
comparados con 1; Yy 12. Las viscosidades 1o, 11 y 12 fueron altas en G/lu-DI 5+10 y
17+18. La viscosidad 7; se correlaciond con: la extensibilidad, G and P/L. Los métodos
reoldgicos fundamentales desarrollados en esta investigacion fueron adecuados para la
caracterizacion de trigo en grano y propiedades funcionales de la masa. La
metodologia es factible, facil, rapida y no destructiva. Por lo tanto, la caracterizacién
puede ser utilizada en programas de mejoramiento asi como en la industria de la
panificacion, complementando las pruebas utilizadas a la fecha.

Palabras claves: Trigo, creep, relajacién de esfuerzos viscoelasticidad, calidad.
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Abstract

Thirty six wheat kernel lines and 19 doughs of high and low molecular weight glutenin
subunits (HMW- and LMW-GS), were used to determine the relationship among
viscoelasticity of wheat kernels and physicochemical, rheological and bread making
quality. Stress relaxation of kernels using 4-element Maxwell model (R? >0.999) was
used. Stress relaxation on kernels suggests two relaxation phases, at shorter times of
1 to 10 s (r; and 73) and longer times of 50 to 450 s (r3 and 14). Longer relaxation
time (RT) was associated with quality and rheological properties; while shorter RT was
correlated with kernel mechanical properties and dough mixing. The 73 was high for
genotypes of good quality with high sedimentation volume (SDSS) and long mixing
time. Genotypes with 45-60 s of 73 usually had HMW-GS and LMW allelic associated
with good quality. Genotypes with short relaxation and mixing times and poor SDSS
were Glu-Al null, Glu-B3 j 1B/1R, and with G/u-A3 e. Regarding creep tests in kernels,
the main advantage of creep compliance tests is that the viscous element can be
estimated by using the Kelvin—Voigt models with two exponential terms (R?~0.94).
LMW-GS showed that locus G/u-A3 had highest influence on creep coefficients followed
by G/u-B3. Higher elastic moduli and viscosity were found in HMW-GS and LMW-GS of
good quality compared to poor quality performance genotypic groups. Glu-A1 null
presented lower elastic modulus and viscosity compared to G/u-AZ 1 and 2*. Elastic
moduli, especially £ were positively correlated with SDSS and rheological properties.
Effects of HMW proteins on creep and recovery viscoelasticity of fully developed dough
at large strains were also investigated. Creep compliance of kernels and dough show
similar tendency. Dough elasticity G; and G, of HMW-GS correlated with quality while
shear modulus &y seems to contribute in a less extent. G/u-D1 5+10 showed higher
elasticity &, G and G, compared to Glu-D1 2+12. Glu-BI 17+18 showed higher
elasticity for &y, G; and G, compared to 7+8 and 7+9. Viscosity no in dough showed
higher correlation than viscosities n; and n,. Viscosities no, 71 and n, were higher in
Glu-D1 5+10 and 17+18. Creep viscosity 71 seems to play minor role but are
important in extensibility, G and P/L. Fundamental rheological methods developed in
this research were well suited for the characterization of wheat kernels and functional
dough properties. The methodology is reliable, easy, rapid, and nondestructive.
Therefore, characterization can be useful in breeding programs as well as bread
industry complementing the information from characterization tests performed at the
present time.

Keywords: wheat, creep, stress relaxation, viscoelasticity, quality.
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I. Introduccion

1.1. Importancia del trigo

1.1.1. Produccién de trigo en el mundo y en México

El grano de trigo es una de las principales fuentes de calorias y proteinas de la
poblacion mundial (Chaves et al., 2013); y representa un importante componente de
la dieta humana, debido a su capacidad de adaptacion agrondmica en diferentes
ambientes, lo que lo hace disponible a la poblacion, ademas de tener la facilidad de
almacenarse en grano, el cual a su vez puede transformarse en harina para la
fabricacién de alimentos comestibles, de sabor agradable y satisfactorio. Las masas
producidas a partir de harina de trigo se diferencian de la de otros cereales en sus

propiedades viscoelasticas unicas (Curtis, 2002).

India Federacién Rusa
87 (8%) 56 (5%) Estados Unidos
. TR iy (5%) Francia
China 38 (4%)

117 (1%

Total: 1,057 Millones de ton Resto del Mundo

0,
Elaborada con datos de FAO (2013) 704 (67 %)

Figura 1. Produccién mundial de trigo y principales paises productores (2011).



En el 2011 se cosecharon 1,057 millones de ton de trigo en grano en el mundo (Figura
1), siendo China el principal productor con una produccion de 117 millones de ton,
seguido de India, la Federacion Rusa, Estados Unidos y Francia; estos 5 paises
produjeron el 50% del total (FAO, 2013). México en el mismo afio tuvo una produccién
de trigo en grano de 2,475,303 ton cosechadas en una superficie de 401,882 ha
(SAGARPA, 2013). Sin embargo, el consumo de trigo en el pais es de alrededor de 7
millones de toneladas anuales por lo que se ha importado, el trigo faltante,

principalmente de Estados Unidos y Canada.

1.1.2. Comercializacion del trigo en México

En México el trigo para su comercializacion se clasifica de acuerdo la Norma Mexicana
(NMX-FF-036-1996) en: trigo panificable ( 7riticum aestivumn L.), que es el trigo que se
utiliza en la elaboracion de harinas para pan, galletas, tortillas y otros, en el cual se
identifican cuatro grupos (grupo 1, 2, 3 y 4), de acuerdo a las caracteristicas de
calidad del gluten y no panificable ( 7riticum durum Desf.) del grupo 5 que se destina a

la elaboracion de pastas como se observa en la Figura 2.
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Figura 2. Clasificacion del trigo con base a la calidad del gluten segiin los alveégramas
requeridos por la industria harinera y de la panificacion en los diferentes usos.



1.2. Proteinas del trigo

1.2.1. Importancia de las proteinas del trigo

De todos los cereales, el trigo es Unico, porque su harina tiene la habilidad de formar
una masa con las propiedades reoldgicas necesarias para la produccion de panes
leudados y una gran diversidad de alimentos como: panes no leudados, pastas,
tallarines, galletas, (Veraverbeke y Delcour 2002), y tortillas, todos estos productos
desarrollados para tomar ventaja de las cualidades del trigo. Las propiedades Unicas
del trigo residen principalmente en la formacion de gluten a partir de las proteinas de
almacenamiento del endospermo. En general son las propiedades viscoelasticas de la
masa las responsables de que el trigo sea una de las mas importantes fuentes de

proteinas en la dieta del hombre (Gianibelli et a/,, 2001).

Para la elaboracion de pastas se utilizan trigos duros tetrapolides ( 7riticum durum
Desf.), el producto de su molienda es llamado semolina (Delcour et a/., 2012). Para la
panificacion se utiliza harina elaborada a partir de trigos hexaploides con tres genomas
AABBDD de la especie T7riticum aestivum L. (Delcour et al, 2012; Veraverbeke y
Delcour 2002), que son especies reconocidas como trigo comun panadero, que en
Norteamérica se dividen en variedades duras (o fuertes) y suaves, basado en la fuerza
requerida para romper el grano de trigo. Los trigos fuertes (10-14% de proteina), son
utilizados principalmente en panificacion, y los trigos suaves (8-10% de proteina) para
pasteles, galletas dulces y/o saladas. El uso mas comun de las proteinas del gluten es
como componente de la harina de trigo empleada para panificacion, que determina la

calidad del volumen de pan (Delcour et al/.,, 2012).



1.2.2. Clasificacion de las proteinas del trigo

Las proteinas de los cereales son clasificadas, generalmente, con base a su solubilidad
en diferentes solventes siguiendo una extraccion secuencial con el procedimiento, el
cual fue originalmente desarrollado por Osborne en 1924, y presenta pequefas
variaciones para aislar diferentes fracciones de proteina de trigo. Alternativamente las

proteinas del trigo son clasificadas por funcionalidad (Delcour et al., 2012)

1.2.2.1. Clasificacién de las proteinas del trigo basada en su solubilidad

Esta clasificacion de las proteinas de las plantas, estda basada en una extraccion
secuencial en los solventes siguientes: (1) agua, (2) soluciones salinas diluidas, (3)
alcohol, (4) soluciones acidas o alcalinas diluidas. Utilizando este esquema las
proteinas del trigo se clasifican en albiminas, globulinas, gliadinas y gluteninas (Tabla
1). Adicionalmente se tiene una fraccion significativa de proteinas de trigo no extraible
(al menos con los solventes mencionados). Sin embargo esta clasificacion de Osborne
no proporciona una clara separacion entre las proteinas para poder diferenciarlas
bioguimica, genéticamente o en funcionalidad durante la elaboracion de pan.
Actualmente los nombres gliadinas y gluteninas son generalmente usados para indicar

la relacion bioquimica/funcional para la panificacion (Goesaert et a/., 2005).

1.2.2.2. Clasificacidon de las proteinas en base a su funcionalidad

Las proteinas de los granos de trigo se pueden dividir en dos grandes grupos: las
proteinas del gluten, que son las de mayor importancia para la panificacién (Goesaert
et al., 2005) y aquellas no formadoras de gluten. Estas ultimas representan el 15-20%
del contenido total, son extraibles en agua y soluciones salinas diluidas, encontrandose
fracciones de albdimina y globulina (Tabla 1). Estas Ultimas proteinas son mayormente

monomeéricas con pesos moleculares menores a 25,000 Da (Veraverbeke y Delcour
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2002), son fisiologicamente activas o estructurales, y fisicamente se encuentran

principalmente en las capas exteriores del grano de trigo. Existen ademas un pequefio

grupo de proteinas poliméricas (globulinas) de almacenamiento llamadas triticinas, las

cuales se encuentran fuera de la clasificacion de Osborne y su papel en la panificacion

no esta claro (Veraverbeke y Delcour 2002).

Tabla 1. Clasificacion, y funcionalidad de las proteinas del trigo °.

Fraccion de

Solvente Composicion Funcion biologica Funcionalidad
Osborne ’
.. Proteinas no del gluten . .
Albdminas Agua .. Metabdlico y estructural Variable
(monomeéricas)
. Sol. Salina Proteinas no del gluten , )
Globulinas o L. Metabdlico y estructural Variable
diluida (monoméricas)
Proteinas del gluten . o .
L e .. Prolaminas de Viscosidad/plasticidad
Gliadinas Alcohol (gliadinas monoméricas,
o almacenamiento de la masa
G-BPM poliméricas) -
. , . Proteinas del gluten Prolaminas de Elasticidad/tenacidad
Glutenina Acido acético .
(G-APM poliméricas) almacenamiento de la masa
. Prolaminas de
Proteinas del gluten (G-
N L almacenamiento y .
Residuo No extraibles ~ APM) y poliméricas no del variable

gluten (triticinas)

globulinas (triticinas) de
almacenamiento

2: (Adaptada de Goesaert et al., 2005).

Las proteinas del gluten se denominan proteinas de almacenamiento, constituyen

alrededor del 80-85% del total y pertenecen al grupo de las prolaminas que son

proteinas de almacenamiento (Shewry y Halford, 2002). Fisicamente se encuentran en

el endospermo maduro de los granos de trigo donde forman una matriz continua

alrededor de los granulos de almiddn. Las proteinas del gluten son muy insolubles en

agua o soluciones salinas; se pueden agrupar en monomeéricas y poliméricas (Goesaert

et al,, 2005).



1.2.2.3. Gliadinas

Las gliadinas son proteinas llamadas monomeéricas debido a que no se unen entre
ellas. Tienen un peso entre 28,000-50,000 Da. Pueden agruparse estructuralmente en
tres grupos a-, y- Y w-gliadinas de acuerdo a los residuos de cisteina. La o~ (6
residuos de cisteina) y y-(8 residuos de cisteina) se encuentran en posiciones
altamente conservadoras en medio de enlaces disulfuro entre cadenas, evitando con
esto su participacién en la estructura cuaternaria de las gluteninas. Las a- y y-
gliadinas pueden quedar inmersas en reacciones de intercambio (SH-SS) a condiciones

ambientales. En contraste las w-gliadinas carecen de colas de cisteina.

La estructura primaria de las gliadinas consiste de varios dominios de diferentes
tamanos (Figura 3a). El dominio corto del N-terminal consiste de 5 a 14 residuos de
aminoacidos. El dominio central repetitivo contiene arriba de 100 residuos organizados
en secuencias repetidas de uno o dos motivos construidos principalmente de
glutamina, prolina, y aminoacidos hidrofdbicos (fenilalanina o tirosina). Finalmente, el
dominio no repetitivo del C-terminal es una sucesion de poliglutamina y una Unica
lisina y una secuencia rica en arginina que incluye todos los aminoacidos que

contienen azufre (Miiller y Wieser, 1997).

1.2.2.4. Gluteninas

Las proteinas del trigo de mayor importancia para la panificacion son las gluteninas.
Las gluteninas por su gran tamafio son altamente insolubles en la mayoria de los
solventes comunes. Sin embargo las subunidades de glutenina (SG), de acuerdo a sus
fracciones construidas, tienen solubilidades comparables con las gliadinas. Las
subunidades pueden ser obtenidas por tratamiento de las gluteninas con un agente

reductor del enlace bisulfuro, pero se necesitan drasticas condiciones de extraccion



dificultando el estudio de la estructura nativa de estas proteina poliméricas (Delcour et
al., 2012).

a
a-gliadina ‘ l l Q ] 1 — 45 ﬁ> lQl @ / 8 |
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Cy-type SG-BPM
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1 N
1
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—————— Enlaces disulfuro intramoleculares
b c* Secuencias de poliglutamina

x-type SG-APM Q Residuos de cisteina no conservados
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Figura 3. Estructura de a) gliadinas y SG-BPM. b) SG-APM. Los dominios repetitivos son
coloreados y los no repetitivos blancos los numeros arabigos indican las posiciones de las
cisteinas (adecuado de Delcour et al., 2012).

Las gluteninas se dividen de acuerdo a su peso molecular (PM), en subunidades de
glutenina de alto peso molecular (SG-APM), con PM de 70,000 a 90,000 Da, y en
subunidades de glutenina de bajo peso molecular (SG-BPM), con PM de 30,000 a



45,000 Da. Las estructuras primaria y secundaria de las SG-BPM, son similares a las de
a- y y-gliadinas (Delcour et al., 2012) como se observa en la Figura 3a, estas difieren
en los enlaces bisulfuro dentro de las cadenas y entre cadenas que se presentan en

los polimeros de gluteninas.

1.2.2.4.1. Gluteninas de bajo peso molecular

Las subunidades de gluteninas de bajo peso molecular son clasificadas en tipos B, C y
D, de acuerdo a su movilidad en geles de electroforesis de poliacrilamida en presencia
de dodecil sulfato de sodio. Alternativamente, se reconocen tres grupos: s-, m- e i-
SG-BPM, de acuerdo a su primer residuo de aminodcido (serina, metionina o
isoleucina, respectivamente). Las tipo s-SG-BPM y m-SG-BPM, son predominantemente
secuencias en el grupo B-SG-BPM de trigos panaderos y duros, y estan relacionados

con la calidad para produccion de pastas.

Las SG-BPM son dificiles de identificar, debido a que se encuentran en un estado
agregado. Estas gluteninas se encuentran en los locus Glu-A3, Glu-B3 y Glu-D3 en los
brazos cortos de los cromosomas 1A, 1B, y 1D (Gianibelli et a/,, 2001). En la Figura 4

se ilustra la posicion de las combinaciones SG-BPM en gel electroforético SDS-Page.

-__=_: - - o =___ == . B subunits
e S .___~:: — — — — | Csubunits

- = = S e = ]

OcaCSGabol a b ¢ d e f  ,ab c delfl gh i  abcde

Standards Glu-A3 Glu-B3 Glu-D3

Figura 4. Subunidades de glutenina de BPM idenficadas por SDS-Page en dos pasos
(tomado de Gupta y Shepherd, 1990).



1.2.2.4.2. Gluteninas de alto peso molecular

Las subunidades de glutenina de alto peso molecular se clasifican, de acuerdo a su
peso molecular, en x-SG-APM (PM de 83,000 a 88,000 Da) y en y-SG-APM (PM de
67,000 a 74,000 Da), como se observa en la Figura 3b. En teoria los trigos panaderos
y duros contienen 6 y 4 diferentes SG-APM, respectivamente. Sin embargo
considerando que pueden existir genes silenciosos o nulos (Delcour et a/., 2012), estos
trigos tendrian un gen menos (5 y 3 genes respectivamente). Aunque las SG-APM se
encuentran en menor cantidad, respecto a las SG-BPM, son las que mayormente
determinan la elasticidad y funcionalidad del gluten, y son factor clave para la
panificacion (Gianibelli et a/., 2001).

Figura 5. Modelo molecular computacional de una cadena central de una SG-APM (tomado
de Tatham y Shewry, 2000).



Las x-SG-APM e y-SG-APM tienen tipicamente una estructura de tres dominios: dos
dominios relativamente pequefios en los N- y C-terminal flanqueando al dominio
central (Figura 3b). Mientras el dominio del C-terminal tiene un tamafio constante (42
residuos de aminoacidos) y el dominio del N-terminal varia en la cantidad de los
residuos aproximadamente entre 80 y 100 aminoacidos; el dominio central varia entre
600 y 850 residuos de aminoacidos (Delcour et a/, 2012). En la Figura 5 se observa

un modelo molecular por computadora de una cadena central de una SG-APM,
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Figura 6. Variacion alélica de las SG-APM en sus tres genomas, basada en las fracciones de
SDS-PAGE, y su relacién con la calidad panadera (tomado de Payne et al., 1984).

Todos los residuos de cisteina estan localizados cerca de las terminaciones de las
subunidades de glutenina de alto peso molecular (Figura 3b). La estructura secundaria
de los dominios N- y C-terminal esta predominantemente organizada en «-hélice. En
contraste, el dominio central posee secuencias repetidas ricas en glutamina, prolina y

glicina. Esto supone, que se produce una serie de superposiciones de estructuras de
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giro de reversa que forman una super estructura secundaria de B-espiral (Figura 5). Es
conocido que las SG-APM adoptan una conformacion similar a una barra rigida, debido

a su dominio central repetitivo (Shewry et a/., 1992).

Tabla 2. Valores de calidad del trigo por subunidad de glutenina °.
Subunidad de

; Volumen SDS ° W Alvedgrafo ° Resistencia ¢
glutenina
Glu-A1
2% 3 5 3
1 3 3 3
Nulo 1 2 1
Glu-A2
13+16 - - 3
17+18 3 5 2
749 2 5 1
7+8 3 - 2
6+8 1
9 1
Glu-D1
5+10 4 6 4
2+12 2 2 1

2: Mayor valor de “escore” o calificacién indica mayor calidad.
b (Pefia et al., 2002);
¢ (Wrigley et al., 2009)

La composicion genética de las subunidades de glutenina de alto peso molecular esta
asociada con la calidad de panificacion. Se ha mostrado que las cruzas entre
variedades conducen a cierta composicion de subunidades con diferente calidad de
gluten (Payne et al,, 1981; Payne et al., 1984). En la Figura 6 se ilustra la ubicacion de
las subunidades de gluteninas de alto peso molecular de acuerdo al resultado del gel
electroforético SDS-Page. En particular las SG-APM, han sido bien relacionadas
encontrandose diferencias en fuerza de la masa y calidad en la elaboracién de pan
entre diferentes variedades de trigo (Macritchie y Lafiandra, 1997; Weegels et al.,
1996). Sin embargo, el mecanismo molecular responsable de esta variacion no estd

claro, porque la informacién acerca del tamafio y estructura molecular de esta fraccién
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es inaccesible mediante las técnicas convencionales para la determinaciéon de tamafio
del polimero. Por lo que la reologia esta siendo utilizada como indicador de cambios en
la estructura de los polimeros de alto peso molecular (Dobraszczyk y Morgenstern,
2003).

Cantidad y calidad de
otros componentes
de la harina

Parametros de

proceso

Propiedades
reoldgicas de la
masa de trigo

i S
Cantidad de las Calidad de las
proteinas del gluten proteinas del gluten

Calidad de Calidad de
gliadinas gluteninas

Cantidad de Cantidad de
gluteninas gliadinas
_— 1 =

( Concentracion de Composicién Distribucién Estructura de
l Gliadinas /Gluteninas de gluteninas del tamafio gluteninas

i
Calidad de Calidad de !
SG-APM SG-BPM !
[ Cantidad de Cantidad de ] e Jorneans .
SG-APM SG-BPM i Mecanismos

! de biosintesis i
| | ( Concentracién Lorrsessessnsnivniaa :
l SG-APM / SG-BPM

Figura 7. Factores que influyen en la reologia de la masa de trigo (adaptado de Gianibelli et
al., 2001).

En el contexto del mejoramiento de la calidad de la proteina (v.g. gran extensibilidad,
fuerza apropiada de la masa) por los mejoradores de trigo, muchas investigaciones
han concluido que las gluteninas son de gran importancia con especial énfasis en las
de alto peso molecular (Figura 7 y Tabla 2), particularmente las controladas por el
genoma D (Branlard y Dardevet, 1985; Gupta y MacRitchie, 1994; Payne et al., 1981;
Popineau et al, 1994). El énfasis en las SG-APM aparece con la accesibilidad para los
analisis, siendo el mas recurrido el patron de gel de electroforesis (utilizando la rutina

del método con SDS-PAGE), separando todas las bandas (Figura 6) de polipéptidos
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(Gianibelli et al, 2001). Las SG-APM han sido calificadas en base a su calidad
expresada como volumen de sedimentacion SDS, trabajo del alvedgrafo, y resistencia
a la extensibilidad de la masa (extensdografo); en la Tabla 2 se muestran las

calificaciones o “score” asignado a las subunidades de glutenina.

1.3 Modelo del comportamiento reologico de soluciones de

polimeros

Para entender la influencia de los aspectos fisicos y moleculares en las propiedades
reoldgicas se han propuestos varios modelos. Algunos modelos relacionan los aspectos
fisicos de los polimeros, como el tamafo y estructura de los estos con las propiedades
reoldgicas, de rendimiento y su uso final. Por ejemplo, el modelo “pom-pom” describe
el comportamiento reoldgico de soluciones de polimeros sintéticos de alto peso
molecular (MacLeish y Larson, 1998), esta clase de polimero se prevé relativamente
como una cadena central flexible a la cual estan unido un nimero de ramificaciones
(“pom-poms”). Este modelo predice, para el primer tiempo, el fendmeno de
endurecimiento por deformacion bajo un flujo de extensidon planar y uniaxial y
ablandamiento en cizalla visto en soluciones de polimeros de APM ramificados y en
gluten. Las ramificaciones entrecruzadas con los polimeros circundantes y el
estiramiento de la cadena central flexible entre los entrecruzamientos producen el
endurecimiento por deformacidon. Este modelo predice que el nimero de
ramificaciones y la distancia entre los entrecruzamientos tienen mayor efecto en el

endurecimiento por deformacion (Dobraszczyk y Morgenstern, 2003).

13



e

L“m"“\""‘m

)

.,

Straln hardening

Figura 8. Diagrama del modelo propuesto para los entrecruzamientos de las redes de
polimeros de APM durante la tension (tomado de Dobraszczyk y Morgenstern, 2003).

Para soluciones poliméricas después de un peso molecular critico (PMc), caracteristico
de cada polimero, la viscosidad de cizallamiento (7,) comienza a aumentar
rapidamente cuando aumenta el PM, siguiendo la relacién 75, = PM34,
independientemente de la quimica del polimero. Por encima de este PMc, los
polimeros comienzan a entrecuzarse, dando lugar a un rapido aumento en la
viscosidad con el aumento del PM. Las ramificaciones tienen el efecto de aumentar la
viscosidad y la resistencia a la deformacién, aunque el aumento de la viscosidad se
desplaza mas rapido con el aumento del PM y el incremento de las ramificaciones,
dando una disminucidon efectiva de la viscosidad en un PM constante. Los
entrecruzamientos también dan lugar al incremento de la rigidez y de la viscosidad;
con la deformacion se presenta el endurecimiento por deformacion. Los
entrecruzamientos pueden considerarse como restricciones fisicas entre los segmentos
de cadenas poliméricas, como nudos (Figura 8), donde las cadenas poliméricas se

unen (Figura 10) y no son libres de moverse (Dobraszczyk y Morgenstern, 2003).

14



Plateau Modulus
~

s Terminal

5 Zonc\ [‘f /f:
A‘ivq 4 Af — MW

AWV, EVR
l.l’l{/gu /Lii/ /

2

I L16 L9
| L1
6 -5 4 3 =2 -1 0 1 2 3 4 s

Shear rate (s)

NN
NN

log G', dyn/em?

Figura 9. Efecto del peso molecular en el médulo elastico dinamico transversal para
soluciones de poliestireno. (tomado de Dobraszczyk y Morgenstern, 2003)

Los entrecruzamientos moleculares de poll'méros de alto peso molecular bajo gran
deformacion estan relacionados con los cambios en su espectro de relajacion y el
endurecimiento por deformacién extensional, que reﬂejantlas diferencias cualitativas
previstas en la distribucién del peso molecular subyacente de polimeros de glutenina.
Las propiedades de corte dindmico como G’y tiempos de relajacion, son sensibles al
PM y a los entrecruzamientos. La Figura 9 muestra el efecto del incremento del peso
molecular en el médulo elastico dinamico transversal para una solucion de un polimero
lineal de poliestireno. A medida que el PM se incrementa, comienza aparecer un‘a
meseta en el modulo elastico. La meseta representa el efecto de los
entrecruzamientos, los cuales a cierto tama_ﬁo de polimero la estructura se cierra en
una red temporal tridimensional (Dobraszczyk y Morgenstern, 2003). En el gluten
calentado, la altura de la meseta del médulo aumenta en los extractds con proporcion

de fracciones de pesos moleculares mas altos (Lefebvre et a/,, 2000).

15



SG-APM x-type| |

SG-APM xtype || %—APM xtype
m

SG-APM y-type

___SG-APM x-type| " |

SG-APM y-type

SG-APM x-type || 55i *S TR

. Dominio N- terminal [:l Dominios repetitivos UGluteninas de BPM
D Dominio C- terminal | Enlaces disulfuro

Figura 10. Modelo esquematico de la estructura de los polimeros de las sG-APM, basado en el
mapeo de los enlaces disulfuro (adaptado de Shewry et al., 2002).

Con base a estudios realizados en el mapeo de enlaces disulfuro (Shewry et al., 2002)
propusieron un modelo esquematico de la estructura de los polimeros de las
subunidades de glutenina de alto peso molecular, y en la Figura 10 se muestra como
las SG-APM se unen entre ellas (entre cadenas) y con algunas SG-BPM. Mencionan
también que la elasticidad de las SG-APM puede estar relacionada a el nimero de
enlaces disulfuro y a las propiedades e interacciones de los dominios repetitivos.

En resumen el peso molecular afecta la dureza y viscosidad, asi como las
ramificaciones y los entrecruzamientos. Por otro lado el peso molecular es diferente
para cada tipo de SG-APM, dado por los dominios repetitivos. Las ramificaciones y
entrecruzamientos estan dados también por los tipos de gluteninas de APM y su
capacidad de generar enlaces disulfuro. Lo anterior sustenta el hecho de que las SG-
APM son las responsables de las propiedades viscoelasticas del trigo.
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1.4. Conceptos basicos de reologia

En el trigo las propiedades reoldgicas de la masa son factor esencial en la
determinacion de la calidad de panificacion. Lo que hace importante conocer la

reologia del trigo, no solo de manera empirica, sino también de manera fundamental.

La reologia, es la ciencia que estudia el flujo y la deformacion de los materiales
(Mohsenin, 1986). Por lo tanto, cuando la accion de las fuerzas resulta en la
deformacion o flujo del material, las propiedades mecanicas son llamadas propiedades
reoldgicas. Ademas la reologia considera el efecto del tiempo durante la aplicacion de
la fuerzas. Reoldgicamente el comportamiento mecanico de un material cuenta con
tres variables: fuerza, deformacion y tiempo (creep, relajacion de esfuerzos,

viscosidad, entre otros).

Reologia
o
Lo S
Deformacion Flujo
Elastico Inelastico Plastico Viscoso
o ia Ve SR ~ AN TN N N o
Hookeano  Non-Hookeano Viscoelastico Viscoplastico Bingham  Non-Bingham Newtoniano Non-Newtoniano
N N S g N N’ A —” ——
‘ y
! 1 X
T
Y
g B £ _ ul T ] o
/ el l /
1 yd /// l /
i /
_______________ . I
£ Y Y

Figura 11. Clasificacion de los materiales de acuerdo a su comportamiento reoldgico
(adaptado de Mohsenin 1986).
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Las propiedades mecanicas son aquellas que estudian el comportamiento de los
materiales cuando se les ejerce un esfuerzo aplicado. De acuerdo a esta definicion, las
propiedades del comportamiento esfuerzo — deformacion de un material bajo cargas
estaticas o dinamicas, asi como, las caracteristicas de flujo del material pueden
clasificarse de acuerdo al comportamiento de sus propiedades mecanicas como se

muestra en la Figura 11 (Mohsenin, 1986).

Para mas conceptos de reologia y propiedades mecanicas, ver apéndice B.

1.4.1. Sistemas bioldgicos y propiedades mecanicas

Cada tipo de alimento y materiales alimenticios seleccionados de los productos
agricolas, son sistemas bioldgicos, los cuales estan “vivos” y constantemente estan
sujetos a cambios de tamafio, forma, respiracion, entre otros aspectos relacionados
con los procesos de la vida. Durante su desarrollo y almacenamiento estos sistemas
son sensibles al medio ambiente como humedad, temperatura, oxigeno, consumo de
energia, asi como su interaccion con los factores internos, los cuales son muy dificiles
de controlar. Esta compleja situacion, ocasiona que la reologia de los sistemas
bioldgicos sea una aproximacion (Mohsenin, 1986), pero muy necesaria para el disefio,

manejo y transformacion de los alimentos.

Las propiedades reoldgicas de alimentos solidos son de importancia para el
investigador, en la industria de los alimentos al igual que para el consumidor. Las

razones de estudios de estas propiedades son las siguientes:

1. Para hacer un acercamiento a la estructura del material, porque la
manifestacion fisica de un material es debida: a la estructura quimica. Un
ejemplo son los enlaces entrecruzados en los polimeros.

2. Como pruebas de control de calidad en la industria de los alimentos.
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3. Para el disefio de maquinaria y manejo de alimentos solidos
4. Para correlacionar la aceptacion del consumidor con alguna propiedad reoldgica
(Rao y Quintero, 2005).

Las propiedades reoldgicas de un alimento sdlido pueden dividirse en dos amplias
clases. Las pruebas fundamentales que miden las propiedades que son inherentes al
material, es decir, que no dependen de la forma ni del tamafio de la muestra, tampoco
del equipo y/o condiciones de carga. Ejemplos de estos son el mddulo de elasticidad,
el niumero de Poisson, el tiempo de relajacion, entre otros. Las pruebas imitativas o
empiricas, las cuales son usadas para determinar propiedades tales como fuerza de
puncion, energia de extrusion, y todas aquellas donde la geometria, la velocidad de la
prueba, etc., influyen en la magnitud del parametro estimado (Rao y Quintero, 2005)
En la Figura 12 se muestran diferentes pruebas utilizadas para evaluar las propiedades

reoldgicas del trigo.

Evaluacion de las propiedades
reolégicals del trigo

Empiricas
|
| |
Grano Harina-masa
I ] ] * Farinograma
* Mixograma
. 5 P B * Alveograma
Tecnoldgicas Espectroscopicas Mecanicas « Extensograma

« Molienda « Infrarrojo cercano  * Fuerza a la fractura
+ Indice de tamafio de  * Ramman * Impacto
particulas

* Tiempo de molienda

* Rendimiento de harina

 Trabajo integrado

* Resistencia al
descascarillado
Torque

|
Fundamentales

Grano Harina-masa

* Mddulo de * Mddulo de
elasticidad elasticidad
* Relajacion de * Relajacion de
esfuerzos esfuerzos
*Creep *Creep
* Pruebas
oscilatorias
* viscosidad

Figura 12. Pruebas reolégicas utilizadas para evaluar las propiedades del trigo.

La reologia puede relacionarse con la funcionalidad del producto: muchas pruebas

reoldgicas intentan predecir la calidad del
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comportamiento en el mezclado, laminado y panificacién. Esto basado en el analisis
estructural de los materiales, que realiza en el laboratorio mediciones mecanicas a
pequefia escala, para extrapolarlas al comportamiento de grandes estructuras de
ingenieria. Asi entonces pequefias muestras de alimentos en condiciones bien
definidas al analizarse podremos inferir sobre sus propiedades mas complejas en
situaciones de multicomponentes encontradas en las condiciones de proceso

(Dobraszczyk y Morgenstern, 2003).
Los modelos reoldgicos y la estructura molecular

Los modelos moleculares en la reologia tienen el objetivo de relacionar las propiedades
reoldgicas a la estructura molecular, usando los datos reoldgicos como una
herramienta de diagndstico para tratar de conocer la conformacion molecular de los
polimeros de los alimentos y la organizacion estructural de materiales complejos. Para
entender este aspecto, es necesario idealizar la arquitectura molecular o
conformacion, las cuales conducen a la teoria molecular de la reologia (Dogan y
Kokini, 2007).
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1.4.2. Pruebas reolagicas tradicionales de la masa de trigo

Tradicionalmente para evaluar la calidad del trigo se han utilizado diferentes pruebas
empiricas y/o imitativas a fin de poder predecir su calidad y comportamiento. Estas
pruebas empiricas aunque proporcionan informacion importante y util; en muchas
ocasiones no es posible comparar datos de otros laboratorios, ejemplo de ellas son: el
farinograma, alveégrama, mixograma entre otros que se citan en la Figura 12. Algunos

equipos utilizados en la reologia del trigo se observan en la Figura 13.

Figura 13. Equipos utilizados en la evaluacion de las propiedades reoldgicas del trigo (de
izquierda a derecha infrarrojo cercano, alvedgrafo, farinégrafo, redmetro).

1.4.2.1. Alveégrafo de Chopin

Este equipo emplea una prueba biaxial en masa para medir su resistencia a
deformarse y su capacidad de extenderse. Durante dicho analisis, un disco de masa es
insuflado con aire presurizado, simulando la deformacidon que esta sufre como
consecuencia de los gases que se generan durante el proceso de fermentacion (Serna-
Saldivar, 1996). El método empleado es el 54-30.02 de AACC, (Asociacion Americana
de Quimicos en Cereales), obteniéndose los parametros mostrados en la figura 17
(AACC International, 2010).

Tenacidad (P): resistencia de la masa a ser deformada, representada en la altura

maxima de la curva del alveégrama.
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Extensibilidad (L): Capacidad de la masa de continuar deformandose, antes de
romperse; y se mide como la longitud de la base del alvedgrama.

Fortaleza o fuerza de la harina (W): representada en el area bajo la curva graficada en
el alvedgrama.

Relacidn tenacidad / extensibilidad (P/L): indica si la masa es equilibrada.

AN P=hx1.1(mm)
hii W = 6,545 (x 10° J)
- G = 2226
] faN
; "N $: Area bajo la curva (cm?)
| |
| | ST
| | } 0
f----dcm----- 5| |
o L-G o

Figura 14. Alveograma tipico de una masa de trigo (P = tenacidad, mm; L = extensibilidad,
mm; W = trabajo alveografico, J x 10™)

1.4.2.2 .Farinégrafo

Este equipo mide las propiedades de amasado y capacidad de absorcién de agua de
las harinas, para lograr una consistencia de 500 Unidades Brabender (UB). Los
parametros reportados son: tiempo de desarrollo (TdFar, min), absorcion de agua
(Abs, %), estabilidad (Est, min) e indice de tolerancia al amasado (ITA). El TdFar es el
tiempo que tarda la masa en adquirir su consistencia 6ptima (500 UB). La estabilidad y
el ITA son parametros importantes, en la industria de panificacién, para estimar la
tolerancia al sobreamasado; y es una guia para elaborar productos consistentes con
harinas de diferentes calidades. La industria panadera prefiere harinas con alta

absorcién de agua, tiempos de mezclado largos y alta estabilidad.
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1.4.2.3. Volumen de sedimentacién

Esta determinacion estd, basada en la velocidad de expansion y sedimentacién de las
proteinas de la harina, midiendo el volumen de sedimentacién después de cinco
minutos de descanso de la harina hidratada y tratada con una solucion acuosa de
bromofenol y otra solucion débil de acido acético con isopropanol. Las harinas con mas
alto contenido de gluten tienen mayores valores de sedimentacion. De acuerdo a la
literatura (Martinez-Cruz et al., 2007) esta prueba es una medida indirecta de la fuerza

de 1a harina.

1.4.3. Pruebas reolégicas fundamentales

Las pruebas reoldgicas fundamentales que se aplican a los alimentos sélidos pueden
clasificarse en dos grupos: aquellos que son conducidos en condiciones estaticas o
carga cuasiestdtica, y los que son llevados a cabo en condiciones dindamicas. En
general, los tipos de cargas aplicadas determinaran si la prueba es dinamica o
cuasiestatica. El término cuasiestdtico es empleado en lugar de estatico, porque
tedricamente no puede haber pruebas tedricamente estaticas con la imposicion de una
carga, luego entonces hay pequefos movimientos relativos inducidos en las particulas
(Rao y Quintero, 2005).

1.4.3.1. Pruebas cuasiestaticas

Desde el punto de vista de la reologia se presentan dos comportamientos extremos

como resultado de la aplicacion de una fuerza a un material: deformacion solamente

elastica, para el caso de un sdlido ideal, y solamente flujo, para el caso de un liquido

ideal. Adicionalmente el flujo puede dividirse en viscoso y plastico. En este sentido, la

elasticidad, la plasticidad y viscosidad son las tres propiedades con las que el

comportamiento reoldgico de un material puede ser descrito, y se representan
23



clasicamente por tres materiales ideales. Material Hookeano, material de St. Venant y

liquido Newtoniano. En la realidad no existen materiales perfectamente eldsticos,

viscosos o plasticos; son tres cuerpos ideales que han sido utilizados para servir de

comparacion en el analisis de un material real.

Las pruebas mdas comunes para medir la viscoelasticidad de los materiales son 4, La

relajacion de esfuerzos, la prueba de creep, pruebas oscilatorias y el perfil de

viscosidad, las cuales se describen en la Figura 15.

Se aplica una

oscilatorios

Relajacion =
B Cjiac o deformacién constante
e y se monitorea el cambio
esfuerzos de esfuerzo en el tiempo.
Fluencia Se aplica una
fuerza constante y
o se registra el cambio de
Creep deformacion en el tiempo.
Dinamicos Se aphca_gn esfqerzo‘ 0]
u deformacién oscilatorio

y se registra la deforma-
cion o esfuerzo.

Perfil
de

viscosidad

Se aplica una fuerza
tangencial constante y
se registra el esfuerzo
resultante

Figura 15. Pruebas para determinar la viscoelasticidad de

Barnes, 2000).
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II1. Justificacion

Las pruebas reoldgicas y de calidad del trigo son de gran importancia, ya sea para su
comercializacién, manejo o procesamiento, pero sobre todo para determinar el uso
final del cereal. Sin embargo estas pruebas empiricas, empleadas para la clasificacion
y seleccion del trigo en fitomejoramiento y en la industria, presentan limitantes ya que
requieren gran cantidad de material en forma de harina, se requiere de mucho tiempo
para la molienda y ejecucion de la prueba y no es posible aplicarlas a gran cantidad de

materiales y contar con la informacion generada en tiempo y forma.

En este sentido, el presente trabajo se enfocd para desarrollar metodologias para
obtener las propiedades reoldgicas de los granos de trigo de una manera rapida,
barata y precisa. Asi el presente trabajo evalud la viscoelasticidad de granos de trigo
intactos, con la ayuda de los conceptos y teoria de la reologia fundamental, utilizando
modelos reoldgicos para describir el comportamiento viscoelastico del trigo, y
relacionar los parametros obtenidos con la composicion de las gluteninas, las cuales
han sido identificadas como las responsables principales de las propiedades reoldgicas
del trigo. De igual manera correlacionar los resultados de los modelos con pardmetros
de calidad tradicional obtenidos con los métodos empiricos. Por Ultimo se verifico la

correspondencia de la reologia del trigo en grano con la reologia de la masa de trigo.
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III. Objetivos

3.1. General

Establecer procedimientos para evaluar las propiedades viscoeldsticas de trigo en
grano y masa con el fin de relacionar los resultados con la composicion proteica y

calidad funcional del trigo.

3.2. Particulares

1. Evaluar la relajacion de esfuerzo de los granos de trigo aplicando el modelo
generalizado de Maxwell; su relacién con la composicion de gluteninas de bajo y

alto peso molecular del trigo y sus parametros de calidad funcional de los mismos.

2. Evaluar la fluencia o creep de los granos de trigo aplicando el modelo generalizado
de Kelvin-Voigt; su relacion con la composicion de gluteninas de bajo y alto peso

molecular del trigo y sus parametros de calidad funcional de los mismos.
3. Evaluar las propiedades viscoeldsticas de la masa de trigo con la prueba de creepy

recuperacién en el redmetro; su relacion con la composicion de gluteninas de alto

peso molecular del trigo y sus parametros de calidad funcional de los mismos.
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IV. Materiales y métodos

La metodologia general para las pruebas reoldgicas se describe esquematicamente en
la Figura 16. Para las pruebas de relajacién de esfuerzos y creep en grano se utilizé un
texturometro y para la prueba de masa utilizamos un redmetro. Se obtuvieron las
curvas correspondientes, las cuales fueron ajustadas a diferentes modelos
generalizados de Maxwell y de Kelvin-Voigt para la relajacion de esfuerzos y creep,
respectivamente.  Posteriormente los coeficientes de los modelos fueron
correlacionados con parametros de calidad tradicional para verificar si existe relacién

con éstos; y poder seleccionar el modelo a estudiar.

Obictivos 1v 2 Trigoengrano | . Harinadetrigo | .. 3
j Yl (caracterizado) | _(caracterizada) |
i " Elaboraciénde
< masa D
g Pruebasde R S
. compresiénen (" Pruebas en |
| texturometro | redmetro
S /,,fvm,wwmwmmwf " R ;
e ey \}
Ajuste de |
modelos |
Seleccién del
modelo
Correlacion con |
calidad f

Figura 16. Esquema general de la metodologia para la caracterizacion reoldgica del trigo en
grano y en masa.
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4.1. Material vegetativo

4.1.1. Material vegetativo para pruebas de trigo en grano (relajaciéon de

esfuerzosy creep)

Para las pruebas de trigo en grano, relajacion de esfuerzos y creep se trabaj6 con 36
lineas de trigo cosechado en 2007, proporcionadas por el CIMMyT (Centro
Internacional de Mejoramiento de Maiz y trigo), las cuales se muestran en la Tabla 3,
junto con su composicion de gluteninas con el objeto de observar la variabilidad, con
lo que se pretendié tener diferentes calidades para encontrar diferencias en la reologia

del trigo en grano.
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Tabla 3. Composicion de subunidades de glutenina de bajo y alto peso molecular de 36
lineas de trigo por alelo.

D Glu-A1 Glu-B1 Glu-D1 Glu-A3

Glu-D3

Q
g
&

1 1 17+18 5+10 c G b
2 nulo 7+8 2+12 e I b
3 2% 7+9 5+10 c h b
4 2* 13+16 5+10 c h b
5 2% 749 5+10 c h a
6 2* 7+9 5+10 c h b
7 2% 7+9 5+10 e h b
8 1 7+9 5+10 c h b
9 1 7+9 5+10 c h b
10 2% 7+9 5+10 c h b
11 1 7+9 5+10 c h b
12 1 7+9 5+10 c h b
13 1 7+9 5+10 c h b
14 1 7+9 5+10 c h b
15 2% 7+9 5+10 c h b
16 2* 7+9 5+10 c h b
17 2% 7+9 5+10 b h a
18 2% 7+9 5+10 e / b
19 1 17+18 5+10 e f c
20 2% 7+9 5+10 e J b
21 2* 7* 5+10 c h b
22 1 7+9 5+10 c d b
23 1 7+9 5+10 c d b
24 1 7+9 5+10 b h b
25 2% 7+9 5+10 d h b
26 2% 749 5+10 b h a
27 2% 7+9 5+10 b h a
28 2% 13+16 5+10 b h a
29 2% 7+9 2+12 b d a
30 2% 13+16 5+10 b h c
31 2% 17+18 5+10 c h c
32 2% 17+18 5+10 e h a
33 2% 17+18 5+10 c / a
34 nulo 17+18 5+10 c d d
35 2% 749 5+10 e J a
36 1 7+8 5+10 e d b

Glu-A3 e = nulo y G/lu-B3 j = 1B/1R translocacion centeno.
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4.1.2. Material vegetativo para la prueba en masa

Para estas pruebas se utilizaron 19 lineas de trigo duro rojo de invierno cultivado en
Estados Unidos en 2010, las cuales se encuentra en la Tabla 4, donde se muestra

ademas la composicién de gluteninas de alto peso molecular.

Tabla 4. Composicion de las gluteninas de alto peso molecular para 19 lineas de trigo rojo
duro de invierno.

Id Glu-A1 Glu-B1 Glu-D1
1 2* 749 5+10
2 2% 7+8 5+10
3 1 7+8 5+10
4 2% 749 2+12
5 2% 748 5+10
6 2* 7+8 5+10
7 2% 7+9 5+10
8 2% 749 5+10
9 2% 17+18 5+10
10 2* 749 2+12
11 2* 749 2+12
12 2* 7+8 5+10
13 1 749 5+10
14 2* 17+18 5+10
15 2* 748 5+10
16 1 7+8 5+10
17 2* 7+8 5+10
18 2* 749 2+12
19 1 7+9 5+10
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4.2. Caracterizacion tradicional

4.2.1. Proteina de la harina

La proteina (%) se determind por reflectancia de luz dentro del rango del infrarrojo
cercano, con el método 39-10.01 de la AACC, utilizando para esta determinacion el
analizador Infratec 1255 NIR Food and Feed Grain (Ultra Tec Manufacturing Inc.,
Santa Ana, CA) calibrado con los valores de contenido de proteina determinados por el
método Kjeldahl 46-11.02 de la AACC (AACCI, 2010). En la Figura 17 se observa el
equipo utilizado.

Figura 17. Equipo para determinacién de proteina. A) Infratec 1255 NIR. B) digestor de
Kjeldahl (Equipo de CIMMyT).

4.2.2. Caracterizacion de gluteninas

Para la identificacién de las proteinas de los trigos utilizados en las pruebas reoldgicas
de granos intactos se obtuvo harina integral y se utilizé un gel electroforético en
presencia de dodecil sulfato de sodio (SDS-Page) de acuerdo al protocolo (Singh y
Shepherd, 1988), con las modificaciones (Pefia ef al, 2004) para indicar la
composicion de SG-APM y SG-BPM.
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Figura 18. Identificacion de subunidades de glutenina en gel electroforético SDS page
(Rhazi et al., 2009).

En el caso de las 19 lineas evaluadas por creep y recuperacion en masa, las SG-APM
fueron separadas de acuerdo al protocolo (Naeem y Sapirstein, 2007) y determinadas
por RP-HPLC (por sus siglas( en inglés, Cromatografia Liquida de Alta Eficacia Fase
Reversa) utilizando el Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies Inc. Wilmington
DE, USA).

4.2.3. Volumen de Sedimentacién (SDS)

El volumen de sedimentacién (ml) se determind con un gramo de harina, a la que se
le agrega 8 ml de solucién acuosa de bromofenol (4 mg/l), para colorear y apreciar la
medicién, ademds de una solucién de acido lactico y agua en una relacién 1:8, mas la
solucion de SDS (dodecil sulfato de sodio). Las dos Ultimas soluciones se mezclaron en
una relacion 1:48, respectivamente, antes de usarse en la prueba, que después de
una serie de mezclado, agitacion y reposo; el volumen de sedimentacién se leyé en la
probeta de 25 ml (Pefia et a/,, 1990).
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4.2 4. Farinografo

El método utilizado para llevar esta prueba fue 54-22.01 (AACC International, 2010),
realizada en un Farindgrafo-E equipado con una cubeta para 10 g (C.W. Brabender
Instruments, Hackensack, NJ), variando la cantidad de agua adicionada para tener una

consistencia maxima de 500 unidades Brabender (UB), de donde se obtienen los
siguientes parametros (Figura 19):
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Figura 19. Farinograma tipico de una masa de trigo.

Tiempo de llegada, es el tiempo requerido por la curva para alcanzar la linea de las
500 UB.

Tiempo Pico, este es el tiempo requerido por la harina para alcanzar el desarrollo total;
e indica el tiempo dptimo de mezclado de la masa.

Tiempo de Salida, es el tiempo en el cual la curva deja las 500 UB.
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Tiempo de Estabilidad, es el intervalo entre el tiempo de llegada y el tiempo de salida.
Nombrado también tolerancia al sobre amasado de la harina. Un valor alto significa
que la harina es mas tolerante.

Absorcidn, es el porcentaje de agua requerida para centrar la curva en la linea de las
500 UB, a la maxima consistencia de la masa (Pico).

MTI (indice de Tolerancia al Mezclado), es la diferencia en unidades Brabender entre
el tope de la curva en el Tiempo al pico y el tope de la curva cinco minutos después de
que es alcanzado el Tiempo al pico. Un valor alto significa que la harina se debilitara

rapidamente después de alcanzar el méaximo desarrollo.

4.2.5. Alvedgrafo de chopin

La prueba del alvedgrafo mide las propiedades de tenacidad y elasticidad de las
masas, mediante la inyeccidn de aire en la masa en forma de disco de dimensiones
estandarizadas.

Esta determinacion se realizd de acuerdo al método AACC 54-30.02 (AACC
International, 2010). Y consistié en amasar 60 g de harina utilizando el criterio de
consistencia constante (absorcion variable, 50 -57%), y ajustando el tiempo de
mezclado de 7 a 9 min, para obtener una masa tersa. La cantidad de agua salina a
utilizar esta determinada en funcién al porcentaje de humedad inicial de la harina, asi
como del tipo de trigo, en funcion de su utilidad industrial. La masa resultante es
laminada con un rodillo para obtener un espesor constante (12 mm), ésta es cortada
en discos de didmetro y grosor uniforme, los cuales son lubricados, con aceite de
cocina. Los discos son introducidos en la camara de fermentacidon o reposo del
aparatc. Después de 20 mir de reposo se realizan los ensayos. El disco de masa se
coloca =n el centro de la plzatina fija o placa de soporte del alvedgrafo, posteriormente
se cierr1y se presiona de unia manera estandarizada mediante el movimiento lento de

la platin 1 superior.
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Figura 20. Esquema de trazado de alveégrama: a) posicion de partida, b) resistencia de la
masa (tenacidad), c) deformacion de la masa en una burbuja (extensibilidad) d) rotura de
la burbuja (fin del ensayo)

Finalmente se remueve la tapadera, se inyecta manualmente aire con el objetivo de
despegar el disco de la masa y se inyecta aire a presion constante. El aire inyectado
(insuflado) provoca la formacion de una burbuja, la cual se hincha formando un
pequefo globo, el cual opondra una fuerza a deformarse, hasta que finalmente se
rompa. El alveograma, se va trazando segln el paso que se esté realizando (Figura
20).

La informacion que se obtiene de un alveograma (Figura 14) es la siguiente:

Altura del pico ajustado (P, mm), esta relacionado con la fuerza maxima que opone la
masa a ser deformada.

Longitud de la curva (L, mm), es proporcional al volumen obtenido antes ruptura. El
valor L es generalmente relacionado con la extensibilidad de la masa y predice las

caracteristicas de manejo de la masa.
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Trabajo (W, J), el valor de W es la cantidad de trabajo requerido para la deformacion

de la masa y se relaciona con la coccion "fuerza" de la-de harina.

Relacion P/L, indica el equilibrio de la masa. Se utiliza para conocer la cantidad de

trabajo adecuada para cada harina.

4.2.6. Mixografo de Swanson

Esta prueba nos proporciona informacion referente a las propiedades del mezclado de
la harina y amasado, la absorcion de agua esta en funcién de agua y peso de la
muestra estan en funcién del contenido de proteina y humedad de la muestra, se basa
en el método 54-40.02 de AACC (AACC International, 2010) utilizando el mixdgrafo de
Swanson. En la Figura 21 tenemos un mixograma tipico, indicando los datos que
pueden ser obtenidos con esta técnica, para nuestro caso tomaremos solo el tiempo
de mezclado, que es el que se tiempo que transcurre desde la adicion de agua hasta
que alcanza la altura maxima (pico), ya que es el que se tarda en desarrollarse la

masa a su maxima consistencia.
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Figura 21. Mixograma tipico de un amasado de una harina de trigo.
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4.2.7. Calidad panadera

Para evaluar la calidad de panificacién del trigo, se utiliz6 la técnica de panificacion de
masa directa, utilizando el método AACC 10-09 (1995), sin adicion de oxidantes u otro
tipo de aditivo que pudiera interferir con la expresién de las caracteristicas reoldgicas;

con la formulacion de ingredientes de la Tabla 5.

Tabla 5. Ingredientes para panificacion método AACC 10-09
Ingrediente Cantidad

Leche en polvo 3qg

Solucion de levadura al 12% 25 ml

Agua destilada segun absorcion

La harina y demas ingredientes se mezclaron en un microamasador, hasta obtener una
masa bien desarrollada, homogénea y cohesiva. Posteriormente se fermentd en la
camara de fermentacion a 30 °C y una humedad relativa de 95%; durante 3 horas 55
min, en este lapso de tiempo se realizaron 2 desgasificaciones con la finalidad de
eliminar el exceso de CO, para que las levaduras aprovecharan al maximo los
azlicares, ademés de distribuir uniformemente las celdillas, cuidando de no rompetias;
se realizd ademas el moldeo, que es la formacion de un cilindro, el cual se colocé en
un molde. Seguido de esto se llevd a cabo el horneado a 220 °C durante 25 min;
saliendo del horno los panes se retiraron del molde, se pesaron y se les determiné el
volumen con ayuda de un volutémetro (Olan et al, 2010) por desplazamiento de

semillas de colza (Brassica sp.).



4.3. Métodos para medicion de las pruebas mecanicas de trigo en
grano

Se atemperaron granos de trigo de las 36 lineas evaluadas en una camara a 25 °C con
24 h de anticipacion para homogeneizar la temperatura y humedad de las muestras a

analizar.

Se midid individualmente el largo ancho y altura de cada grano de trigo de acuerdo a
la Figura 22A (ASABE, 2009), para posteriormente saturarlo de tinta en un cojin (para
poder marcar la huella de la superficie de contacto), se colocaron los granos
individualmente en la base del analizador de textura TA.XT2 (Texture Technologies
Corp., Scarsdale, NY/Stable Micro Systems, Godalming, Surrey, UK) con una celda de
25 kg, en la parte superior del grano se les colocé un papel para poder medir la huella
marcada por la superficie de contacto, la cual fue medida (Figura 22) después de
digitalizarla con el software Imagel (Wayne Rasband, National Institute of Mental
Health, Bethesda, Maryland, USA), para andlisis de imagenes; esta area fue utilizada
en el calculo del esfuerzo, a partir de la fuerza indicada por el texturometro de
acuerdo a la metodologia propuesta por Ponce-Garcia, et al (2008). Este
procedimiento fue utilizado para la prueba de relajacion de esfuerzos y creep.
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Figura 22. Medicién de las dimensiones del grano de trigo (A); medicion de la fuerza en
texturémetro (B y C), medicion del area de contacto en ImageJ (D).
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4.3.1. Trabajo elastico y plastico

El trabajo plastico y elastico de los granos de trigo en compresidn se calcularon de las
curvas de carga y descarga (Ponce-Garcia et al,, 2008). El drea bajo la curva de carga
corresponde a el trabajo total realizado sobre el trigo, durante la compresion. Durante
la descarga el area bajo la curva, representa el trabajo que se recupera en el trigo, y
es la parte elastica, del trabajo total. El trabajo disipado por la deformacion plastica no
es recuperado, y esta representado por la diferencia de las curvas de trabajo total

menos el trabajo elastico en la curva esfuerzo-deformacion (Gubicza et a/., 1996).

4.3.2. Relajacion de esfuerzos y el modelo generalizado de Maxwell

Esta prueba realizada a granos individuales de trigo, se realizd en un analizador de
textura TA.XT2 (Texture Technologies Corp., Scarsdale, NY/Stable Micro Systems,
Godalming, Surrey, UK), equipado con una probeta TA-510 (diametro = 10 mm), y
con las siguientes condiciones: desplazamiento en compresion a una velocidad de 0.1
mm/s hasta un desplazamiento de 0.5 mm, distancia a la que se mantuvo constante la

deformacion durante 600 s, registrando el cambio en la fuerza.

Los datos obtenidos presentaron una tendencia similar a la curva que se muestra en la
Figura 23, y para analizarlos igualamos %=0, para poder resolver la ecuacion
diferencial que da como resultado el modelo generalizado de Maxwell descrito por
Hernandez et a/. (2012a).
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Figura 23. Prueba de relajacion de esfuerzos aplicada a granos de trigo (0.5 mm de
deformacion durante 600 s)

Posteriormente la curva se ajusta al modelo generalizado de Maxwell, el cual esta
representado en la Figura 24 como un modelo mecanico sin masa, y que

matematicamente se representa de acuerdo a la ecuacion 1.

n, W7, W7, W7

000

Figura 24, Representacion mecanica del modelo generalizado de Maxwell (Hernandez et a/,,
2012a).

a(t) =gy + o.le—t/‘n + o-ze—t/rz oy 0.36—t/1:3 2 s o.ne—t/‘tn (1)
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Donde

a(t) = Relajacion de esfuerzos en funcion del tiempo
gy = Esfuerzo residual o puramente elastico
0y,0,,03,0, = Esfuerzos relajados en el i-ésimo elemento de Maxwell
71,72, T3, T, =  i-€simo tiempo de relajacion de esfuerzo

4.3.3. Método de la prueba de creep en granos de trigo

Esta prueba realizada a granos individuales de trigo previamente atemperados y
medidos de la misma forma que para la prueba de relajacién de esfuerzes, se realizd
en un analizador de textura TA.XT2 (Texture Technologies Corp., Scarsdale, NY/Stable
Micro Systems, Godalming, Surrey, UK), equipado con una probeta TA-510 (diametro
=10 mm), con las siguientes condiciones: desplazamiento en compresién a una
velocidad de 0.1 mm/s y con dos niveles de compresion una de 80 y la otra de 70 N
de fuerza en compresion, la que se mantuvo constante durante 1,200 s, registrandc el
cambio en la fuerza. Posteriormente se calculd el esfuerzo con el drea de contacto de

acuerdo a la metodologia propuesta por Ponce-Garcia et al. (2008).

Los datos obtenidos son como los presentados en la Figura 25 de donde eliminamos el
tiempo durante el cual el esfuerzo se va incrementando, para igualar to =0, condicién
necesaria para resolver la ecuacion diferencial para poder ajustar los datos a el modelo

generalizado de Kelvin-Voigt descrito por Hernandez et al. (2012b)
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Figura 25. Prueba de Creep aplicada a granos de trigo (mantenemos el esfuerzo constante,
y evaluamos la deformacion).

Posteriormente se ajusté al modelo generalizado de Kelvin-Voigt, con 1, 2, y 3
elementos de Kelvin, en la Figura 26 se muestra una representacion mecanica del

modelo generalizado de Kelvin-Voigt, y que de forma matematica se representa de

acuerdo a la ecuacion 2.

8

Eo

E1 EZ Eﬂ

Figura 26. Representacion mecanica del modelo generalizado de Kelvin-Voigt (o,: esfuerzo
aplicado, £: médulo de elasticidad, u:coeficiente de viscosidad) (Hernandez et al. 2012b).

L3 (2)

1
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con A= Hi

Eq
O en términos de complianza
= e —t/A -ty 4 b (3)
D(t) =Dy +Dy(1—e /M) +Dy(1—e /) + ..+ D,(1—e n)+#
0
Donde:
E(t) = Mddulo de elasticidad en funcion del tiempo
Ey, = Mddulo de elasticidad de la parte puramente elastica
E\,E;E, = Mddulo de elasticidad del i-ésimo elemento de Kelvin
M1, M2, Py = Coeficiente de viscosidad del i-ésimo elemento de Kelvin
ALy Ay = i-ésimo tiempo de retardacion
Ho = Coeficiente de viscosidad del flujo viscoso
D{t) = Complianza en funcién del tiempo
Dy = Complianza de la parte puramente elastica
Dy, D5,D, = Complianza del i-ésimo elemento de Kelvin

La prueba de creep, se realiza por el monitoreo de la deformacién de un espécimen
bajo compresion o sujeto a carga muerta. Este tipo de carga es la mas simple desde
un punto de vista técnico, y es la forma mas popular de carga aplicada (Peleg, 1985).
Entonces la aplicacion de una carga muerta es equivalente a una fuerza constante, sin
embargo en el espécimen el esfuerzo no es constante, particularmente si la
deformacion es suficientemente grande para causar cambios significativos en el area
de la seccion transversal. Para estudiar estas implicaciones, varios autores han
sugerido procedimientos y férmulas matematicas para correccion (Calzada y Peleg,
1978; Peleg, 1985; Purkayastha et al, 1985), con las que fueron evaluados los datos

experimentales.

En ingenieria, la aproximacion de Cauchy en relacion a la deformacion (e.), es e.=ca-1.

Para un espécimen incompresible bajo una prueba ideal, i.e. donde solo las
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dimensiones del espécimen cambian, pero no su forma, la relacién entre deformacion
y el area de la seccion transversal.
A(d)= Ao/a

Donde: A(a) es el 4rea actual (en el instante), 4, el &rea inicial (en nuestro caso en el
inicio del creep) y « la relacién entre la altura de la muestra y la altura inicial (inicio del
creep); para compresion utilizando los datos del experimento.

a = (H; + AH)/H;
Donde: H; es la altura final y AH el cambio en la altura de la muestra durante el
creep. En este experimento a y AH son funciones del tiempo que mas apropiadamente

se escribirian a(t) y AH(t).

La complianza en compresion uniaxial D(t) es definida como la deformacion, s(t) por
unidad de esfuerzo, a(t) o
D(t) = e(t)/o
Una forma no corregida por el cambio en el area, para muy pequefias deformaciones
puede escribirse como
D(t) = Age(t)/W
Donde el esfuerzo es la aplicacién de una fuerza constante, W por unidad de area, 4,
si el cambio de area de la seccion transversal es pequeno, y el esfuerzo es similar a la
complianza corregida, D.(t).
D.(t) = Age(t)/Wa(t)

En la presente investigacion los granos de trigo con 12% de contenido de humedad
presentaron en promedio un creep de 0.02%, que tiene una diferencia de 0.78 MPa, la
cual no fue diferente estadisticamente (P<0.05) entre las complianzas D(t) y D.(t),
por lo que la correccién no fue necesaria (Hernandez et al., 2012b). Sin embargo para
deformaciones mas grandes o mayores contenidos de humedad, la correccion puede

ser necesaria.
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4.3.4. Pruebas en masa de trigo (creep y recuperacion)

Este procedimiento se implementd con el objetivo de corroborar los resultados
obtenidos en las pruebas de relajacién de esfuerzo y creep en grano, y asi analizar la
reologia de la masa de trigo y poder determinar si existe relacion con las pruebas

realizadas directamente en granos de trigo intactos.

4.3.4.1 Mediciones de creep y recuperacion

La preparacién de la muestra para este andlisis reoldgico consistié en 10 g de harina
(14% de humedad) a una absorcién dptima en el farindgrafo (500 UB). Las masas
fueron preparadas en el farindgrafo, mezcladas hasta el desarrollo éptimo mas 1 min
adicional para garantizar la homogeneidad de la muestra, posteriormente fue
manipulada para darle forma redondeada y colocada en una prensa (lubricada) con un
plato superior de 2.5 kg y un claro de 2.5 mm durante 40 min a temperabtura
ambiente. De donde se obtuvo un disco o galleta de 25 mm de didmetro, el cual se
colocd en la base del redmetro AR1000 (TA Technologies Instruments, New Castle,
DE), se cubren con aceite mineral para evitar deshidratacion y errores por friccion (ver
Figura 27).

La geometria utilizada fue la de platos paralelos con un claro de 2.5 mm y un plato
superior de 25 mm de didmetro La superficie de contacto de la base y la probeta
utilizada fue de cuadros estriados para mantener un mejor control de la muestra.
Después de bajar la probeta los discos fueron recortados cuidadosamente para evitar
errores por friccion. La temperatura se mantuvo constante a 25 °C durante la prueba
que se llevé a cabo durante 100 s a 100 Pa de esfuerzo para el creepy 100 s para la
fase de recuperacion o “recovery’. Los datos fueron colectados con la opcién muestra

rapida “fast sampling” del redmetro.
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Figura 27. Equipo empleado para la prueba de creepy recuperacion. De izquierda a derecha
farinégrafo E, prensay reémetro (equipo de Okliahoma State University).

El andlisis de trigo se realizé utilizando también el modelo de Kelvin-Voigt como el
presentado en la seccion anterior (ver Figura 26), con modificaciones en la
nomenclatura, debido a que en este caso la prueba en el reémetro se llevd a cabo con
deformacion transversal a diferencia del grano en la que la deformacion fue axial. La
nomenclatura utilizada es en este caso fue la sugerida por la IUPAC (por sus siglas en
inglés, Unién Internacional de Quimica Pura y Aplicada), para deformaciones
transversales (Kaye et a/., 1998).

J para la complianza en deformacion transversal
G para el modulo elastico
n: para el coeficiente de viscosidad

Para el andlisis de la recuperacién se analizard considerando que la deformacién
maxima de la prueba es recuperacién cero; la deformacion final sera la maxima
recuperacién, y el tiempo a la maxima deformacién exigimos que sea cero para poder
resolver la ecuacion diferencial que resuelve el modelo (Figura 28). El modelo

empleado sera similar al generalizado de Kelvin-Voigt, sin la parte puramente viscosa,
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Figura 28. Transformacion de las curvas de deformacion a curvas de recuperacion de la
prueba de recuperacion.

El modelo mecanico generalizado a utilizado para el analisis de este comportamiento
viscoelastico se muestra en la Figura 29, el cual es muy similar al modelo generalizado

de Kelvin (Figura 26) sin la parte puramente viscosa.
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Figura 29. Modelo generalizado para la recuperacion.

Y se ajustd a la expresion matemética de la ecuacién 4.

1

L= Ly ey L (1 m e t) = (1 — et/ 4
G(t)_60+61(1 e”/M)+—(1—et/h) + +Gn(1 g )

2
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con M

{ GO
O en términos de complianza
J@©) =Jo +J1(1—e™ M) + (1 —e7t 22 ) 4 e 4 [ (1 = e7H/Pn) (5)
Donde:
G(t) = Mddulo de elasticidad en funcion del tiempo
Gy = Mddulo de elasticidad de la parte puramente elastica
G Gy i = Mddulo de elasticidad del i-ésimo elemento de Kelvin
N1, N2 M = Coeficiente de viscosidad del i-ésimo elemento de Kelvin
A, Aoyl = i-ésimo tiempo de retardacion
It = Complianza en funcién del tiempo
Jo = Complianza de la parte puramente elastica
JuJoJn = Complianza del i-ésimo elemento de Kelvin

4.4, Analisis estadistico

Para el ajuste de regresion de los modelos generalizado de Maxwell y de Kelvin-Voigt,
ambos exponenciales (no-lineales), se utilizd el software Origin Pro 9 (OriginLab
Corporation, Northampton, MA, USA), para lo cual se programd las ecuaciones para

realizar los ajustes.

Con el software SAS, version 9.2 (SAS Institute, 2009) los coeficientes de regresion
fueron analizados por una comparacion de medias por subunidades de glutenina
utilizando la prueba de Duncan (a<=0.05), ademas de evaluar las correlaciones de

Pearson de los parametros obtenidos de reologia con métodos tradicionales.
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V. Resultados y discusion

5.1. Relajacion de esfuerzos en granos de trigo

5.1.1. Propiedades viscoelasticas del grano de trigo

Varios estudios han indicado que las gluteninas exhiben una propiedad viscoelastica
Unica, cuando son hidratadas son las responsables en gran medida de las propiedades
reoldgicas de la masa de trigo, lo cual ha sido ampliamente estudiado. Sin embargo
poca investigacion existe sobre la viscoelasticidad de los granos de trigo con limitadas
cantidades de agua, recientes estudios se han realizado al respecto sobre las
propiedades mecanicas de trigo en grano (Figueroa et al.,, 2009; Maucher et al., 2009;
Ponce-Garcia et al., 2008). Pero poca ha sido sobre la influencia’ de las gluteninas y la

viscoelasticidad directamente en granos de trigo (Figueroa et a/., 2011c).

Los granos de trigo estan continuamente sujetos a una serie de cargas estaticas y
dinamicas durante la cosecha, manejo, transporte, almacenamiento, procesamiento y
molienda. Estas cargas causan dafos al trigo, demeritando su calidad intrinseca,
asociada a su composicion de SG-APM y SG-BPM; e incrementa la susceptibilidad al
deterioro durante el almacenamiento. El dafio ocasionado depende de la magnitud y
tipo de carga a las cuales esta sujeto el trigo y de la composicidn de las gluteninas, las
cuales tienen un comportamiento viscoelastico, por lo que sus propiedades mecanicas

estan en funcion del tiempo similarmente a la gran mayoria de los alimentos.

Se desarrollé una metodologia para que a partir de granos de trigo individuales sujetos
a una relajacion de esfuerzos, un posterior ajuste de las curvas con el modelo
generalizado de Maxwell, para analizar los coeficientes de regresion por subunidades

de glutenina y su relacion con la calidad funcional.
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La Figura 30 ilustra una curva tipica del modelo generalizado de Maxwell con 4
elementos de Maxwell o exponenciales, asi como una parte puramente elastica,

representada con un resorte en el modelo mecanico que analizaremos en la presente

seccion.
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Figura 30. Curva tipica de la relajacion de esfuerzos, indicando los elementos del modelo
generalizado de Maxwell.

5.1.2. Seleccion del modelo

En trabajos previos en granos de trigo (Figueroa et al, 2011a) se reportd que 3
elementos de Maxwell con 0.5 mm de desplazamiento, y una velocidad de carga de
0.1 mm/s fueron apropiados para obtener importantes datos de calidad de diferentes
tipos de trigo a diferentes contenido de humedad y desplazamientos. Sin embargo,
para la prueba de relajacién de esfuerzos faltaba certeza de haber llegado al equilibrio

(Figueroa et al,, 2011a), por lo que la fase de relajacién se evalud hasta 600 s. En
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otros trabajos (Matsumoto et a/,, 1974), se estudio la relajacion de la masa utilizando
un extensografo, reportando que el comportamiento de la masa no puede ser
representado por un modelo con solo un elemento de Maxwell, pero si con varios
elementos distribuidos en el rango de 1 a 1,000 s en los tiempos de relajacion. En la
presente investigacion se utilizaron 600 s para la fase de relajacion de esfuerzos, y se
ajustaron las curvas a modelos con 3, 4, 5y 6 elementos de Maxwell. En el modelo de
5 elementos de Maxwell, algunos repeticiones de los granos de trigo mostraron un
cuadrado de la media del residual menor a 1.1x10® y un alto coeficiente de
determinacién R? (>0.9999) para el analisis de regresion de la ecuacién exponencial,
sin embargo presentd una menor correlacion con el volumen de sedimentacion y las
propiedades reoldgicas de la masa, comparada con los modelos de 3 y 4 elementos de
Maxwell. El ajuste del modelo de 6 elementos presentv mejores pardmetros
estadisticos, pero con algunos coeficientes negativos, lo cual es fisicamente
improbable para el modelo. Por lo que se trabajo con el modelo generalizado de
Maxwell de 4 elementos exponenciales, que presenté un R? de 0.999 y un cuadrado
medio del residual de 1.3x10™ a 6.6x10°°.

5.1.3. Influencia de las gluteninas en las propiedades fisicoquimicas,

reolégicas y mecanicas del trigo.

Los locus G/u-3 (Tabla 6) tienen mayor influencia en el volumen de sedimentacion y
elasticidad del grano que los locus Glu-1. Glu-A1 muestra diferencias significativas en
el esfuerzo y trabajo plastico. G/u-A1 tiene diferencias solo en el esfuerzo. La
influencia de G/u-DI con la mayoria de muestras conteniendo 5+10 no pudo ser
evaluada de una manera amplia en este estudio debido a la limitada variabilidad
genética de los materiales; sin embargo, se presentd un importante efecto de G/u-D1
en el tiempo de mezclado y trabajo plastico. Por otro lado G/u-A3 influye solo a las
propiedades mecénicas del grano (£, esfuerzo, fuerza, W,y -, mientras que G/u-B3

muestra diferencias significativas tanto en los pardmetros de calidad y las propiedades
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mecanicas. Resultados similares han sido reportados (Figueroa et al, 2011c; Tsenov
et al,, 2010), que indicaron que los alelos Glu-A3y Glu-B3 tienen gran influencia en la

calidad y uso final del trigo.

Tabla 6. Valores de F para el analisis de varianza en una sola direccién de las caracteristicas
fisicoquimicas del trigo por locus de SG de BPM y APM °,

Grupo " SDS  Tiempo Alvedgrafo Propiedades mecénicas del trigo en grano
rote-

geno- , Volu- de Mez- . Tena- Extensi Médulo de Trabajo Trabajo
L ina Trabajo . - P/L » Esfuerzo Fuerza i i
tipico men  clado cidad bilidad elasticidad elastico plastico
Glu-A1 017 1.48 1.69 2.73 0.63 0.94 0.54 2.64 5:14-* 2.42 1.94 3.78 *
Glu-81 0.99 0.28 0.12 2.13 090 031 0.42 2.60 4.14%% 144 0.98 1.33
Glu-DI  0.00 0.34 2.64t 2.02 1.90 1.98 1.75 0.79 0.55 0.01 0.61 5.63 *

Glu-A3 158 2.15 113 1.07 0.45 0.04 0.33 3.62* 4.20* 6.19*%* 6.33*%* 4,63+
Glu-B3 0.66 4.45** 7.02*% 6.35** 1.63 3.11* 343 * 3:.30 % 3.12*%  3.19* 1.67 3.02 *

Glu-D3 2.45 0.10 1.66 3.01* 0.72 1.47 2.23 1.22 2.25 2,17 5.03** 1.87

¥, xk kkk oyt Significantivo a e< 0.05, @<0.01, @<0.001, y @<0.1 respectivamente.
2; 36 lineas de trigo analizadas.

5.1.4. Efecto de la composiciéon de gluteninas de bajo y alto peso molecular en

el comportamiento “iscoelastico del trigo en la relajacion de esfuerzos

Varios autores han indicado que ciertas gluteninas de alto peso molecular estan
relacionadas con la calidad de reoldgica y de panificacion, especialmente las Glu-D1
5+10, G/u-B1 17+18 (Payne et al., 1987). Varios estudios de propiedades reoldgicas
se han realizado utilizando el farindgrafo, alvedgrafo y redmetro para evaluar dichas
propiedades, otros estudios bioquimicos han extraido las proteinas para medir dichas
propiedades. Sin embargo, si las proteinas estdn en el grano no hay necesidad de
extraerlas ya que alterarian sus propiedades intrinsecas del mismo por lo que en el
presente estudio se propuso obtener dicha informacién del grano intacto por medio del

uso del texturémetro, y utilizar modelos matematicos para su interpretacion.
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El siguiente paso fue evaluar si estas proteinas presentaron diferencias en propiedades
viscoelasticas que pudieran explicar dicha calidad. Para lo cual se emplearon las
pruebas de relajacion de esfuerzos directamente del grano de trigo intacto.

La influencia de los diferentes grupos genotipicos de las SG-BPM y —APM en los
esfuerzos relajados ¢y en los tiempos de relajacién 7 de la ecuacion 1 calculados a
partir de las curvas de compresion de granos intactos de trigo se muestra en la Tabla
7. Los valores de F de la prueba de Fisher para el andlisis de varianza muestran que
Glu-Aly Glu-B1 son afectados significativamente en los esfuerzos: puramente elastico
y el del cuarto elemento de Maxwell. Cabe aclarar que en los presentes datos solo 2
muestras poseian la subunidad 2+12 en el locus Gw D2 El locus Glu-3
correspondientes a las gluteninas de bajo peso molecular presentd influencia en las
propiedades de relajacién obtenidas especialmente G/u-B3y Glu-A3. Estos resultados
estan en concordancia con las observaciones de la influencia de las gluteninas en las

propiedades fisicoquimicas, reoldgicas y mecénicas del trigo (seccién anterior).

Tabla 7. Valores de F del analisis de varianza en una sola direccion para los coeficientes de

esfuerzos y tiempos de relajacién por locus de gluteninas de bajo y alto peso molecular %
Grupo

genotipico
GIUAl  7.03** 7.43* 015 755* 0.19 635* 0.57 831** 046 0.46  11.22 ***

(/) o T1 o0, T2 o3 T3 O Ts It 1o;

Glu-B1 2.30 5.731%* 1.50 3.39 &£ 1.38 6.12 ** 0.55 3.91 ** 0.84 0.81  8.09 ***
Glu-D1 5.21* 3.10 2.30 3.58 0.69 6.46 * 1.29 7.30 ** 3.33 3.14 8.31 **
Glu-A3  8.55*** 277 * 0.50 2.68* 2.61* 653*% 337* 9.26*k 333* 348* 6.83**
Glu-B3  5.46 **  3.62 ** 1.84 5.80 ¥* 3,42 ¥* .38 *** 489 %% 576 *¥* 232%  272* 629 ¥k

Glu-D3  4.68 **  2.95* 1.08 3.18* 1.41 2.16 2.16 3.59 * 0.90 1.10 4.45 **

* xx kkk oyt Significativo @ o< 0.05, @<0.01, @<0.001, y @<0.1, respectivamente.
. 36 lineas de trigo analizadas.

En la Tabla 8 se tiene la media del analisis de varianza de los coeficientes estimados
de la regresién ajustada a un modelo generalizado de Maxwell de 4 elementos
exponenciales. Se observan diferencias significativas en las medias de la parte

puramente elastica (o) y en los esfuerzos de los elementos de Maxwell 0y, 0, 03y

o4 de la subunidad nula o silenciosa de G/u-A1 comparado con las subunidades 1y 2*
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del mismo locus. El grupo genotipico G/u-B1 mostrd diferencia en los esfuerzos oy, 03 Y
03, mientras que para este estudio con limitada variabilidad en la composicion del
locus Glu-D1, las subunidades 5+10 y 2+12 mostraron diferencias en algunos
esfuerzos. En lo que se refiere al loci G/u-3, todos los grupos alélicos mostraron
diferencias significativas (Tabla 8), especialmente G/u-B3 la cual también presentd

diferencias en los tiempos de relajacion.

El analisis de estos experimentos de relajacion de esfuerzos en granos de trigo (Tabla
8) sugiere dos mecanismos de relajacion: uno a tiempos cortos de 1 a 10 s (71 y 72); ¥
otro a tiempos largos =~ 50 a 450 s (73 y 73). Varios investigadores han reportado
similares tiempos de relajacion en granos de trigo (Figueroa et al., 2011a), en granos
de cebada (Bargale y Irudayaraj, 1995), en gluten (Bohlin y Carlson, 1980; Li et al.,
2003) y en masa (Matsumoto et a/, 1975; Matsumoto ef a/, 1974; Mita y Bohlin,
1983) utilizando diferentes equipos. Figueroa et a/. (2011a) reportaron datos de
granos de Triticum aestivumy T. durum en compresién con 13% de humedad y 17%
de deformacidn, de alrededor de 1.5, 12 y 111 s para tiempos de relajacion 71 72 y 73,

respectivamente (con un modelo de tres elementos de Maxwell).

Como referencia adicional, para granos de cebada a 10.1% de humedad y 4% de
deformacion se reportaron tiempos de relajacion de 2.19, 7.58 y 20.8 spara 71 »» y 73,

respectivamente (Bargale y Irudayaraj, 1995).

Utilizando un redmetro (Bohlin y Carlson, 1980) reportaron tiempos de relajacion de
masa de trigo de 1 y 100 s; y en gluten modificado de 1 y 500 s (Mita y Bohlin, 1983)
atribuible a la orientacion estructural del gluten en masa. Otros investigadores
indicaron (Rao et al, 2001) que la fuerza de la masa de semolina-agua del trigo
cristalino o duro, el cual tiene altas proporciones de gluteninas, para llegar a la iso-
relajacion presentd tiempos mds largos entre  42.3 y 50.1 s, comparado con el

intermedio de 20 a 22.3 s; y para masas débiles de 8.4 a 11.3 s.
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Tabla 8. Coeficientes de regresién del modelo generalizado de Maxwell para la relajacion de
esfuerzo por subunidades de glutenina **.

Grup? Alelo T T [£1 o2 s} T3 73 T4 74
genoiigion (MPa) (MPa) (s) (MPa) () (MPa) (s)  (MPa)  (s)

l nin | molecular
Glu-A1 nulo 18.01 b 1.13b 1.02 a 1.01b 8.10 a 094b 4733a 1.24b 367a
Glu-A1 1 25.75 a 1.73 a 1.02a 1.86 a 8.38a 141a 48.83a 191a 383a
Glu-A1 2* 27.65 a 199a 1.05a 1.65a 8.16a 1.40a 47.75a 2.00a 376a

Glu-B1 7+8 30.36 a 151bc 0.87a 1.74 a 7.16 a 147a 44.75a 198ab 351a
Glu-B1 17+18 24.70a 1.38¢c 0.98a 131a 7.92a 1.10b 47.82a 1.61b 386a
Glu-B1 7+9 26.04a 198abc 1.05a 1.75a 8.28a 142ab 47.92a 196ab 377a
Glu-81 13+16 31.28a 2.14ab 1.22a 1.84a 9.23 a 1.54a 48.18a 2.25a 377a
Glu-B1 7 26.14 a 2.32a 1.15a 1.89 a 839a 1.72a 51.60a 2.13ab 398a

Glu-D1  2+12 20.80b 145a 086a 130a 764a 1.06b 4492a 145b 346a
Glu-D1  5+10 26.84a 1.88a 1.05a 1.70a 8.26a 140a 48.01a 195a 379a

Subunidades de glutenina de bajo peso molecular

Glu-A3 b 30.7 a 2.18a 1.03a 179a 846a 154a 4770a 2.16a 371a
Glu-A3 c 26.9 ab 1.78 a 1.69 a 1.73a 850a 140ab 49.24a 199a 388a
Glu-A3 d 24.1b 202a 094a 176a 733a 1.48a 4583a 193a 354a
Glu-A3 e 21.2b 1.74a 098a 139a 731a 1.13b 44.03a 149b 355a
Glu-83 d 30.1a 152ab 1.06ab 1.99a 939a 149a 52.69a 2.03a 392ab
Glu-B3 f 149 ¢ 149ab 0.81b 1.10c 6.58b 0.87bc 42.14b 1.15c¢ 340b
Glu-B3 g 208bc 0.86b 1.23a 0.85c 9.04a 0.82c 53.40a 140bc 426a
Glu-B3 h 27.2ab 198a 1.05ab 1.73ab 8.23ab 1.45a 47.92ab 2.03a 379ab
Glu-B3 i 21.8 bc 202a 1.13ab 1.44abc 796ab 1.17abc 4495b 1.55abc 360b
Glu-B3 J 27.2ab 1.70a 0.7Sb 132bc 631b 1.22ab 40.18b 1.78ab 348b
Glu-D3 29.6 a 199a 09a 160a 7.76a 138a 46.08b 20la 371a

a
Glu-D3 b 25.1ab 1.87a 1.07 a 1.74a 829a 139a 4836b 1.89a 379a
Glu-D3 c 28.7 a 1.70 a 1.04a 174a 864a 140a 46.85b 2.10a 374a
Glu-D3 a 20.50 b 098b 1.20a 0.87b 9.60a 0.93b 55.17a 1.21b 415a

? Medias (n=6) seguidas de diferente letra en un mismo grupo y columna son significativamente diferentes (Duncan, P<0.05).

® granos sujetos a una deformacion de 0.5 mm durante 600 s de relajacion.

& = esfuerzo residual o puramente elastico; ¢y, &, &3 y & = esfuerzo del i-ésimo elemento de Maxwell; 7, = tiempo de relajacidn
del i-ésimo elemento de Maxwell. Esfuerzo inicial al tiempo cero = & + Gi+ci+ o+ 0.0
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También se han reportado dos procesos de relajacién: uno menora 1 s y otro de 10 a
1,000 s (Li et al, 2003), lo cual indica que en el gluten este comportamiento
corresponde a la estructura de red asociada a los entrecruzamientos y enlaces
cruzados de los polimeros de proteinas. Sin embargo, en el grano de trigo pueden
existir proteinas con orientaciones aleatorias; entrecruzamiento entre ellas y unidas
con enlaces de hidrogeno con moléculas de agua. En la masa, las proteinas estan
sujetas a tensidn durante el mezclado en una red de proteinas con almiddn. Existe
ademas un gran nimero de interacciones entre cadenas y el hecho que todas estas
fuerzas actlen juntas (como resultado de alineacién de las moléculas) genera un
incremento en la fuerza de la masa. Esto es probablemente la razdn por la que los
tiempos de relajacion reportados para la masa (Li et a/., 2003) son mucho mas cortos
que 71 y mas largos que 7z que los obtenidos para el analisis en granos de la presente

investigacion.

En el presente trabajo, la relajacion de esfuerzos se evalud directamente en granos de
trigo intactos analizando la influencia de la composicion de SG-APM y -BPM. Los
resultados del modelo generalizado de Maxwell con 4 elementos exponenciales
sugieren que las diferencias en la relajacion de esfuerzos puede ser explicada por la
combinacion de esfuerzos de SG-APM y —BPM, ademas de otros factores que influyen,
y no han sido incluidos en este estudio, como son los polimeros no proteicos como los
pentosanos y B-glucanos, que actlan como plastificantes (comportamiento viscoso) y
disipan energia en el grano de trigo. Tiempos de relajacion mas cortos fueron se
presentaron en lineas con alelos nulos o silenciosos y con menores volimenes de
sedimentacion y tiempos de mezclado en el mixdgrafo mas cortos, mientras que
tiempos de relajacion mas largos se presentaron en trigos con mayores volimenes de
sedimentacion. Diferencias en la relajacion de esfuerzos fueron encontradas en los
diferentes alelos de gluteninas, especialmente en el loci Glu-3, y estas diferencias
fueron relacionadas con el volumen de sedimentacion y resultados del mixdgrafo y

alvedgrafo.
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Figura 31.Curvas de relajacion de esfuerzos por A) SG-APM y B) SG-BPM (generadas con
datos de la tabla 8; alelos con * de G/u-D3 y ** de G/u-B3; Glu-B3 j. translocacion
centeno/trigo).
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Las curvas exponenciales fueron caracterizadas por una regién de rapida relajacion de
esfuerzo (o) con un tiempo de relajacion (71) entre 0.59 y 1.78 s; una segunda
relajacién de esfuerzos (o) con un tiempo de relajacién (73) entre 5.63 y 11.05 s; €l
tercer esfuerzo relajado (o) con tiempo de relajacion (73) entre 38.24 y 57.75 s; una
regién de meseta que tiende a hacerse asintética en el tiempo de relajacion (73) de

315.69 a 439.69 s.

Las diferencias de los valores de esfuerzos entre 380 y 600 s fueron muy pequefias y
estadisticamente no significativas en todos los genotipos de trigo evaluados en una
deformacidn de 0.5 mm. La Tabla 8 muestra que los esfuerzos iniciales a tiempo de
relajacion cero y 12% de humedad fueron relativamente bajos para Glu-A1 nuloy Glu-
B3 f con 22.33 y 19.53 MPa, respectivamente, y alto para algunos loci y alelos
asociados con buena calidad tales como Glu-Al 2*, Glu-DI 5+10, y Glu-B3 h con
34.69, 33.77, y 34.35 MPa, respectivamente (Figura 31). En estudios previos
reportaron valores iniciales de esfuerzo 13.6, 24.1 y 24.6 MPa para trigos suaves y
duros, respectivamente, con 13 a 20% de humedad y 0.5 mm de desplazamiento en el
régimen eldstico (Figueroa, et al, 2011a). Valores mas altos de esfuerzo han sido
reportados para pruebas de relajacion llevadas a cabo en el limite elastico, en
endospermo (Haddad et a/., 2001) de trigo durum, reportando esfuerzos de 34 MPa y
equilibrio en 1,000 s. Por otro lado en maiz dentado y corneo con 16 a 20% de
humedad se reportaron esfuerzos de 15 a 20 MPa (Singh et al,, 1991), similares a los

obtenidos en la presente investigacion.

5.1.5. Relaciéon entre los coeficientes de relajacion de esfuerzos y calidad

indicada como volumen de sedimentacion y propiedades reolégicas.

Los resultados de este andlisis sugieren una relacién lineal entre algunas propiedades

de calidad y los datos de la relajacién de esfuerzos directamente en granos de trigo
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intactos. Se encontrd una correlacion lineal significativa entre la calidad y las
propiedades viscoelasticas. Las propiedades mecanicas se correlacionaron con el
primer esfuerzo relajado o decaido (o7), el trabajo plastico correlacionado
negativamente con oy y o3, indicando que la regidn de decaimiento es mas afectada
por componentes plastificantes como los g-glucanos. El segundo y tercer decaimiento
(esfuerzo o; tiempos de relajacion 73, 73, 74) mostraron relaciéon con el volumen de
sedimentacion y resultados del alvedgrafo. El tercer término con un rango de su

tiempo de relajacion con un rango de 40 a 60 s presentd una mayor correlacién con la
calidad (Tabla 9).

Tabla 9. Coeficientes de correlacion de los parametros de relajacion de esfuerzos de trigo
en grano vs. volumen de sedimentacion, reologia de la masa y propiedades mecanicas del

_trigo en grano (N=36)°.

Parametros gy o 1 O3 T2 o3 T3 oy Ta
(MPa) (MPa) (s) (MPa) (s) (MPa) (s) (MPa) (s)
Proteina ® ns ns ns Ns ns ns Ns ns ns
Volumen SDS ns ns ns 0.39* ns ns 0.44 ** ns ns
SDS Index ns ns ns 036* ns ns 0.41* ns ns
Tiempo Mezclado ns ns ns 0.44 ** 0.35%* ns 0.51 ** ns ns
Trabajo Alveégrafo ns ns ns Ns 0.38 * ns 0.60 *** ns 0.44 *
Tenaddad ns ns ns Ns ns ns 0.52 ** ns ns
Extensibilidad -0.48 ** ns ns Ns ns ns ns ns ns
P/L 0.52 *x* ns ns Ns ns ns ns ns ns
Médulo Elastico 0.44** 042* ns 0.40* ns 0.56 *** ns 0.60 *** ns
Esfuerzo 042* 042* ns 038* 035* 0.53** 0.32*  0.51 ** ns
Fuerza 0.57 *** 035* ns Ns ns 0.54 ** ns 0.64 *** ns
Trabajo Elastico 0.52** 0.35* ns Ns ns 0.38 * ns 0.45 ** ns
Trabajo Plastico -0.43 ** ns ns Ns ns 0.35* ns -0.47 ** -0.37 *

* k% y ¥x% son significativas a P<0.05, 0.01 y 0.0001, respectivamente. No significativa = ns.
2 Granos sujetos a una deformacién constante de 0.5 mm y 600 s de relajacién.
0y = esfuerzo puramente eldstico; oy, &, & Y 0 = esfuerzo del i-ésimo elemento de Maxwell; =, = tiempo de

relajacidn del i-ésimo elemento de Maxwell. )
® proteina del grano (humedad: 12.5%); Tiempo Mezclado (de la masa en mixdgrafo); Trabajo eldstico y plastico:

areas bajo la curva correspondiente.
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En masas de semolina-agua se han reportado resultados similares (Rao et a/., 2001)
donde los parametros tso y tss fueron correlacionados con las propiedades de
mezclado, resistencia maxima en el extensdgrafo, la relacién P/L del alvedgrafo,

energia de mezclado, tiempo de mezclado y volumen de pan.

De las caracteristicas, viscoelasticas arrojadas por el modelo generalizado de Maxwell
con 4 elementos exponenciales, los tiempos de relajacion (73, 73 y 72) fueron los
mejores indicadores de la calidad (volumen de sedimentacion, tiempo de mezclado
trabajo y tenacidad de alvedgrafo). Los valores de esfuerzos fueron correlacionados
con las propiedades mecanicas (£, esfuerzo inicial, fuerza, trabajo plastico y elastico)
de los granos de trigo. El tiempo de relajacion 73 de 45 a 60 fueron correlacionados
con altos volimenes de sedimentacion y tiempos de mezclado mayores, comparado
con los bajos volimenes de sedimentacion y tiempos de mezclado cortos asociados a
73 menores de 45 (Figura 32). Se han reportado tiempos de relajacion mas cortos para
trigos suaves comparado con trigos fuertes y duros (Figueroa et a/., 2011a). Como se
esperaba los genotipos con tiempos de relajacion cortos y bajos volimenes de
sedimentacion se presentaron en muestras con Glu-Al nulo, con Glu-B3 j (1B/1R,
traslocacion de centeno y trigo) y con Glu-A3 e (silencioso). Los genotipos con alto
volumen de sedimentacion (> 17 ml ) y tiempos de mezclado > 3.3 min presentaron
tiempos de relajacion 73 > 46 s y composicion buena de SG-APM como Glu-Al 1, 2%,
Glu-B17+9, 17+18 y Glu-D1 5+10 asociados con variantes alélicas de G/u-3 loci (SG-
BPM), como, Glu-A3 ¢, y b, Glu-B3 g, h, d.
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Figura 32. Relacion del tiempo de relajacién 13 con el volumen de sedimentacion y tiempo
de mezclado.

5.1.6. Conclusiones

El uso del modelo generalizado de Maxwell para describir el comportamiento de
relajacion de esfuerzos de las subunidades de glutenina de alto y bajo peso molecular
en granos de trigo intactos fue utilizado en esta investigacion para 36 lineas
representando un amplio rango de calidades de trigo.

El modelo generalizado de Maxwell con cuatro elementos exponenciales se ajusté con
R? > 0.9998 y cuadrado medio del residual < 3.36 x10™ sugiere que puede ser
utilizado para determinar el comportamiento viscoelastico de los grupos genotipicos de
las SG-APM y SG-BPM. Los tiempos de relajacion presentaron dos contribuciones: la
primera que son los tiempos cortos de relajacion, la podriamos atribuir a una
respuesta rapida endospermo del grano; la segunda descrita por tiempos largos de
respuesta del endospermo. Por otro lado, una diferencia significativa fue encontrada
entre los tiempos de relajacion de los alelos investigados de buena y baja calidad. Los

tiempos de relajacion de 40 a 60 s (73) fueron asociados con los parametros de calidad

y propiedades reoldgicas del trigo; mientras los tiempos de relajacién cortos (1 a 10 s)
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se correlacionaron con las propiedades mecénicas. El contenido de humedad se
mantuvo constante en esta investigacidn, por lo que los grupos genotipicos Y los alelos
especificos de las SG-APM y SG-BPM del trigo fueron factores predominantes que
afectan los coeficientes y tiempo de relajacion de esfuerzos de los granos de trigo

evaluados con esta metodologia.
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5.2. Prueba de creep en granos de trigo

Dif_erentes técnicas y equipos han sido utilizados para estudiar la viscoelasticidad del
trigo y otros cereales, incluyendo el gluten (Bohlin y Carlson, 1980; Lefebvre et al.,
2000; Li et al., 2003); masa en con pruebas oscilatorias (Amemiya y Menjivar, 1992;
Lefebvre y Mahmoudi, 2007) y grandes deformaciones (Amemiya y Menjivar, 1992;
Mita y Bohlin, 1983), pruebas en el endospermo (Haddad et a/., 2001), y relajacion de
esfuerzos en granos de trigo (Figueroa et a/, 2011a; Hernandez et al., 2012a) y en
granos de cebada (Bargale y Irudayaraj, 1995; LOpez-Perea et al, 2012), sin
embargo, muchos investigadores han indicado que las pruebas de creep complianza
pueden proveernos mas informacion que las pruebas de relajacion de esfuerzos
(Alvarez et al, 1998; Chakespari et al, 2010). Aunque, ambas pruebas estan
interrelacionadas, la funcion del creep depende del esfuerzo y la funcién de la
relajacion de esfuerzos depende de la deformacion (Oza et a/., 2003). La principal
ventaja de la prueba de complianza en creep sobre la prueba de relajacion de
esfuerzos es especialmente el elemento correspondiente al flujo viscoso, que pueden
ser estimados utilizando el modelo de Burguers o el modelo generalizado de Kelvin-
Voigt (Alvarez et al., 1998; Chakespari et al., 2010), como el presentado en la Figura
33.

En las pruebas de creepy relajacion de esfuerzos en grandes deformaciones han sido
llevadas a cabo en diferentes alimentos, por ejemplo, la relativa recuperacion de
gluten cocido (Kovacs et al., 1994) y la maxima deformacion del trigo duro (Edwards
et al., 1999) han sido correlacionadas con la calidad de la pasta. A niveles altos de
esfuerzos, las muestras bioldgicas usualmente exhiben comportamientos no lineales, el
cual complica el analisis de los datos. Para esfuerzos >10 Pa, fue encontrado que la
masa de harina de trigo ya no exhibe un comportamiento lineal. EI modelado del
comportamiento no lineal requiere andlisis matematicos mas complicados (Hibberd y

Parker, 1979).
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Figura 33. Curva de creep, con un modelo de generalizado de Kelvin-Voigt de 8 elementos.
D, complianza puramente elastica D;, D, complianza de los elementos de Kelvin y 7,

viscosidad.

En este sentido, el objetivo de este estudio fue investigar las propiedades

viscoelasticas de granos de trigo intactos utilizando la prueba de creep. El ajuste de las

curvas obtenidas a diferentes modelos reoldgicos fue también discutido. El trabajo

presenta un analisis del comportamiento reoldgico de algunas lineas de trigo panadero

mediante la prueba de creep en compresion. Los efectos de las SG-APM y SG-BPM en

las propiedades mecanicas y reoldgicas fueron examinadas.
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5.2.1. Seleccién de la fuerza en compresién y modelo para la evaluacién del

creep

La prueba de creep se llevé a cabo con dos niveles de fuerza, una a 70 N y otra a 80
N. En el nivel de 80 N de fuerza constante, algunos granos de trigo se fracturaron,
llegando hasta a la fase terciaria de creep (Figura 34), lo cual no se puede ajustarse a
el modelo generalizado de Kelvin, por lo que se analizé Gnicamente los experimentos

con 70 N de fuerza en compresion.
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Figura 34. Curvas de creep a 80 N (los granos de trigo se fracturan y se llega a la fase
terciaria de creep), y 70 N de fuerza (curvas bien comportadas, y pueden ser modeladas).

Las curvas de creep a 70 N de fuerza en compresion fueron ajustadas con los modelos
generalizados de Kelvin-Voigt con 4, 6 y 8 elementos (1, 2y 3 elementos de Kelvin-
Voigt). Los datos experimentales mostraron que el modelo de Kelvin-Voigt con 4
elementos (también conocido como modelo de Burguers) presenté un coeficiente de

determinacion R?~0.92 menor que el ajuste del modelo generalizado de 6 elementos
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(2 elementos de Kelvin), el cual mostré un coeficiente de determinacion R?~0.94.
Finalmente el ajuste de las curvas de creep a un modelo generalizado de 8 elementos
(3 elementos de Kelvin) presentd un R’~0.95 pero con este modelo algunos
coeficientes presentaron valores negativos, lo cual no es fisicamente posible, ya que
no podria haber una viscosidad o médulo de elasticidad negativo. Con base a lo
anterior el modelo generalizado de Kelvin-Voigt con 6 elementos fue seleccionado para

evaluarlos en la presente investigacion.

5.2.3. Efecto de las SG-APM y SG-BPM en la comportamiento dependiente del

tiempo de la curvas de complianza del trigo en grano

La Figura 35 muestra que el equilibrio en la mayoria de las muestras se alcanzo entre
200 y 300 s después de la aplicacion de 38 MPa (~70 N de fuerza). Esto parece ser
una ventaja porque las evaluaciones de creep o fluencia pueden concluirse en unos
pocos minutos (4 a 5 min), excepto por la significancia de los coeficientes de
determinacion de las regresiones de las curvas, que decrece de 0.94 a 0.92 cuando
desciende el tiempo de 1,200 a 200-300 s, respectivamente. Utilizando los
experimentos de relajacion de esfuerzos para granos de trigo intactos Figueroa et al.
(2011a) reportaron tiempos de relajacion alrededor de 180 s para alcanzar el cuasi-
equilibrio; motivo por el cual, en el presente estudio la prueba de creep se extendid

hasta 1,200 s, a fin de poder detectar posibles cambios a periodos de tiempo largos.

Valores y tendencias similares fueron encontrados entre los tiempos de retardacion (A;
y A2) de la prueba de creep de este estudio y los tiempos de relajacion (71, 72)
reportados por Figueroa et a/. (2011a). Los granos de trigo con baja calidad mostraron
tiempos cortos de retardacion o relajacién dependiendo de la metodologia utilizada,

indicando que ambas pruebas estan interrelacionadas igual que lo reportado.
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Tabla 10. Coeficientes de regresién del modelo generalizado de Kelvin-Voigt para la prueba
de creep por subunidad de glutenina de alto y bajo peso molecular.
Grupo Subuni  Mddulo eléstico v tiempo de relajacién ~ Coeficiente de viscosidad (Pa-s) Complianza (1/MPa)
~ dadde £ E As E A
Geno gluteni (MPa) (MPa) (s) (Mpa3) (s) Ho H1 H2 Dy D, D,
a

Fods 7 S 6 -3 4 =+
tipico %103 %10 x10 x10 x10° x10 x10 x10

Glu-A1 nulo 167b 5.11a 10.5a 506a 142a 0.97a 0.61a 0.77b 7.58a 8.20a 3.83a
Glu-A1 1 246a 7.59a 13.2a 7.69a 176a 1.68a 1.02a 1.37a 4.29b 1.68b 1.66b
Glu-A1 2* 247a 7.4la 13.7a 7.50a 179a 1.49a 1.02a 1.36a 4.35b 2.06b 1.76b

Glu-B1 7+8 197c 5.48c 12.0ab 5.76c 173a 2.58a 0.80b 1.15b 6.72a 7.54a 3.49a
G/lu-B1 17+18 235bc 7.40 bc12.1ab7.28 bc 164a 1.40b 0.92b 1.22b 457b 1.87b 1.86b
Glu-B1 7+9 240bc 6.97 bc 13.8a 7.22bc 178a 1.42b 0.97b 1.29b 4.44b 2.07b 1.80b
Glu-B1 13+16 293a 10.8a 14.6a 10.1a 195a 1.98ab 1.55a 1.99a 3.48b 1.04b 1.07b
Glu-B1 7 255ab8.74ab 10.0b 8.54ab 149a 1.58b 0.86b 1.21b 4.04b 1.56b 1.53b

Glu-D1 2+12 205b 4.58b 13.0a 5.16b 161a 1.19a 0.69a 0.90b 6.64a 7.94a 3.68a
Glu-D1 5+10 245a 7.52a 13.4a 7.58a 177a 1.56a 1.02a 1.36a 436b 1.90b 1.72b

Glu-A3 b 265a 8.6lal45ab845a 183a 1.56ab 1.24a 1.57a 3.97b 1.40b 1.40b
Glu-A3 ¢ 251a 8.03ab13.4bc 8.14a 178ab 1.71a 1.07a 1.44a 4.17b 1.46b 1.42b
Glu-A3 d 24la 6.44b 16.4a 6.84a 207a 1.66a 1.04a 1.45a 431b 1.67b 1.55b
Glu-A3 e 174b 3.17c 10.7c 3.43b 148b 0.76b 0.36b 0.53b 6.50a 6.52a 4.11a
Glu-B3 d 262a 7.51a 13.1a 7.36ab 178a 1.80a 1.00ab1.32ab 3.99b 1.55b 1.56b
Glu-B3 f 170c 2.64b 8.34b 2.56c 132a 0.75a 0.22c 0.34c 593a 4.55a 4.19a
Glu-B3 g 225ab 9.18a 11.7ab 9.04a 156a 1.56a 1.05ab1.36ab 451b 1.12b 1.13b
Glu-B3 h 250a 7.96a 13.9a 8.06a 182a 1.58a 1.09a 1.46a 4.24b 1.62b 1.53b
Glu-B3 / 199bc 470b 11.8ab 5.33b 163a 1.18a 0.73ab1.04ab 6.52a 7.17a 3.65a
Glu-B3 j 191bc 478b 13.4a 5.19b 156a 0.96a 0.66b 0.87bc 5.82a 4.95a 3.14a
Glu-D3 a2 259a 8.04a 144a 7.89a 183a 1.45a 1.15a 146a 4.08a l.44a 1.47a
Glu-D3 b 235a 7.00a 13.3a 7.25a 175a 1.56a 0.94a 1.28a 4.64a 2.55a 1.94a
Glu-D3 ¢ 256a 820a 12.0a 7.97a 171a 1.62a 1.07a 1.46a 4.28a 2.12a 1.99a

Glu-D3 4 211a 7.21a 12.2a 6.82a 159a 1.25a 0.87a 1.06a 49 a 1.47a 1.57a

2 Medias sequidas de diferente letra en la misma columna y mismo grupo son diferentes significativamente
(P<0.05).

b Granos de trigo sometidos a una carga constante de 70 N en compresion por 1,200 s. Glu-A3 e = nulo, Glu-B3 j =
IB/IR translocacidn con centeno.
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La Figura 35 y la Tabla 10 muestran que las subunidades de glutenina con menor
calidad tienen un menor tiempo de retardacion (\; y A;) tales como Glu-A1 nulo, y
Glu-D1 2+12; y los alelos como Glu-A3 e, Glu-B3 j, y j donde el grano de trigo
continua deformando bajo la aplicacion del esfuerzo y la mayoria de los alelos
presentan cuasi-equilibrio alrededor de los 300s. Las muestras Glu-B3 fy Glu-D3 d no
estan bien representados, ya que estan combinados con Glu-A3 e (nulo) y Glu-Al
nulo, respectivamente, los cuales influyen drasticamente el comportamiento
viscoelastico (Figura 35B). Algunos autores han evaluado masas con redmetro,
reportando que el equilibrio fue alcanzado a 300 s (Edwards ef al, 1999). Para
muestras de endospermo de granos de trigo duro ccn forma de paralelepipedos con
contenido de humedad de 12 a 17% se alcanzo el equilibrio a 300 s (Haddad et al.,

2001) a un esfuerzo de 40 MPa similar a las encontradas en las curvas de la Figura 35.

5.2.4. Comparacion de los coeficientes de creep de los loci de Glu-1 y Glu-3

estimados utilizando el modelo generalizado de Kelvin-Voigt.

La Tabla 10 muestra los valores de los coeficientes calculados de la curva candnica de
creep de los valores ajustados al modelo generalizado de Kelvin-Voigt con dos
unidades de kelvin. En general, el modulo de elasticidad fue de 242 MPa, valor que se
encuentra en el rango de lo reportado por otros autores para la relajacidon de
esfuerzos en granos de trigo intactos (Figueroa et al, 2009; Ponce-Garcia et al.,
2008). Los mddulos de elasticidad retardados (£, y £) incrementaron su valor
alrededor de 5x10° MPa. En pruebas de creep en granos de canola utilizando el
modelo de Burguers (Cenkowski et al, 1991) reportaron una tendencia similar a la
presentada en este estudio, la cual es que segundo elemento elastico (£) es mayor al
médulo de elasticidad instantaneo (&) en un orden de magnitud como se muestra en
la Tabla 10. Comparando los coeficientes de viscosidad determinados en la prueba de
creep (uo) Y las viscosidades, representadas por los amortiguadores en los elementos

de Kelvin (u1 y p2), los valores de éstas disminuyeron de 1.6x10’ MPa's en g a
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1.2x10° MPa-s para p; diferentes por un factor de 100, similar a lo reportado en

granos de canola por Cenkowski et a/. (1991).

La Tabla 10 muestra que en el locus Glu-A1 la subunidad nula presenté el mas bajo
mddulo de elasticidad comparada con las subunidades 1 y 2* de Glu-A1. En cuanto a
los coeficientes de viscosidad, asociados a los tiempos de retardacion (A1 y A2),
también fueron bajos. Las subunidades de glutenina 13+16 del locus Glu-B1
presentaron el mayor mddulo de elasticidad y coeficientes de viscosidad de los
elementos de Kelvin, asociadas con buena reologia de la masa y calidad panadera. La
subunidad 7+8 también reportada como de buena calidad panadera (Wrigley et al.,
2009), presentd en este estudio un pobre desempefio de viscoelasticidad, debido a
que las muestras presentaron una combinacion alélica con Glu-A1 nulo, Glu-D12+12'y
Glu-A3 e (nulo). En la Figura 35A se muestra como la curva de creep correspondiente
a la subunidad Glu-B1 7+8, se encuentra debajo solo de Glu-A1 nulo y Glu-D1 2+12.
En el locus Glu-D1 como se esperaba, presento altos valores de mddulos de elasticidad
y viscosidad para la subunidad 5+10, asi como bajos valores de complianza,
comparado con las muestras conteniendo la subunidad 2+12. La subunidad G/u-D1
5+10 ha sido generalmente asociada con altos rangos de calidad y viscoelasticidad
(Branlard et al, 2001; Pefia et al, 2002; Wrigley et al, 2009), y con un mayor
desempefio que los polimeros de la linea Glu-B1 17+18 (Lefebvre et al, 2000). En
semolina de trigo duro, utilizando un modelo de Kelvin-Voigt, igual al que se empled
en este estudio, encontrd que las masas enriquecidas con gluten de variedades

fuertes, mostraron las menores complianzas y mayores viscosidades en el equilibrio.

En general en la Tabla 10 se tienen mayores médulos de elasticidad y coeficientes de
viscosidad para las SG-APM y SG-BPM reportadas por varios autores (Luo et a/., 2001;
Payne et al., 1987; Tohver, 2007) como de buena calidad panadera comparadas con
genotipos con combinaciones que presentan baja calidad para panificacion. La
tendencia general de la relacidn de la calidad de panificacion, reologia de la masa y

composicién de las SG-APM reportada anteriormente (Branlard y Dardevet, 1985;
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Figueroa et al., 2009; Figueroa et al, 2011b; Luo et al, 2001; Payne et al., 1987,

Tohver, 2007) fue consistente con los resultados de este trabajo.

Usualmente el comportamiento reoldgico del gluten puede ser explicado por modelos
de polimeros sintéticos donde las propiedades reoldgicas de éstos reflejan el grado y
tipo de entrecruzamientos de polimeros (Zaidel et al, 2010). En estos modelos de
gluten desarrollado incluye principalmente interacciones entre gluteninas unidas por
enlaces disulfuro (Belton, 1999; Zaidel et a/, 2010). Al incrementar las interacciones
ente los polimeros de proteina se incrementa la resistencia viscosa del gluten, asi
como la resistencia a la extension. También se ha reportado que las gliadinas actdan
como plastificantes promoviendo el flujo viscoso y extensibilidad del gluten (Belton,
1999). Sin embargo, para el caso de los granos de trigo intactos, se encontrd que el
comportamiento viscoelastico fue similar por subunidad de glutenina. Estudios de las
propiedades viscoelasticas de las masas de trigo de lineas isogénicas donde se les
evalud sus diferencias composicionales en las SG-APM (Lefebvre y Mahmoudi, 2007),
reportaron que las lineas 5+10 presentaron mayor viscosidad y mayor elasticidad
(menor complianza) que 2+12. En el presente estudio, también se presentd esta

tendencia para los granos de trigo con las mismas SG-APM.

5.2.5. Relacion de los coeficientes de la prueba de creep y la calidad del trigo

Se encontraron correlaciones significativas entre las complianzas (&, Dy, D) y los
parametros de calidad (Tabla 11): volumen de sedimentacion SDS, SDS-index, tiempo
de mezclado en mixdgrafo, y datos del alvedgrafo (energia de deformacion, W;
tenacidad, P; extensibilidad, L). Los granos de trigo con alta viscosidad (i) y valores
bajos de complianza (D) fueron localizadas en la grafica con muestras de SG-APM y
SG-BPM de buena calidad relacionada al volumen de sedimentacion y propiedades
reoldgicas mientras que los genotipos asociados a baja calidad que contienen
subunidades de alto peso molecular Glu-Al nulo, Glu-DI 2+12 y alelos de SG-BPM
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como Glu-A3 e (nulo), Glu-B3 f, iy j(1B/1R translocacidon con centeno) presentaron
baja viscosidad y altos valores de complianza (Figura 36). El médulo de elasticidad,
especialmente el mddulo instantdneo (&) del elemento puramente elastico (resorte),

fue relacionado positivamente con los indicadores de calidad (Tabla 11).

Tabla 11. Coeficientes de correlaciéon entre los coeficientes del creep y parametros de
calidad del trigo utilizando volumen de sedimentacién y propiedades reolégicas i

Parametros £ E Ay M1 E A Ha2 Ho Dy Dy Dy

Vol SDS 0.25** (0,15 * ns ns 0.15 * ns ns ns  -0.33%%* -0,31%%* -0,30*%**
SDS Index 0.25** 0.15* ns ns ns ns ns ns  -0.34%** -0,33%%* -0,31%**
Tiempo 0.18 * ns ns ns ns ns ns ns  -0.23 ** -0,23 ** -0,22 **
Mez

w 0.18* 0.16 * ns ns ns ns ns ns  -0.23 *¥* -0.25 ** -0,25 **
P/G ns ns ns ns ns ns ns ns ns -0.16 * -0.17 *
Tenacidad 0.16 * 0.20 ** ns ns 0.18 * ns ns ns  -0.19 ** -0.22 ** -0.24 **
E; 1 0.76 **x (.20 ** .69 *** (,72 *** (0,31 *** 0,70 *** 0,37 *** -0,89*** -0,49%** -0,64***
E, 0.99 *¥x (.83 *** (.21 ** (.74 *** (0,79 *** (,3] *** 0,75 *** 0,40 *** -0,88*** -0,52%** -0,69***
Esfuerzo 0.94 *** 0,68 *** (.17 * (.61 *** 0,63 *** 0,29 *** 0,63 *** 0,33 *** -0,83%** -0,46*** (0,58 ***
& -0.63%** -0,55%** -(,18 * -0.51%** -0,54%** -0,2] ** -0,49*** -0,27 ** (,72 *** (0,45 *** (55 ***
& -0.66%** -0, 71%** -0,24 ** -0 64*** -0,70*** -0,26%** -0,61%** -0,34*** (0,77 *¥** 0,69 *** 0,79 ***

* *kk y xkx* gon significativos a P<0.05, 0.01 y 0.0001, respectivamente. No significativos = ns.

3 Granos de trigo sometidos a 70 N en compresién por 1,200 segundos. & = mddulo de elasticidad instantdneo
(MPa); E;, E, = mddulos de elasticidad retardados (MPa), D, y D, = complianzas retardadas (1/MPa), a A y A, =
primer y segundo tiempo de retardacion (s), respectivamente; £, = complianza instantanea (1/MPa)

b Vol SDS = volumen de sedimentacién en harina (ml); Tiempo Mez = tiempo de amasado en mixdgrafo (min);
datos del alvedgrafo W = trabajo (Joules x 10*), Tenacidad (mm), y relacién P/L.

Los tiempos de retardacion A; y A, encontrados en el creep con el modelo generalizado
de Kelvin-Voigt y los coeficientes de viscosidad no fueron correlacionados con la
calidad, pero si con las propiedades mecanicas de los granos de trigo. Estudios de la
relacién del trabajo elastico/plastico en SG-BPM (Maucher et al, 2009) reportaron
correlaciones solo con las propiedades mecénicas del grano de trigo y sin correlacién
con los pardmetros de calidad. Sin embargo, otros estudios indicaron que la relacién
del trabajo elastico/plastico en SG-APM fue correlacionado con la calidad y las
propiedades reoldgicas (Figueroa et al.,, 2009). De acuerdo a los estudios de Maucher

et al. (2009), la falta de correlacion entre los coeficientes de viscosidad pg, p1 y pp y
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los parametros de calidad, puede estar relacionado al agua, y a algunas SG-BPM,
gliadinas, lipidos pentosanos y otros carbohidratos que funcionan como plastificantes
para la extensibilidad de la masa. La correlacidn entre el volumen de sedimentacidn,
un parametro de calidad del gluten, y & y complianzas Dy, Dy y D; sugiere que la
elasticidad de los granos de trigo estd relacionada con los factores genéticos (v.g.
composicion de gluteninas).
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Figura 36. Correlacion entre la complianza D, y coeficiente de viscosidad ;, de granos de
trigo (los alelos G/u-D3 a, b, cy d son identificados con un asterisco y G/u-B3 d con doble
asterisco).

Estos resultados también concuerdan con los estudios en masa que sugieren que las
fracciones ricas SG-APM incrementan las propiedades eldsticas, mientras que las
fracciones ricas en SG-BPM imparten propiedades viscosas (Jood et al., 2000). Sin
embargo, para proveer suficiente evidencia de la participacion de las SG-BPM, con
respecto al comportamiento viscoso y su funcion como plastificante se requieren mas

investigaciones, ademas de mayor tamano y diversidad en las muestra.
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5.2.6. Conclusiones

Las curvas de la prueba de creep en granos de trigo encontraron el equilibrio a %300 s
para la mayoria de los genotipos y el uso del modelo generalizado de Maxwell permitid
la separacion de los pardmetros reoldgicos tales como la elasticidad, viscoelasticidad y

flujo viscoso, asi como las complianzas.

Los analisis de varianza mostraron mayor influencia de las SG-BPM en las propiedades
viscoeldsticas y de complianza que las SG-APM. Mayores mddulos eldsticos y
coeficientes de viscosidad fueron encontrados para las SG-BPM y SG-APM asociadas
con buena calidad comparada con la de los grupos genotipicos de baja calidad en la

panificacion.

Se encontrd también una correlacion negativa y significativa entre las complianzas (D,
Dy, D)) y los parametros de calidad volumen de sedimentacion SDS, SDS index, tiempo
de mezclado en el mixdgrafo; trabajo, tenacidad y relacion P/L del alvedgrafo. La
metodologia discutida en la presente investigacion muestra ser una posible
herramienta para la medicion indirecta de las propiedades asociadas con la
composicion de SG-APM y SG-BPM del trigo., asi como los factores que no son del

gluten.
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5.3. Creepy recuperacion en masa de trigo.

Las proteinas del gluten juegan un papel clave en la determinacién del proceso tnico y
de la calidad panadera del trigo por influir directamente en la capacidad de absorcién
de agua, cohesividad, viscosidad y elasticidad de la masa (Wieser, 2007). Las
gluteninas son de gran importancia en la explicacién de la variacion de las propiedades
reoldgicas y de panificacion del trigo. A nivel genético las proteinas del gluten son
relativamente bien conocidas, pero la organizacion tridimensional especifica del gluten,
asi como la contribucion individual de las proteinas y sus propiedades, estan lejos de
ser completamente comprendidas (Lindsay y Skerrit, 1999). La presencia de ciertas
SG-APM ha sido significativamente asociada con varias pruebas de calidad del trigo
(Luo et al, 2001; Payne et al, 1987; Tohver, 2007). A pesar de eso pocas
publicaciones se han enfocado a estudiar la influencia de las gluteninas en las
propiedades viscoelasticas (Lefebvre y Mahmoudi, 2007), sin embargo, su importancia
e influencia en el manejo y moldeo de la masa, capacidad dinamica de retener el gas,
y eventualmente la calidad de panificacion es un aspecto que se esta retomando con

la aplicacion de modelos (Bockstaele et al., 2011).
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Figura 37. Curva tipica de la prueba de creepy recuperacion
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El propdsito de esta investigacion fue documentar los comportamientos reoldgicas de
las masas de trigo, en especifico en masa totalmente desarrollada, como la utilizada
en las operaciones comerciales. Un nivel dptimo de agua es requerido para desarrollar
la masa viscoelastica con una fuerza caracteristica de 500 UB, pero la cantidad de
agua difiere entre las harinas (Zaidel et al., 2010). Por lo tanto los resultados que se
obtuvieron con diferente contenido de agua, de acuerdo a lo indicado por la absorcion
de agua del farinografo, sin embargo las muestras presentaron un rango reducido de
absorcion de agua. En la prueba cuasi-estdtica empleada en este estudio, es
importante considerar que los efectos inerciales o de “ringing” se presentaron a
tiempos menores de 0.1 s, y los resultados de tiempos de relajacion son mayores que

0.1 por lo que el “ringing” no influye en los resultados obtenidos.

5.3.1. Seleccién de las condiciones para evaluar la viscoelasticidad (lineal) en

masa.

Investigaciones anteriores han concluido que grandes deformaciones se relacionan
mejor con los parametros de calidad tradicional y panificacion experimental
(Bockstaele et al, 2008, 2011), pero para poder determinar que el comportamiento
viscoelastico puede ser modelado con ecuaciones fundamentales, es necesario que la
viscoelasticidad sea lineal por lo que debid comprobarse primeramente que las
pruebas realizada se encontraran en el régimen lineal de viscoelasticidad (Brinson y
Brinson, 2008; Steffe, 1996). La Figura 38A nos muestra curvas de creep a diferentes
niveles de esfuerzos, sin haber sido relajadas previamente y no se les aplico aceite, en
las que tenemos resultados similares para las muestras sujetas a esfuerzos de 20, 50 y
100 Pa. Las muestras de masa con aceite mineral y previa relajacion de la muestra
presentaron curvas de creep a diferentes niveles de esfuerzo y normalizadas a 30 Pa
mostraron que no existen diferencias para estos niveles de esfuerzo, justificando que

el régimen de viscoelasticidad lineal estd presente hasta 100 Pa de esfuerzo.
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Figura 38. Curvas de creep de masa desarrollada a diferentes esfuerzos (normalizadas por
el factor en paréntesis). A) masa analizada inmediatamente después de preparacion. B)
muestra relajada por 40 min, y con aceite para el analisis.

5.3.2. Parametros de calidad tradicional del trigo por subunidad de glutenina

de alto peso molecular.

La Tabla 12 muestra algunas diferencias en el volumen de panificacion debido a la
diferencia en su composicion de subunidades de glutenina de alto peso molecular, las
propiedades quimicas del harina y masa como la proteina, y volumen de
sedimentacion no mostraron las diferencias esperadas, por ejemplo el gluten himedo
y la absorcion de agua fue menor para 5+10 comparada con 2+12, en Glu-D1, aunque
5+10 present6 un mayor volumen de pan, esto Ultimo como se ha reportado (Wrigley
et al., 2009; Pefa et al, 2009). En el caso de Glu-A1 aunque se encontraron algunas
diferencias en peso hectolitrico, contenido de proteina, absorcion de agua en el
mixdgrafo, tiempo de desarrollo y estabilidad en el farindgrafo, tenacidad en el
alvedgrafo, e incluso en el volumen de sedimentacion, siendo mayores para Glu-Al 1,
esto no se reflejo en el volumen de pan, este comportamiento fue igual en la parte
reoldgica de la masa medida por creepy recuperacion donde no se tienen diéerencias
significativas entre Glu-A1 1y 2* (Tabla 13).
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Tabla 12. Parametros de calidad tradicional del trigo por SG-APM *®.

bess By Gl Mixég;_afo Farinégrafko Alveégrafo Ex.tenksé.gr;f:is Vidkaen Vol

. . Absor =" Apsor Tiempo Estabi Tenaci Extensi Resis Resis ReSIS oo gnen- men

SG-APM Hecto teina himedo Agua ™% Aocua Desa lidad dad 30 60 90 S de Fan
k) (%) (%) ‘o clado "0 idad  dad  biidad mm  mm 2090 dePer

%) (mny () (min) (min) (mm) (mm) Z{‘Jg') (UB) _(UB)

Glu-A1
1 79.1a12.5a 33.5a 63.7a 5.70a 58.0a 6.02a21.9a83.4a 106a 553a 777a 844a 59.2a 984a
2% 78.1b11.7b 32.5a 623b 4.66 b 57.324.86b 18.2b70.5b 105a 468b 686b 741b 53.4b 996a

Glu-B1
7+8 78.7a 11.8a 32.1ab 62.5ab 5.13ab 57.3a 5.0a 21.7a73.0a 103a 526a 802a 886 a 58.4a 1032a
7+9 78.0a12.0a 33.6a 62.8a 4.51b 57.7a 5.4a 18.0b72.9a 109a 438b 628b 672b 53.0b 961 b
17+18 78.4a11.7a 30.7b 61.9b 587a 57.3a 4.0b 12.6c76.8a 93b 582a 716ab 739b 47.7c 1005a

Glu-D1
2+12 79.4a 12.4a 36.7a 63.6a 3.03b 59.5a6.26a17.0b76.8a 109a 347b 479b 534b 55.5a 943b
5410 78.1b11.8b 31.7b 62.4b 538a 57.0b481b19.5a724a 104a 523a 766a 824a 55.0a 1007 a

2 Medias sequidas de diferente letra en la misma columna y mismo grupo son diferentes significativamente (Duncan, P < 0.05).
® SG-APM= subunidad de glutenina de alto peso molecular; Hecto = hectolitrico; Absor ~ Absorcién (a 14% de humedad);
Tiempo Desa= Tiempo de desarrollo; Resis = Resistencia a los.

5.3.3. Efecto de las SG-APM en las propiedades viscoelasticas de la masa

medidas por creep

No se esperaba tener diferencias significativas en las propiedades viscoeldsticas de las
SG-APM en la masa debido al efecto plastificante del contenido de agua, ya que las
muestras fueron ajustadas a la absorcién de agua necesaria para el desarrollo dptimo
de la masa en el farindgrafo y esto pudiera dominar sobre el efecto individual de las
diferentes gluteninas. Sin embargo la Tabla 13 y Figura 39 muestra algunas
diferencias debido a la composicion de proteinas entre las SG-APM. Glu-A1 1y 2*
tienen similares coeficientes de viscoelasticidad similar a lo reportado para grano. Para
las subunidades 7+8 y 7+9 no se presentaron diferencias significativas en Glu-81,
pero si al compararlas con Glu-B1 7+8, en la maxima deformacion, tiempos de
retardacién, mddulos de elasticidad, complianzas y coeficientes de viscosidad. La
subunidad Glu-B1 17+18 presenté mayores valores en los modulos de elasticidad G,

G; y Gy comparados con Glu-B1 7+8 y 7+9, asi como un mayor coeficiente de
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viscosidad ), afectado por el efecto plastificante del agua; la viscosidad 7. en las
gluteninas fue significativamente diferente entre Glu-81 17+18 y 7+9, de acuerdo a lo
reportado por Payne et a/. (1984, 1987) que indicaron que 17+18 tiene mayor calidad
para panificacion que 7+9 y 7+8. Los tiempos de retardacion fueron de 0.45 a 0.5 s
para A; y de 10 s para 1, como se muestra en la Tabla 13. Estos tiempos de
retardacién fueron de magnitudes similares a las reportadas (Figueroa et al.,, 2013)
para masa de trigo.

Tabla 13. Coeficientes de regresion del modelo generalizado de Kelvin-Voigt para la prueba
de creep por SG-APM >®,

Sub:nidad Defor- J, ;2 FI 7 A, 7o G, G G; 71 72
€ macion (1/Pa) (1/Pa) s) (1/Pa) (g Pa.s) (Pa) (Pa) (Pa) Pa-s Pa's

glutenina (%) x 104 x10* O) x 1074 ( (x 1 05) (x 1 03) (x 1 04)

Glu-A1

1 19.2a 1.19a 2.88a 045a 6.18a 9.86a 1.10a 8459a 3527a 1647a 1.57a 1.62a

2% 20.1a 1.20a 3.00a 046a 6.63a 9.96a 1.17a 8444a 3532a 1669a 1.57a 1.60a

Glu-81

7+8 19.1a 1.21a 2.89ab 045ab 6.29a 9.92a 1.16b 8382b 3579b 1656b 1.59a 1.63ab
7+9 21.2a 121a 3.10a 047a 691a 10.09a 1.10b 8411b 3408b 1612b 1.55a 1.55b
17+18 16.5b 1.14a 267b 0.42b 553b 9.20b 143a 8915a 3991a 1978a 16la 1.79a
Glu-D1

2+12 26.0a 133a 3.62a 053a 852a 109a 0.79b 7545b 2802b 1198b 1.48b 1.29b
5+10 183b 1.17b 2.80b 0.44b 6.00b 9.69b 125a 8687a 3725a 1788a 1.59a 1.69a

2 Medias (n=7 por variedad) con diferente letra en la misma columna y mismo grupo son diferentes significativamente (P<0.05).

® Masa bajo esfuerzo cortante de 100 Pa durante 100 s de creepy 100 s de fase de recuperacion.

Jscomplianza instantinea; G; médulo de elasticidad transversal instantaneo; G, Gz mddulo de elasticidad retardados; J;, Jx
complianzas retardadas; 7, 72 coeficientes de viscosidad asociados a 1, A2 tiempos de relajacion de los elementos de Kelvin; 7,
coeficiente de viscosidad en el equilibrio.

También se encontraron diferencias significativas en todas las propiedades
viscoelasticas representadas por los coeficientes del modelo generalizado de Kelvin-
Voigt entre las masa con subunidades de glutenina Glv-DI 2+12 y 5+10, lo cual se
habia reportado previamente en las pruebas de relajacién y creep directamente en
granos de trigo intactos (Hernandez-Estrada et al., 2012b; Hernandez et al., 2012a), y

estd en concordancia por lo reportado en estudios alveogréficos, de sedimentacién y
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de calidad panadera (Payne et al,, 1984; Payne et al., 1987; Pefia et al., 2002; Wrigley
et al., 2009).

°
x
©
3
©
N
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O
a
z
&) 2* 5+10 17+18
5_
0 T T J T v T T T
0 50 100 150 200

Tiempo (s)

Figura 39. Curvas de creepy recuperacion por subunidad de glutenina.

La subunidad G/u-D1 5+10 mostré mayores mddulos de elasticidad para Gy, G;y G,
comparados con los presentados por G/lu-DI 2+12; de igual manera los coeficientes de
viscosidad 75, n; Yy 12 también fueron mayores para G/lu-D1 5+10 (Tabla 13 y Figura
39). Previamente se reportd en lineas isogénicas cultivadas en diferentes localidades
(Lefebvre y Mahmoudi, 2007) mayores coeficientes de viscosidad 7, para Glu-D1 5+10
comparado con 2+12, asi también menores complianzas; similares tendencias fueron
reportadas para estas SG-APM en pruebas de creep directamente al trigo en granos
individuales (Hernandez-Estrada et al., 2012b).
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Tabla 14. Coeficientes de regresién del modelo generalizado de Kelvin-Voigt para la fase de
recuperacion de la prueba de creep por SG-APM 2P,

Subuni Defor Recupe Jr, I
d i 0 1
ad de macidn ' _ G (1/Pa) (1/Pa) A"
glute- final % 10* x10¢
nina (%) (h) x x 10

Jrz b G
1 Ar; Grp Gry Gr; : "
) ()(1/1 :3‘) (s) (Pa) (Pa) (Pa) (::os!) (::os‘)

Glu-A1
1 999a 48.1a 131a 2.86a 0.66a 4.65a 17.1a 7723a 3569a 2204a 2.36a 3.77a
2* 10.7a 47.7a 130a 290a 0.67a 4.80a 17.0a 7776a 3651a 228la 2.37a 3.8la

Glu-81
7+8 10.0a 47.7a 1.31a 2.80a 0.65b 4.54b 16.7b 7739b 3710b 2302b 2.39ab 3.85b

7+9 113a 476a 1.32a 3.04a 0.70a 5.11a 17.3a 7690 b 3467 b 2146b 2.33b 3.64b

17+1
853b 49.1a 1.23b 250b 0.61b 3.94c 16.4b 8271a 4207a 2737a 2.52a 4.45a

Glu-D1
2+12 144a 450b 1.44a 3.55a 0.76a 6.19a 17.9a 6993 b 2858 b 1643 b 2.17b 2.93b
5+10 95b 485a 1.27b 2.72b 0.65b 4.39b 16.8b 7969a 3839a 2429a 2.42a 4.03a

? Medias (n=7 por variedad) con diferente letra en la misma columna y mismo grupo son diferentes significativamente (P<0.05).

® Masa de trigo bajo esfuerzo cortante de 100 Pa durante 100 s de cregpy 100 s de fase de recuperacidn.

Jrzcomplianza instantanea; Griz mddulo de elasticidad transversal instantaneo; Gr;, Grz: mddulo de elasticidad retardados; Jry,
Jrz. complianzas retardadas; 7r;, nrz: coeficientes de viscosidad asociados a Ar;, Arz: tiempos de relajacion de los elementos de
Kelvin.

Los resultados obtenidos para creep, Tabla 13 y la fase de recuperacion, Tabla 14
presentaron tendencias similares en los coeficientes de regresion del ajuste de las
curvas al modelo generalizado de Maxwell, asi como los reportados por otros autores

(Bockstaele et al., 2011; Campos et al., 1997; Lefebvre y Mahmoudi, 2007).

El primer tiempo de retardacion A; fue de 0.53 s para las subunidades de glutenina
2+12 y de 0.44 s para 5+10 en Glu-D1 (Tabla 13). En gluten se han reportado dos
procesos de relajacion, uno en un tiempo menor a 1 sy el otro de 10 a 1,000 s (Li et
al., 2003), lo cual indica que en el gluten este comportamiento corresponde a la red
estructural formada por entrecruzamientos y enlaces entre cadenas de los polimeros
de proteina. En la masa de trigo las proteinas se deforman en tensién durante el
amasado formando una red de proteinas. Un gran numero de interacciones entre
cadenas como un resultado de la alineacion de las moléculas conduce a un incremento

de la fuerza de la masa. Se ha comparado la relajacion de esfuerzos en masa y granos
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intactos de trigo (Figueroa et al.,, 2013), reportando que el tiempo de relajacion de la
masa fue de 0.45, 3.2 y 24 s para el primer, sequndo y tercer decaimiento,
respectivamente. Estos tiempos de relajacién son cercanos a los reportados en masa
de trigo duro (Rao et al., 2000; Rao et al., 2001) 71~0.9 s para masas débiles y 3.2 s
para masas fuertes y 7,23.2. También se ha reportado que para masas con buena
calidad de panificacion el tiempo de retardacion A; es de 0.5 s y para las de menor
calidad de 0.33 s; A, de 8.8 y 10.7 s para buena y baja calidad panadera (Figueroa et
al., 2013). El tiempo de retardacion 1; de la masa en el presente estudio esta también
en concordancia con el reporte de la relajacion estructural de la masa (Mita y Bohlin,
1983), quienes sugirieron que el proceso primario con tiempcs de relajacion de 0.53 a
0.66 s es debido a la estructura fibrilar parcialmente orientada, mientras que el
segundo proceso con tiempos de relajacion de alrededor de 500 s se debid la
superestructura laminar. En cuanto al efecto de los aditivos en la masa Mita y Bohlin,
(1983), reportaron que, utilizando 200 ppm de cisteina el tiempo de relajacion
disminuye de 0.53 a 0.34 s; la adicion del agente oxidante KBrOs; a 8,500 ppm
incrementa el tiempo de relajacion A; a 1.25 s; mientras que 2,000 ppm de

glutaraldehido lo incrementa a 8.10 s.

5.3.4. Efecto de las SG-APM en las propiedades viscoelasticas de la masa en la

recuperacion del creep.

En relacion a la fase de recuperacion de la prueba de creepy recuperacion, la Tabla
14 nos muestra tendencias similares a la fase de fluencia o creep, y se presentan
diferencias significativas entre las subunidades de glutenina Glu-D1 2+12 y 5+10,
donde la primera presentd menores porcentajes de recuperacion, es decir, tiene
menor elasticidad y disipa mas energia. Aunque los pardmetros de la fase de fluencia y
de recuperacion son similares en sus valores, existen algunas diferencias. El mddulo
elastico Gry (del elemento puramente elastico) es alrededor de 1,000 Pa menor que su

equivalente (Gp) en fluencia o creep (Tabla 13), y la viscosidad se incrementa en la
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fase de recuperacion. Los tiempos de retardacién de Ar; y Ar, se incrementan
alrededor de 0.1 s y 7s con respecto a A; y A, respectivamente, debido a la
deformacion o estiramiento de las moléculas de glutenina durante el experimento. La
subunidade de glutenina 2+12 presentd un 1 s mas de tiempo de retardacion Ar,

comparada con 5+10 en Glu-D1.

5.3.5. Correlaciones de Pearson entre la calidad tradicional y los coeficientes

de creep en masa de trigo

Los coeficientes de Pearson fueron determinados para la prueba de creep y
recuperacion, mediante el modelo generalizado de Kelvin-Voigt, relacionandolos con
los parametros de calidad tradicional como son las propiedades fisicas, quimicas,
reoldgicas y de panificacion. (Tabla 15). Y se tiene que los parametros fisicos no
presentaron correlacion con la viscoelasticidad de la masa, por ejemplo se tiene una
baja o nula correlaciéon con el peso hectolitrico. Algunos parametros quimicos tales
como el almiddn dafado y las cenizas en harina mostraron bajos coeficientes de
correlacion, mientras otros como el contenido de proteina y el gluten himedo fueron
correlacionados significativamente, indicando que la viscoelasticidad de la masa esta
relacionada con la composicion de las proteinas, y que el almidon dafiado juega un
papel menor. Estudios previos (Bockstaele et al., 2008) concuerdan con los resultados
del presente trabajo, ya que dichos autores no encontraron correlacion significativa
entre el creep y recuperacion y el almidon dafado, y si una correlacion negativa entre
el porcentaje de recuperacion y la proteina, mientras que la maxima deformacién se
correlacioné positivamente con la sedimentacidn de Zeleny, absorcion de agua y
extensibilidad de la masa. La absorcidn de agua para el mixdgrafo se correlaciond
negativamente con la viscosidad y el médulo elastico (Gy, G;y G2), ya que el aumentar
la cantidad de agua aumentd la pérdida de energia de almacenamiento. De igual

forma, como se esperaba, todos los parametros reoldgicos se correlacionaron con la
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viscoelasticidad medida por la prueba de creep a través de las complianzas calculadas

por el modelo generalizado de Kelvin-Voigt (Tabla 15).

En relacion a la viscosidad de la masa, se presentd una alta correlacidn de los datos
reoldgicos y la calidad, con el elemento viscoso (10) producido por el agua, pentosanos
y B-glucanos como plastificantes comparado con la viscosidad de las proteinas (71, 72)
acorde al modelo propuesto como evidencia indirecta que la viscosidad tanto de los
componentes no proteicos del gluten y la capacidad de las proteinas contribuyen a la
calidad de panificacion. La viscosidad del primer elemento de Kelvin (n;) tiene un
menor papel como lo indican los bajos coeficiente de correlacion con la mayoria de los
parametros. Sin embargo esta viscosidad mostrd coeficientes de correlacion un poco

mayores para la extensibilidad, Gy la relacion tenacidad/extensibilidad de la masa.

El caracter elastico de la masa fue analizado por los mddulos de elasticidad G, G;y G;
donde se presentd una alta correlacion con de G;y G con los parametros de calidad,
sugiriendo que las elasticidad retardada tiene mayor influencia que el mddulo de

elasticidad instantaneo G
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5.3.6. Conclusiones

Los resultados sugieren que la prueba de creepy recuperacidn es una herramienta Util
para la evaluacién de la calidad de la masa. Las SG-APM tienen un efecto significativo
en las propiedades reoldgicas especialmente en la elasticidad de la masa medida por
creep con los modulos G;y G. La viscosidad de la masa 7o, 11 y 772 fue mayor para las
muestras con Glu-D1 5+10 comparada con 2+12. Los coeficientes de correlacién
indican que la viscosidad en el equilibrio no se asocia a los componentes no proteicos
del gluten con un contenido de humedad de absorcion dptima del farindgrafo que
mostré una relativamente mayor influencia que las viscosidades de los elementos
retardados de las gluteninas; n; presentd menor influencia en los parametros de

calidad.

Se necesita mayor investigacion para mejorar estos resultados, entendiendo el efecto
plastificante del agua y otros componentes no del gluten, asi como la composicién de
las SG-APM y SG-BPM en los coeficientes del creep y recuperacién de la masa, asi
como la aplicacién de los modelos propuestos en este estudio para relacionar variables

seleccionadas de los indicadores de calidad.
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VI. Conclusiones generales

Las pruebas de relajacion de esfuerzos y creep en granos de trigo, se llevaro a cabo
con los parametros especificados, y las curvas resultantes se ajustaron a los modelo
generalizados de Maxwell con cuatro elementos exponenciales (R* de 0.999) y de
Kelvin-Voigt con dos elementos exponenciales (R? de 0.94), respectivamente. De igual
manera, la masa de trigo se ajusté con un modelo generalizado de Kelvin-Voigt con
dos elementos exponenciales (R? de 0.998) para la fase de creep y un modelo de 5
elementos (R? de 0.992) para la fase de recuperacion; corroborando que el trigo es un

material viscoelastico ya sea en grano o masa.

En el locus Glu-A1 el alelo nulo mostrd menores esfuerzos para deformarlo con
respecto a las subunidades 1 y 2*, del mismo grupo genotipico en la prueba de
relajacion de esfuerzos. Con la prueba de creep este alelo nulo presentd menores
modulos de elasticidad, y por lo tanto mayores complianzas. Este alelo ha sido
asociado a pobre calidad de panificacion. Finalmente con la prueba de creep y
recuperacion en masa, las subunidades Glu-AZ 1 y 2 no presentaron diferencias
significativas en los coeficientes del modelo generalizado de Kelvin y tampoco en el

volumen de pan.

Para Glu-B1 en la relajacion de esfuerzos la subunidad 17+18 presenté menores
valores de esfuerzos (o1, o3 Y 04) con respecto a 7+8, 7+9, 13+16 y 7*. Mientras que
en la prueba de relajacion de esfuerzos las subunidades 17+18 y 7+8 fueron menores
en los médulos de elasticidad. Por Ultimo en la prueba de creep y recuperacién la
subunidad 17+18 presenté mayores maodulos elasticos (Gp, G;y Gy) y viscosidades (o,
71 Y 172) con respecto a 7+9 y 7+8. Esta baja correspondencia asociado a las diferentes

combinaciones alélicas.
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En el locus G/u-D1 la subunidad 2+12 presentd valores menores en los esfuerzos (oo,
03 Y 04) en la prueba de relajacion de esfuerzo, con respecto a 5+10; de igual manera
mostré menores mddulos de elasticidad (£, £; y E) en la prueba de creep
directamente en granos de trigo. En el caso de la prueba de creep y recuperacion en
masa de trigo los médulos elasticos (Gy, G:y G) y las viscosidades (o, n1 y 12) fueron

mayores para 5+10, subunidad asociada a buena calidad para panificacion.

En el locus Glu-A3 el alelo nulo presentd valores menores en los esfuerzos (o, o3 Yy
o4) en la prueba de relajacion de esfuerzos, comparado con los alelos b, cy d, aunque
para o solo se separd significativamente del alelo b, presenté un menor valor con
respecto a ¢ y d Mediante la prueba de creep, el alelo nulo es menor
significativamente con respecto a los alelos b, cy d, en los valores de los mddulos de
elasticidad: £, E;y Ez; el tiempo de retardacion A; y viscosidad po. Nuevamente el
alelo con un menor valor en las propiedades elasticas y de viscosidad esta asociado a

una menor calidad panadera.

En el locus G/u-B3 los alelos £, iy jpresentaron la tendencia a tener menores valores
de: oo, 02, 04, T2, T3 Y T4, CON respecto a los alelos 4, gy h, para la relajacion de
esfuerzos medida directamente en granos de trigo. En la prueba de creep en granos
de trigo el comportamiento fue similar para estos alelos en los coeficientes de £, £;,
E3 A1y Ay; el coeficiente de viscosidad o fue significativamente menor para el alelo £,
comparado con el resto de los analizados en este locus. Los alelos £, /y jen Glu-B3
estan asociados a menor calidad que el resto de los analizados, siendo incluso el alelo

Juna translocacion con centeno.
Finalmente los alelos del locus G/u-D3 presentaron solo diferencias significativas en la

prueba de relajacion de esfuerzos; siendo el alelo d el que presentd los menores

valores de esfuerzos (oo, o1, 02, 073 Y 04) comparado con los alelos g, by c
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El andlisis de las propiedades reoldgicas por subunidades de glutenina de alto peso
molecular indicd que las tres pruebas proporcionan elementos para poder discriminar
para seleccion o por uso final del trigo, estando relacionadas entre ellas. En lo que se
refiere a las SG-BPM es recomendable ampliar su estudio para masas y verificar,
aunque las pruebas en grano indican que el comportamiento es similar para la prueba

de relajacion de esfuerzos y creep.

En cuanto a la relacién de los coeficientes obtenidos por los modelos para la relajacién
de esfuerzos, es el tiempo de relajacion 73 y el esfuerzo o, del sequndo decaimiento
los que mayormente se relacionan con la calidad tradicional, expresada como volumen
de sedimentacion, tiempo de mezclado en el mixdgrafo y trabajo del alvedgrafo. Para
la prueba de creep en granos de trigo las mayores correlaciones se encontraron para
las complianzas Dy, D y Ds. Finalmente para la prueba de creep y recuperacion en
masa se obtuvieron coeficientes de correlacion entre las pruebas reoldgicas
tradicionales y los coeficientes del modelo de Kelvin-Voigt, de la fase de creep y
recuperacion los cuales fueron mayores a los obtenidos que en las pruebas
directamente en grano, esto debido probablemente a que en esta parte intervienen
otros factores como la cantidad de agua, asi como el trabajo de amasado, que le

suministra energia al sistema.

Aunque se tuvieron mayores coeficientes de correlacion con parametros de calidad
para la prueba de creep y recuperacién en masas, al evaluar por subunidad de
glutenina las tendencias fueron similares en los tres casos, con la ventaja de que las
pruebas directamente en grano son faciles, rapidas y de bajo costo comparadas
incluso con las pruebas tradicionales, adicionalmente se necesita muy poca muestra de
6 a 10 granos, lo cual la hace una herramienta poderosa cuando el tamafio de

muestra es muy pequefa.

En este estudio se encontraron diferencias en las propiedades reoldgicas y de calidad

por subunidades de glutenina, y de acuerdo a reportes previos, son estas proteinas del
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gluten las que confieren la viscoelasticidad al trigo por su tamafio, composicion y
estructura, utilizando Unicamente granos de trigo intactos, haciendo mas facil y rapida

la evaluacion de las propiedades reoldgicas.
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Apendices

Apendice A.

Localizacion de los locus.
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Figura 40. Localizacion de genes para la sintesis de proteinas del trigo. El brazo largo de
cada cromosoma (L") se extiende hacia la izquierda, conteniendo solo el Glu-1 a la
izquierda del (circulo) centromero (Békés et al, 2004).

Tabla 16. Proteinas del gluten, la localizacion de sus genes en los cromosomas y la
formacion de enlaces disulfuro (Békés et al, 2004).

Clase Locus Localizacién en el Enlaces disulfuro
cromosoma
w-gliadinas Gli-1 Brazo corto del grupo 1 de cromosomas  Sin enlaces SS

a-, p~gliadinas Gli-2
y-gliadinas Gli-1
SG-BPM Glu-3

SG-APM Glu-1

Brazo corto del grupo 6 de cromosomas
Brazo corto del grupo 1 de cromosomas

Brazo corto del grupo 1 de cromosomas

Brazo largo del grupo 1 de cromosomas

Enlace SS en la cadena

Enlace SS en la cadena

Enlaces SS en la cadena y entre
cadenas

Enlaces SS en la cadena y entre
cadenas
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Apendice B. Definicion de términos relacionados con las

propiedades mecanicas

Definicion de términos relacionados con las propiedades mecanicas de acuerdo a la
norma ASTM International E6-09bgl

A continuacion se detalla una serie de definiciones con el objetivo de poder

familiarizarnos con el lenguaje utilizado.

Deformacion (strain)

Es la unidad de cambio en el tamafio o forma de un cuerpo, referida al tamano o
forma original, por la accion de una fuerza, es adimensional, puede ser expresada en
%.

Deformacion lineal (en tension o compresion), es el cambio por unidad de longitud

debido a la fuerza en una dimensién lineal inicial.

Deformacion axial, es la deformacion lineal en un plano paralelo al eje longitudinal del
espécimen.

Deformacion aparente (ingenieril) valor adimensional que es el cambio de longitud
(4L) por unidad de la dimension de la longitud inicial (L) a través del eje de carga del
espécimen, que es e=(4L)/ L.

Deformacion residual, deformacion asociada con el esfuerzo residual interno.
Deformacion tangencial, es la tangente del cambio angular, debido a una fuerza, entre
dos lineas originalmente perpendiculares una de la otra a través de un punto en el
cuerpo.

Deformacion real, es el logaritmo natural del cociente de la medicion de longitud

instantanea, L, a la longitud original, Ly, que es & = In(L/Lo) 0 € = In(1+e).

Esfuerzo [FL-2]
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Es la intensidad en un punto en un cuerpo de las fuerzas o componentes de fuerza
que actian sobre un plano dado a través del punto. El esfuerzo es expresado en
fuerza por unidad de area

Esfuerzo de compresion, es el esfuerzo normal debido a fuerzas dirigidas hacia el
plano sobre el cual actdan.

Esfuerzo nominal, es el esfuerzo en un punto, calculado en la seccién transversal por
la teoria elastica simple sin tomar en cuenta el efecto en el esfuerzo producido por
discontinuidad geométrica, tales como agujeros, ranuras, grietas, etc.

Esfuerzo normal, es el componente perpendicular al plano donde se aplica el esfuerzo.
Esfuerzo principal (normal), es el maximo o minimo valor de esfuerzo en un punto en
un plano considerado con respecto a todas las posible orientaciones del plano
considerado. En estos planos principales, el esfuerzo tangencial es cero. Existen tres
esfuerzos principales en tres planos mutuamente perpendiculares: uniaxial (2 de los 3
esfuerzos principales son cero, Figura 41), biaxial (1 de los 3 esfuerzos principales es

cero), triaxial (ninguno de los 3 es cero).
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Figura 41. Componentes de fuerza por unidad de area dA, con orientacion normal en las
direcciones x, y, z

Esfuerzo tangencial, la componente del esfuerzo es tangencial al plano en el cual
acttan las fuerzas.

Esfuerzo real, es el esfuerzo axial en una prueba de tensidon o compresion, calculado
en la base de la seccién transversal instantanea en lugar del area original (ASTM,
2009).

Limite elastico

Es el mayor esfuerzo que el material es capaz de soportar, sin que exista ninguna
deformacion permanente, una vez que el esfuerzo se ha retirado.

Mddulo de elasticidad [FL-2]

Es la relacion de esfuerzo correspondiente a la deformacion debajo del limite

proporcional o limite elastico. También conocido como mddulo de Young.
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(Nota) Para aquellos materiales en el que la relacién esfuerzo-deformacién es
curvilineal, mas que lineal, uno de los 4 términos siguientes puede utilizarse (Figura
42).

Mddulo tangencial al origen, la pendiente de la curva esfuerzo deformacién al origen.
Mddulo tangencial, la pendiente de la curva esfuerzo deformacién es en cualquier
punto especifico de esfuerzo o deformacion.

Mddulo secante, la pendiente de la secante dibujada del origen a cualquier punto
especificado sobre la curva de esfuerzo-deformacion

Mddulo cuerda, la pendiente de la cuerda dibujada entre cualquiera de los 2 puntos
especificos de la curva esfuerzo deformacién.

Esfuerzo (MPa)

Deformaciéon (mm/mm)

Figura 42. Ejemplo del calculo de diferentes médulos (pendientes).

Mddulo de Poisson, p
El valor negativo de la relacion de la deformacidn transversal correspondiente a una
deformacion axial, resultado de un esfuerzo axial, abajo del limite proporcional.

Este puede tener mas de un valor, si es material no es isotropico.

Limite proporcional
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Es el mayor esfuerzo que el material es capaz de soportar, sin que exista ninguna
desviacién de la proporcionalidad de esfuerzo-deformacion (ley de Hooke) (ASTM,
2009).

Viscoelasticidad
Es una combinacion de un sdlido como liquido y un liquido como sélido, en la que el

esfuerzo deformacion es una relacion dependiente del tiempo.

Viscoelasticidad lineal
Un comportamiento viscoelastico en el cual la relacion de esfuerzo deformacion es una

funcion del tiempo, y no de la magnitud del esfuerzo.

Relajacion de esfuerzos
Es la disminucion del esfuerzo con el tiempo cuando el material es repentinamente

deformado a una deformacion dada.

Tiempo de relajacion
La velocidad de la disminucidon del esfuerzo en un material sujeto a una subita
deformacion. Es el tiempo requerido para que el esfuerzo, en el modelo de Maxwell en

la relajacion de esfuerzos, disminuya 1/e (36.79%) de su valor original.

Creep
Deformacion con el paso del tiempo cuando un material es subitamente sujeto a una

carga o esfuerzo constante.

Una curva tipica de creep es mostrada en la Figura 43, donde se tienen tres periodos
de tiempo: el primero durante el cual la relacion de creep es creciente, la segunda
remanente (casi constante) y por Ultimo un comportamiento creciente; estos periodos

son llamados creep primario, secundario y terciario, respectivamente (Hult, 1966).
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La primer relacion del creep, comienza con el periodo primario, el cual se observa,

inmediatamente que la carga es aplicada, esta es cominmente muy alta.

>

Primario

- — - Secundario - -

Terciario

Deformacion, ¢

Fractura

>
tiempo, t

Figura 43. Curva tipica de creep ejemplificando las tres fases.

Tiempo de retardacion

La velocidad a la cual la deformacion elastica retardada se lleva a cabo en un material
en la prueba de creep bajo una carga muerta. Es el tiempo requerido en el modelo de
Kelvin, representando el comportamiento de creep, para deformarse (1-1/e) 63.21%

del total de la deformacion.

Viscosidad
Resistencia al flujo, indicado como coeficiente de viscosidad

Coeficiente de viscosidad (Pa-s)
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El cociente del esfuerzo cortante y la velocidad de deformacién en los fluidos
Newtonianos.

Viscosidad cinematica

Es el coeficiente de viscosidad divido por la densidad

Ecuaciones constitutivas
Una relacion entre cantidades definidas de estados de esfuerzo y deformacion y sus
derivadas con respecto al tiempo, son conocidas como ecuaciones constitutivas, siendo

una caracteristica de la constitucién del material.
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The stress relaxation behaviour of 36 bread wheat kernel lines was studied using the generalized
Maxwell model with 4-exponential terms. The data suggested four relaxation phases, two fast phases at
shorter times of 1—10 s (71 and 13) and two slow phases with longer times of =50—450 s (13 and 14). The
stresses were mainly correlated with kernel mechanical properties. There were differences in spring and
stress elements of Glu-A1 null compared to Glu-A11 and 2*. The Glu-B1 and Glu-D1 showed differences in
the stresses. Glu-A3 only affected kernel mechanical properties while Glu-B3 showed differences in both

Wthywe:[m quality parameters and mechanical properties. The relaxation times 3 were high for genotypes with high
HMW-GS SDS-sedimentation volume and long mixing time. Genotypes with 45—60 s of 73 usually had gopod HMW-
LMW-GS GS background and LMW allelic combination generally associated with good quality. As expected,
Stress relaxation genotypes with short relaxation and mixing times and poor sedimentation volume were samples with
Maxwell model Glu-AT null, Glu-B3 j 1B/1R, and with Glu-A3 e (null). Differences in stress relaxation were found among

HMW-GS and LMW-GS alleles specially Glu-3 loci and the differences were related to SDS-sedimentation,
mixing and alveograph data.

Relaxation ome

© 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Intreduction

Wheat gluten proteins are aggregates of high molecular weight-
and low molecular weight-glutenin subunits (HMW- and LMW-GS,
respectively) and gliadins (prolamins). Several studies have indi-
cated that glutenins exhibit the unusual property of being visco-
elastic when hydrated and are responsible for the rheological
properties of wheat flour doughs and the quality of bread. Recent
reports on the viscoelasticity of wheat kernels with limited amount
of water can be found in the literature (Figueroa et al., 2009, 2011a,
b: Maucher et al, 2009; Ponce-Garcia et al., 2008). However,
despite considerable research done in the past to study the rheo-
logical properties of HMW- and LMW-GS of wheat, basic

Abbreviations: CIMMYT, Internanional Maize and Wheat Improvement Center: E,
elastic modulus; GS,,glutenin subunits; HMW, high molecular weight; LMW, low
molecular weight; SDS, sodium dodecy! sulfate; W, work; W,, elastic work: Wp,
plastic work; o, stress; T, relaxation time.

= Corresponding author. TeL: +52 (442) 211 9915: fax: +52 (442) 2119938.

E-mail addresses: jfigueroa@qro.cinvestav.mx, juanded@okstate.edu

(J.D.C. Figueroa).

0733-5210/S — see front matter © 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.jcs.2012.01.009

information and data on mechanical and viscolelastic aspects of
these glutenin subunits in wheat kernels is very limited (Figueroa
et al., 2011c).

Wheat grains, like all other grains, are subjected to a series of
static and dynamic loads during harvesting, handling, transport,
processing, storage, conditioning and milling. Such loadings cause
significant damage to the grains which lead to a decrease in the
intrinsic quality associated with specific HMW- and LMW-GS
composition and an increase in susceptibility to deterioration
during storage. The nature and extent of the damage depends on
several mechanical and rheological characteristics of the grains due
to the influence of HMW- and LMW-GS composition together with
the forces or loading conditions to which grain kernels are sub-
jected. It is, therefore, important to study the mechanical and
viscoelastic properties of grains such as the modulus of elasticity,
compressive strength and stress relaxation.

The mechanical behaviour of cereals has been found to be time
dependent. Viscoelastic materials exhibit stress relaxation
phenomena, which are some of the most important factors in
characterizing agricultural materials. The measured relaxation time
shows how fast the material dissipates stress after receiving
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a sudden deformation. Mechanical damage to agricultural products
usually results from compressive loads, thus more data can be
found for compression than for tensile tests (Mohsenin, 1986).

In stress relaxation tests, a constant strain is applied and the
stress required to maintain the deformation is measured as
a function of time. When a stress relaxation test is performed,
different behaviours can be observed: ideal elastic materials do not
relax whereas ideal viscous materials instantaneously show
a relaxation. Viscoelastic solids gradually relax and reach an equi-
librium stress greater than 0, whereas for viscoelastic fluids, the
residual stress would be zero (Del Nobile et al., 2007; Steffe, 1992).

The Maxwell model, consisting of a Hookean spring and
a Newtonian dashpot in series (Mohsenin and Mittal, 1977), is
suitable for understanding stress relaxation data, but does not
consider the equilibrium stress. For this reason, the viscoelastic
behaviour of food can be better described by using a generalized
Maxwell model consisting of several elements in parallel with
a spring (Steffe, 1992). In a similar model, if the system is subjected
to a constant strain, the total stress is the sum of the stress of each
element.

Studies by Figueroa et al. (2011a) have shown that the visco-
elastic behaviour of wheat kernels can be represented by a gener-
alized Maxwell model. This methodology has proven successful in
detecting changes in wheat dough (Matsumoto et al., 1974, 1975)
and corn tortilla and masa as a function of time and temperature
(Guo et al., 1999). Bargale and Irudayaraj (1995) indicated that
a three-term Maxwell model was suitable for describing the stress
relaxation behaviour of barley kernels. Several authors (Hassan
et al,, 2005; Nussinovitch, et al., 1989) studied three stress relaxa-
tion terms, namely the generalized Maxwell to fit the experimental
data. They indicated that the generalized Maxwell was the best in
predicting experimental data.

The present study was therefore conducted with the following
specific objectives: (1) to determine the effect of HMW-GS and
LMW-GS on the modulus of elasticity, stress relaxation and quality
related to SDS-sedimentation volume and mixing data; and (2) to
describe the stress relaxation behaviour of wheat kernels when
subjected to strain.

2. Experimental
2.1. Plant materials

Thirty-six wheat lines grown by CIMMYT in Sonora, Mexico
during the crop cycle 2006—2007 were studied. The sodium
dodecyl sulfate-polyacylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)
protocol described by Singh and Shepherd (1988) with some
modifications indicated by Pefia et al. (2004) was used to determine
HMW-GS and LMW-GS composition.

22. Physical and chemical properties of the various wheat groups

Moisture content was determined by Approved Method 44-15A
(AACC Itl 2000). Kernel thickness which represented the highest
point of the dorsal part of the grain was measured using a Mitutoyo
model CD-6" CS digital caliper (Mitutoyo Corp. Japan). Analyses
were done at least in duplicate.

2.3. Flour quality tests

Grain samples were milled into flour in a Brabender Sr. flour mill
(C. W. Brabender Instruments, Inc., South Hackensack, NJ). Refined
flour was evaluated for SDS-sedimentation according to Pefia et al.
(1990), dough mixing time in the Mixograph and dough strength
(W), tenacity, and tenacity/extensibility (P/L ratio) in the

Alveograph according to AACC methodology (54-40A and 54-30A,
respectively, AACC Itl 2000).

2.4. Uniaxial compression test

A Texture Analyzer TA-XT2 (Texture Technologies Corp., Stable
Micro Systems, Surrey, England) was used to measure the kernel
response to compressive loadings using a stainless steel probe TA-
510 (10 mm dia.). Kernel samples were placed in a controlled
temperature chamber (20 °C) 24 h before the analysis to reduce
variance in the measurements. The contact (load-bearing) area of
individual kernels during the loading process was determined as
follows: individual kernels were slightly pressed on an ink pad and
placed crease down in the instrument base. Pieces of bond paper
(30 x 30 mm) were placed onto the top of the kernel to record the
ink impression of the contact surface of the grain during loading
(Ponce-Garcia et al., 2008). The image of the ink impression was
digitalized and the area was calculated using Image] software
(National Institutes of Health). The image analysis reported by
Ponce-Garcia et al. (2008) used a scanned picture of the kernel
contact area which had challenges including all faint gray regions
on the boundary of the bearing area. If this area is not properly
accounted for, it will overestimate the modulus of elasticity. In this
study, black and white scanned images and black and white
threshold were used which improved the accuracy of area
measurements.

Settings in the Texture Analyzer were as follows: the load-
deformation was recorded from the surface of the wheat kernel
and ended after the probe had traveled 0.5 mm (compression), and
the clearance was 4 mm. The data was collected using 25 points per
second with a loading rate of 0.1 mm/s which is the minimum rate
of the Texture Analyzer TA-XT2 equipped with a 25,000 g load cell.
Averages were reported from 6 independent kernels per genotype.

2.5. Stress relaxation test

In order to describe the viscoelastic behaviour of a wheat kernel,
a massless mechanical generalized Maxwell model was used with
the attempt to describe the experimental behaviours to the
molecular level events. This model is composed of springs
(considered ideal solids, they account for the elastic behaviour of
viscoelastic materials) and dashpots (representing ideal fluids, they
account for the viscous behaviour) combined in many different
ways (Fig. 1).
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Fig. 1. Representation of the generalized Maxwell model consisting on a single spnng
constant (go) in parallel to ith Maxwell element models of dashpots (1, to 7a)
accounting for the viscous behaviour and springs (relaxation constant a;) for the elastic
behaviour.
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In the stress—relaxation test, a strain of 0.5 mm was applied over
a specified ramp time of 25 points per second and loading rate of
0.1 mm/s, after which the displacement was held constant during
the stress—relaxation phase of 600 s. The reaction force and stress-
time history were recorded. The generalized Maxwell model
reported by Figueroa et al. (2011a) was used to calculate the
viscoelastic behaviour of the wheat kernels. In the present study,
the model consisted of four elements with a spring in parallel
(Fig. 1). Under the application of constant strain or deformation, the
viscoelastic function exhibited by the model is described in the
following exponential equation:

o(t) = ag + 01 4 goel=t/n) 4 03B 4 gel-t/) (1)

and

T = ne/0; 2)

where o(t) is the decaying parameter of stress after time t of
relaxation, g, is the decay stress of the ith Maxwell element, 7, is the
time of relaxation of the ith Maxwell element or the period of time
required for this stress to decay to 1/e or approximately 36.8% of its
original value (Mohsenin, 1986), n; is the viscosity of the ith
element, and ¢ is the strain of grain. o is the equilibrium stress or
stress after infinite time the asymptotic parameter (which corre-
sponds to the single spring constant in parallel to the group of
Maxwell elements) or the residual spring due to pure elastic
component (Figueroa et al.,, 2011a).

2.6. Elastic and plastic components from compression loading
testing

The viscoelastic behaviour of the wheat kernels was calculated
using compression experiments, specifically the work of
compression from the loading/unloading curve (Ponce-Garcia et al.,
2008). The area under the loading curve gives the total work (W;)
done by the loading device during compression. During unloading,
a portion of this work can be regained, representing the recoverable
work or elastic contribution (W,) of the total work. The work
dissipated by the plastic deformation alone is the difference
between the total and elastic work, W, = W; — W, (Gubicza et al.,
1996).

2.7. Statistical analysis

Analysis of variance of the results was performed using the
General Linear Model procedure of SAS Statistical Software, version
9.2 (SAS Institute, 2009). Multiple comparison of the means was
performed using the Duncan Multiple Range test at a = 0.05 level.
Regression analyses were performed with GraphPad Prism 5.0
(Hearne Scientific Software Pty Ltd., Melbourne, Australia) and
OriginPro 8 (OriginLab Corporation Northampton, MA, USA).

3. Results and discussion
3.1. Selection of the generalized Maxwell model

Previous work with wheat kernels reported by Figueroa et al.
(2011a) indicated that 3 Maxwell elements at specific conditions
of 0.5 mm of displacements, and a loading rate of 1 mm/s were
appropriate for obtaining important quality data of wheat types
with different moisture contents and displacement conditions.
However, stress relaxation was incomplete after 180 s of the tests,
and equilibrium was not reached, indicating that more than 180 s in
the stress—relaxation phase was needed (Figueroa et al., 2011a).
Early work by Matsumoto et al. (1974), working with structural
relaxation of dough using an extensigraph, reached similar
conclusions indicating that the behaviour of dough could not be
represented by a single Maxwell model, but a large number of
models distributed among a range of relaxation times between 1
and 1000 s. In the present research 600 s of the stress—relaxation
phase was used and several (3, 4, 5 and 6) Maxwell elements in
the relaxation model were evaluated (data not shown). In the
model with 5 Maxwell elements some kernel replications showed
a residual mean square lower than 1.1 x 10~ and high R? (about
0.9999) to fit the regression analysis of an exponential equation for
that specific element. However, the correlations of the Maxwell
elements with SDS-sedimentation volume and rheological prop-
erties of dough (mixing data) were lower compared to the 3 and 4
Maxwell element models. The 6 element models, on the other
hand, showed some negative relaxation times and stress which are
physically improbable. In the present research, a 4 Maxwell
element model data is presented. The generalized Maxwell model
with 4-exponential terms fitted the regression curve of stress
relaxation for intact wheat kernels of R*> with a range of
0.9992—-0.9999 and a residual mean square with a range of
13 x 107410 6.6 x 1078 in all genotypes and replicates.

3.2. Effect of HMW-GS and LMW-GS on the quality and mechanical
behaviour of wheat

Data from Table 1 suggest that Glu-3 loci have more influence on
sedimentation and kernel elasticity than Glu-1 loci. Glu-A1 showed
significant differences in stress and plastic work, Glu-B1 showed
differences only in stress. The influence of Glu-D1 with the majority
of the samples containing 5+10 cannot be evaluated with certainty
in this study. With the limitation of this study, it appears that Glu-
D1 might affect mixing and plastic work. On the other hand, Glu-A3
affected only the mechanical properties of the kernel (E, stress,
force, W, and W,,) while Glu-B3 showed significant differences in
both quality parameters and mechanical properties. Similar results
were reported by Tsenov et al. (2010) and Figueroa et al. (2011c)
who indicated that Glu-A3 and Glu-B3 alleles influenced the end-
use quality irrespective of the HMW-GS background.

Table 1

Fvalues of one way ANOVA of physico-chemical and rheological characteristics by HMW and LMW loci.*
Genotypic group Prot SDS volume Mixing w P Ext P/L E Stress Force W, w,
Glu-A1 0.17 1.48 1.69 273 0.63 0.94 0.54 2.64 5.14* 242 1.94 3.78*
Glu-B1 0.99 0.28 0.12 213 0.90 0.31 0.42 2.60 4.14** 1.44 0.98 133
Glu-D1 0.00 034 2.64t 2.02 1.90 1.98 1.75 0.79 0.55 0.01 0.61 5.63*
Glu-A3 1.58 2.15 113 1.07 0.45 0.04 033 3.62* 4.20* 6.19** 6.33** 4.63**
Glu-B3 0.66 445+ 7.02** 635** 1.63 AR 3.43* 3.30* 3.12* 319 1.67 3.02*
Glu-D3 245 0.10 1.66 3.01* 0.72 1.47 223 122 225 217 5.03** 1.87

* Significant at level < 0.05; ** significant at level <0.01; t significant at level <0.1.

2 prot = kernel protein 12_.5'% (m.b.); SDS = sedimentation volume in flour; mixing = dough mixing time in the mixograph; alveograph data (W = work; P = tenacity; P/L
ratio); E = modulus of elasticity; W, = area under the curve of elastic component; W, = area under the curve of plastic component.
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3.3. Effect of HMW-GS and LMW-GS on the time-dependent
behaviour of materials: viscoelasticity

The stress relaxation o; and the relaxation time 7; in Egs. (1) and
(2) calculated from the compression relaxation curves of the intact
wheat kernel are shown in Table 2. The stress relaxation constants
show that Glu-A1 and Glu-B1 significantly affected the stress of the
4 Maxwell elements and the pure elastic component (ap). The Glu-
D1 for the present data with two samples containing the 2+12
subunits did appear to affect stress relaxation properties. Glu-3 loci
showed important effects in stress relaxation properties especially
the Glu-B3 and Glu-A3. These observations agree with observations
from the previous Section 3.2, in which Glu-A3 and Glu-B3 showed
significant differences in quality parameters and mechanical
properties.

Table 3 shows the mean of the analysis of variance from the
estimated parameters of the generalized Maxwell model with four
elements. There were significant differences in the means of spring,
and stress elements g1, 02, 03 and o4 of the null subunit of Glu-A1
compared to Glu-A1 subunits 1 and 2*. The Glu-B1 showed differ-
ences in the stresses of 74, 63 and o4 Maxwell elements, while with
the limited variation of Glu-D1 composition in this study, the
subunits 5+10 and 2+12 showed differences in some of the
stresses. Regarding the Glu-3 loci, all the allelic genotypic groups
showed significant differences (Table 3) especially Glu-B3 which
also showed differences in relaxation times.

Analysis of stress relaxation experiments on wheat kernels
(Table 3) suggests two relaxation mechanisms: one at shorter time
1-10 s (71 and 73) and one at longer time =50—450 s (73 and 14).
Several researchers reported similar relaxation times in wheat
kernels (Figueroa et al, 2011a), barley kernels (Bargale and
Irudayaraj, 1995), gluten (Bohlin and Carlson, 1980; Li et al., 2003)
and dough (Matsumoto et al., 1974, 1975; Mita and Bohlin, 1983)
using different equipments. Figueroa et al. (2011a) reported
compression data of Triticum aestivum and Triticum durum kernels
with 13% moisture content and 17% strain, of about 1.5,12 and 111 s
for relaxation times 7, 72, and t3, respectively. Bargale and
Irudayaraj (1995) reported relaxation times of 2.19, 7.58 and
20.8 s for 11, 72 and 13, respectively, for barley kernels with about
10.1% moisture content and 4% strain. Bohlin and Carlson (1980)
using a rheometer showed relaxation times of dough of 1 and
100 s, and in modified gluten of 1 and 500 s (Mita and Bohlin, 1983)
attributable to the structural orientation of gluten in the dough. Rao
et al. (2001) indicated that stronger dough of semolina-water from
durum wheat which had higher proportions of glutenins, took
longer to reach the iso-relaxation states about 42.3-50.1 s,
compared to intermediate 22.3—20 s and very weak dough with
8.4—11.3 s. Liet al. (2003) reported two relaxation processes at <1 s
and another at 10—1000 s which indicated that in gluten this
behaviour corresponds to a network structure attributable to
entanglements and physical crosslinks of polymers. There is
enough evidence to suggest that protein aggregation in vivo and

specifically in cells is highly specific producing an optimum packing
interaction (low entropy) with noncovalent polymerization
(Lindorff-Larsen et al., 2011). The proteins in wheat kernel may
exist as random orientation chains. Some hydrogen bond interac-
tions between water and the molecules can exist. In dough, the
proteins are stretched by tension during mixing into a network of
proteins with a large number of interactions among molecules.
Then the difference in the relaxation values reported by Li et al.
(2003) for dough and those reported here seems due to the ther-
modynamic states of the glutenin and gliadin proteins in the
kernel's protein bodies versus those in a hydrated and oriented
state as they are found in dough. We are following up this by
analyzing the dough of these samples using the same technique of
compression used in kernels. Since this is the first time that stress
relaxation is evaluated in HMW- and LMW-GS directly from intact
wheat kernels, the discussion in the present study will be limited to
the experimental data. The observations from the generalized
Maxwell model suggest that differences in the stress relaxation
could be explained by the combination stresses of HMW- and
LMW-GS although other contributors not included in this study
could be non-protein polymers such as pentosans and B-glucans
that act as plasticizers (viscous behaviour) and dissipate energy in
the kernel. Shorter relaxation times were observed in null alleles
with small SDS-sedimentation volume and shorter mixing times,
while longer relaxation times were associated with high SDS-
sedimentation volume and longer mixing times. Differences in
stress relaxation data were found among HMW-GS and LMW-GS
alleles, especially Glu-3 loci, and these differences were related to
the SDS-sedimentation, mixing and alveograph data.

The exponential curves were characterized by a fast stress decay
region (o) with relaxation time (1) at about 0.59—1.78 s. A second
decay with relaxation time (t3) about 5.63—11.05 s, and a third
decay with relaxation time (73) about 38.24—57.75 s, and a plateau
region that tends to asymptotic after a relaxation time (z4) of about
315.69—439.69 s.

The differences of stress values between 380 and 600 s were
small and not statistically significant in all the wheat genotype
groups evaluated for 0.5 mm displacement. Table 3 showed that the
initial stresses at relaxation time zero and 12% moisture content
were relatively low for Glu-A1 null and Glu-B3 f with 22.33 and
19.53 MPa, respectively, and high for some loci and alleles associ-
ated with good quality such as Glu-A1 2*, and Glu-D15+10, Glu-B3 h
with 34.69, 33.77, 34.35 MPa, respectively. Figueroa et al. (2011a)
reported initial stress values of 13.6, 24.1 and 24.6 MPa for soft,
bread and durum wheat, respectively, at about 13—20% moisture
content and 0.5 mm of displacement within the elastic regime.
Higher stress values are expected for relaxation tests performed
above the elastic limit such as those reported by Haddad et al.
(2001) in endosperm of durum wheat, who found internal
stresses of 34 MPa that stabilize at 1000 s. Singh et al. (1991)
reported final stress values between 15 and 20 MPa for dent and
flint corn for 20—16% moisture content, which overall are similar to

Table 2

F values of one way ANOVA of stress relaxation constants and relaxation times of HMW and LMW loci.
Genotypic group ag aq T ) 2 a3 13 04 4 1, Za,
Glu-A1 7.03** 7.43** 0.15 7.55** 0.19 6.35%* 0.57 8.31** 0.46 0.46 11.22%**
Glu-B1 2.30 5.73** 1.50 3.39** 1.38 6.12** 0.55 3.91** 0.84 0.81 8.09***
Glu-D1 5.21* 3.10 230 3.58 0.69 6.46* 1.29 7.30** 333 3.14 831**
Glu-A3 8.55*** 2.77* 0.50 2.68* 261* 6.53** 337 9.26*** 3.33* 3.48* 6.83**
Glu-B3 5.46** 3.62** 1.84 5.80** 3.42%* 6.38*** 4.89** 5.76*** 2.32* 2.72* 6.29***
Glu-D3 4.68** 2.95* 1.08 3.18* 1.41 2.16 2.16 3.59* 0.0 1.10 4.45**

* Significant at level <0.05; ** significant at level <0.01; *** significant at level <0.0001.
3 Spring = Go; 1, 02, 03 and a4 = stress of the ith Maxwell element; 7, = time of relaxation of the ith Maxwell element.
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Table 3

Estimated parameters of the generalized Maxwell model for the stress relaxation constant and relaxation times of Glu-1 and Glu-3 loci*®.
Genotypic group HMW or LMW-GS o9 (spring) (MPa) a1 (MPa) 71 (s) 7, (MPa) 12(s) a3 (MPa) 73 (s) a4 (MPa) 14 ()
Glu-A1 Null 1801 b 1.13b 1.02a 1.01b 8.10a 094 b 4733 a 1.24b 366.58 a
Glu-A1 1 2575a 1.73a 1.02a 186 a 838a 141a 48.83 a 191a 382381 a
Glu-Al 2~ 2765a 199a 105a 165a 8.16a 140 a 47.75a 200a 375.71a
Glu-B1 7+8 3036a 1.51 be 0.87a 174 a 7.16a 147 a 4475 a 1.98 ab 350.58 a
Glu-B1 17+18 2470 a 138 ¢ 0.98 a 131a 792a 1.10b 47.82 a 161b 385.46 a
Glu-B1 749 26.04a 1.98 abc 1.05a 175a 828a 1.42 ab 47.92 a 1.96 ab 376.78 a
Glu-B1 13+16 31.28a 2.14 ab 122a 1.84a 923a 1.54a 48.18 a 225a 376.76 a
Glu-B1 7 26.14a 232a 115a 189a 839a 1.72a 51.60 a 2.13 ab 398.00 a
Glu-D1 2+12 2080 b 145a 0.86 a 130a 764 a 1.06 b 4492 a 145b 345.50 a
Glu-D1 5+10 26.84 a 188 a 1.05a 1.70a 8.26a 140 a 48.01 a 195a 37944 a
Glu-A3 b 30.74a 2.18a 1.03a 1.79a 8.46 a 1.54a 47.70 a 216a 37053 a
Glu-A3 c 26.90 ab 178 a 169 a 1.73a 850a 1.40 ab 49.24 a 199 a 38833 a
Glu-A3 d 24.12b 202a 094 a 176 a 733a 148 a 4583 a 1.93a 354.00 a
Glu-A3 e 21.22b 1.74a 0.98 a 139a 731a 1.13b 44.03 a 149b 35536 a
Glu-B3 d 30.13a 1.52 ab 1.06 ab 199a 9.39a 149 a 52.69 a 203a 39238 ab
Glu-B3 f 1492 ¢ 1.49 ab 0.81b 1.10c 6.58 b 0.87 bc 42.14b 1.15¢ 34043 b
Glu-B3 g 20.81 be 0.86 b 1.23a 0.85¢c 9.04a 0.82c 53.40a 1.40 bc 426.40 a
Glu-83 h 27.16 ab 198a 1.05 ab 1.73 ab 8.23ab 145 a 47.92 ab 2.03a 379.41 ab
Glu-B3 i 21.83 be 202a 1.13ab 1.44 abc 7.96 ab 1.17 abc 4495b 1.55 abc 359.70 b
Glu-B3 j 27.24 ab 1.70a 0.75b 1.32 bc 631b 1.22ab 40.18 b 1.78 ab 348.00 b
Glu-D3 a 2963 a 199a 0.96 a 160 a 7.76 a 138a 46.08 b 201a 37137 a
Glu-D3 b 25.08 ab 187 a 1.07 a 174 a 829a 139a 4836 b 1.89a 37873 a
Glu-D3 c 2874 a 170 a 1.04 a 174 a 8.64a 140 a 46.85 b 2.10a 37385a
Glu-D3 d 2050b 0.98 b 120 a 0.87b 9.60 a 093 b 55.17 a 121b 414.67 a

6o = SPring; a1, g2, g3 and 04 = stress of the ith Maxwell element; 7; = time of relaxation of the ith Maxwell element; Total relaxation time = 1, + 73 + 73 + Ta.

Estimated initial stress at time zero = g + 01 + 02 + 03 + 04.

2 Means (n = 6) followed by different letters within a column are significantly different at P < 0.05.

® Kernels subjected to constant deformation of 0.5 mm and 600 s of relaxation time.

the values of wheat for the same moisture content and strain
reported in the present study.

3.5. Relationship between relaxation parameters and quality as
indicated by SDS-sedimentation and rheological properties

The results of this analysis suggested a linear relationship
between some quality properties and stress relaxation data of the
grain. There were some significant linear correlation coefficients
between the quality and viscoelastic properties. The first decay (g1)
was correlated to the mechanical properties of the kernel, and the
negative correlation of kernel mechanical properties with g and
stress o4 with Wp indicates that the decay region is mostly affected
by plasticizer compounds which can be pentosans, B-glucans.
Stress values g, and relaxation times 7, 73 and 14 showed some
relationship to the sedimentation volume and alveograph data. The
third term with a range of relaxation times of about 40—60 s had
a major contribution to the quality (Table 4).

Rao et al. (2001) also reported similar results in semolina-water
dough from durum wheat where the parameters tsq and t75 were
correlated with dough mixing properties, extensigraph Rmax/E,
alveograph P/L, mixing energy, mixing time and loaf volume.

Overall, the characteristic relaxation times (7, 73, and t4), rather
than the stress values themselves, were better discriminators of
quality (SDS-sedimentation volume, SDS-sedimentation index,
mixing time, alveograph W, and tenacity). The stress values were
correlated to the mechanical properties (E, initial stress, force, W,
and Wp) of the wheat kernels. The characteristic relaxation times 73
(45—60 s) were significantly greater for the high SDS-
sedimentation volume and longer mixing times compared to the
low SDS-sedimentation and shorter mixing time of alleles with 13
lower than 45 s (Fig. 2). Figueroa et al. (2011a) reported shorter
relaxation times for soft wheat compared to bread and durum
wheat Kernels. As expected, the genotypes with short relaxation
and mixing time and low sedimentation volume were samples with
Glu-A1 null, and with Glu-B3 j 1B/1R rye-wheat translocation, and

Table 4

Correlation coefficients of kernel relaxation parameters vs sedimentation, dough rheological parameters and kernel viscoelastic properties of bread wheat (N = 36).%
Parameters ao (MPa) a1 (MPa) 71 (s) a; (MPa) 12 (s) a3 (MPa) 13 () a4 (MPa) 74 (5)
Protein® ns ns ns ns ns ns ns ns ns
SDS, ml ns ns ns 0.39* ns ns 0.44** ns ns
SDS Index ns ns ns 0.36* ns ns 0.41* ns ns
Mixing time ns ns ns 0.44** 0.35* ns 0.51** ns ns
w ns ns ns ns 0.38* ns 0.60*** ns 0.44*
Tenacity ns ns ns ns ns ns 0.52** ns ns
Extensibility —0.48** ns ns ns ns ns ns ns ns
PIL 0.52** ns ns ns ns ns ns ns ns
E 0.44** 0.42* ns 0.40* ns 0.56"** ns 0.60*** ns
Stress 0.42* 0.42* ns 0.38* 0.35* 0.53** 0.32* 0.51* ns
Force 0.57*** 0.35* ns ns ns 0.54** ns 0.64*** ns
W, 0.52** 0.35* ns ns ns 0.38* ns 0.45** ns
w, -0.43** ns ns ns ns 0.35% ns —0.47** -0.37*

= ** and *** are significant and highly significant at P < 0.05, 0.01 and 0.0001, respectively. Non-significant = ns.
oo = spring; g; = stress of the ith Maxwell element and 7; = time of relaxation of the ith Maxwell element.

2 Kernels subjected to constant deformation of 0.5 mm and 600 s of relaxation time.

® protein = kernel protein 12.5% (m.b.); SDS = sedimentation volume in flour; Mixing time = dough mixing time in the mixograph; alveograph data (W = work, tenacity, and
pJL ratio); E = Modulus of elasticity; W, = area under the curve of elastic component; W, = area under the curve of plastic component.
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Fig. 2. (A) SDS-sedimentation volume vs relaxation time 13 (r = 0.44; P < 0.01) and (B) Mixing time vs. relaxation time 3 (r = 0.51; P < 0.01) of 36 bread wheat lines.

with Glu-A3 allele e (null). The genotypes with high sedimentation
volume (>17 ml) and mixing time >3.3 min usually had relaxation
time 73 > 46 s and good HMW-GS background i.e., Glu-11, 2*, 7+9
or 17418 and 5+10 associated with allelic variants of Glu-3 loci
(LMW-GS)), i.e., Glu-A3 ¢, and b; Glu-B3 g, h, d.

4. Conclusions

The use of the generalized Maxwell model to describe the stress
relaxation behaviour of HMW- and LMW-GS in intact wheat
kernels was addressed in this work. Thirty-six bread wheat samples
representative of a wide range of wheat qualities were studied.

The proposed 4-element generalized Maxwell model fitted the
experimental data with R? >0.9998 and residuals mean square
<3.36 x 107> suggesting that it can be used to determine the
viscoelastic behaviour of wheat genotypic groups of HMW- and
LMW-GS. The relaxation times were given by two distinct contri-
butions: the first describes the short time response of the wheat
kernel endosperm; the second describes the long time response of
the wheat kernel endosperm. Moreover, a significant difference
was found between the relaxation times of the investigated alleles
of good and poor quality. The relaxation times of 40—60 s were
associated with quality parameters and rheological properties of
wheat; while shorter relaxation times (1-10 s) were correlated
with mechanical properties. Besides moisture content that was
kept constant in this research, wheat genotypic group and specific
alleles of intact kernels, HMW- and LMW-GS appeared to be
predominant factors that affect the relaxation stress constants and
relaxation times of the wheat kernel.
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The effect of high and low molecular weight glutenin subunits on viscoelastic properties of wheat kernels
was investigated using creep tests with generalized Kelvin-Voigt model (> ~ 0.94; P < 0.0001). Glu-A1,
Glu-B1 and Glu-D1 affected the creep coefficients in Glu-1 loci. Regarding LMW-GS, the locus Glu-A3
had highest influence on creep followed by Glu-B3; Glu-D3 did not showed differences. In general, the
modulus of elasticity Eq =~ 242 MPa and viscosity was po = 1.6 x 107 MPa.:s. Higher elastic moduli and
viscosity were found in HMW-GS and LMW-GS of good quality compared to the poor quality performance

5,"&";"": genotypic groups. Samples with subunit Glu-A7 null presented lower elastic modulus and viscosity
Compliance compared to Glu-Al 1 and 2", Glu-B1 13 + 16 presented higher elastic modulus and viscosity, which is
Wheat associated with goed quality performance. The elastic moduli, especially E, were positively correlated

with SDS-volume and rheological properties. This methodology can be applied to few kernels is easy,
rapid, and nondestructive.

Glutenin subunit
Kelvin-Voigt model

Retardation time
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1. Introduction

Glutenins are of great importance in explaining the variation
that occurs in rheological and “bread-making” properties of wheat.
The high molecular weight glutenin subunits (HMW-GS) encoding
genes occur at the Glu-1 loci (Payne et al., 1987), while the genes
encoding low molecular weight glutenin subunits (LMW-GS) are
mostly located at the Glu-3 loci (Singh and Shepherd, 1988; Luo
et al., 2001). The LMW-GS represent about 30% of the total protein
and about 60% of the total glutenins, and they seem to have a great
effect on dough viscoelastic properties in both bread wheat and
durum wheat (Luo et al., 2001; Jood et al., 2000). It appears that
not only the total amount of protein is important but also the
amount and type of the individual glutenin subunits. At the molec-
ular level gluten proteins are now relatively well known, but the
way gluten is organized, and how the different individual proteins
contribute to its properties, remains far from being completely
understood (Lindsay and Skerrit, 1999). The presence of certain
HMW-GS was significantly associated with several quality tests
(Payne et al., 1987; Luo et al., 2001; Tohver, 2007). The effects of
good LMW-GS are enhanced by a good HMW-GS background,
yielding higher kernel elasticity and sedimentation volume
(Figueroa et al., 2011b). Most of the work related to viscoelastic
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characterization has been done in dough and bread. Little attention
has been given to the influence of glutenin proteins on mechanical
and viscoelastic properties of kernels, in spite of its high impor-
tance not only in the quality of the bread-making process but also
on the physical properties during harvesting, storage, drying, tem-
pering, milling, and final use (Figueroa et al., 2009).

Moreover, there are several advantages of evaluating viscoelas-
tic properties on intact wheat kernels, including the following
three: (1) the kernels do not require preparation to obtain their
viscoelastic properties; (2) they lend themselves more readily to
fundamental rheological characterization, especially because the
linear domain of their viscoelastic behavior is, as one would expect,
much larger (>17%) than that of gluten and dough. Gluten extends
up to at least about 5-10% strain amplitude in dynamic mode
(Wang and Kokini, 1995), whereas the linearity limit of dough is
extremely low (0.2%) (Berland and Launay, 1995), and (3) the vis-
coelastic tests on kernels can be non destructive and are easy to
perform.

Different techniques and equipment have been used in the
study of viscoelasticity of wheat and other cereals, including gluten
(Bohlin and Carlson, 1980; Li et al., 2003), dough such as dynamic
oscillatory measurements (Lefebvre and Mahmoudi, 2007; Amem-
iya and Menjivar, 1991) and large deformation (Mita and Bohlin,
1983; Amemiya and Menjivar, 1991), creep test in endosperm
(Haddad et al., 2001), wheat gluten (Lefebvre et al,, 2000) and
stress relaxation test in wheat kernels (Figueroa et al., 2011a; Her-
nandez et al., 2012), and barley kernels (Bargale and Irudayaraj,
1995).
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Nomenclature

€ strain

t time

1) constant stress

Eo instantaneous modulus of elasticity or modulus at zero
time

Ho viscosity coefficient of viscous element
E; and E; modulus of elasticity of first and second Kelvin-Voigt
element

J1 and i, first and second retardation time
My and p, viscosity coefficient corresponding to first and second
retarded elastic deformation

D(t) creep compliance under compression as a function of
time
Dq instantaneous compliance or compliance at zero time
D; and D, compliance of 1st and 2nd retarded elastic
element

Figueroa et al. (2011a) and Hernandez et al. (2012) used stress
relaxation to study wheat kernels viscoelastic properties, however,
several researchers had been indicated that creep compliance tests
can provide more information than tests involving stress relaxa-
tion (Alvarez et al., 1998; Chakespari et al., 2010). Although both
tests are interrelated the rate of creep is a function of stress and
the rate of relaxation is a function of strain (Oza et al., 2003). The
main advantage of creep compliance tests over stress relaxation
test is that a larger number of rheological parameters especially
the viscous element can be estimated by using the Burger or the
generalized Kelvin-Voigt models (Alvarez et al., 1998; Chakespari
et al., 2010).

Large deformation creep and relaxation tests have been con-
ducted for different foods. For example, the relative recovery of
cooked gluten (Kovacs et al., 1994) and the maximum strain of dur-
um wheat (Edwards et al., 1999) have been correlated with pasta
quality. At high stress levels, however, biological samples usually
exhibit nonlinear behavior, which complicates the testing and
analysis of the data. For stresses >10 Pa, it was found that wheat
flour dough no longer exhibited linear behavior. Modeling the non-
linear behavior requires more complicated mathematical analysis
(Hibberd and Parker, 1979).

The objective of this study was to investigate the viscoelastic
properties of wheat kernels using a creep test. The fitting of
creep data to different rheological models was also attempted
and discussed. The work presented here is an analysis of the
rheological behavior of some lines of bread wheat kernels by
compression for creep test. The effects of HMW-GS and LMW-
GS, on grain mechanical and rheological properties are
examined.

2. Materials and methods
2.1. Plant materials

Thirty-four wheat lines grown by CIMMYT in Sonora, Mexico
during the crop cycle 2006-2007 were studied. The sodium
dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)
protocol described by Singh and Shepherd (1988) with some mod-
ifications indicated by Pefia et al. (2004) was used to determine
HMW-GS and LMW-GS composition.

2.2. Flour analysis

Grain samples were milled in a Brabender Senior flour mill. Re-
fined flour was evaluated in relation to SDS-sedimentation accord-
ing to Pefia et al. (1990), while dough mixing time was optimized
in the mixograph and dough strength (W), tenacity (P) and exten-
sibility (L) in the alveograph according to AACC method 54-40A
and 54-30A, respectively (AACC Intl, 2000).

2.3. Creep test

Creep testing was performed using the usual technique of mon-
itoring the deformation of a specimen under constant stress
(Mohsenin, 1986; Sperling, 2006).

Kernel height (ASABE, 2009) was measured using a digital cali-
per (model CD-6 CS, Mitutoyo, Japan) in order to calculate the
strain (Ponce-Garcia et al, 2008). A Texture Analyzer (Texture
Technologies Corp. TA-XT2) equipped with a 10 mm diameter
stainless steel probe (TA-510) was used to measure the kernel
deformation. The kernels were loaded in compression until reach
70N (=38 MPa) with a constant loading rate of 0.1 mm/s. Load-
displacement data was acquired at 10 points/s, the stress was held
constant for 1200 s, and the displacement data was used to calcu-
late strain by dividing the deformation by the initial height of the
grains. Previously, 10 kernels with about 12% moisture content
were placed in a controlled temperature chamber at 25°C for
24 h to reduce variance in the measurements.

The contact (load-bearing) area of individual kernels during the
loading process was determined as follows: Individual kernels
were slightly pressed on an ink pad and placed crease down on
the instrument base. Pieces of bond paper (30 x 30 mm) were
placed onto the top of the grain to record the ink impression of
the contact surface of the grain during loading. This image was dig-
italized and the contact area calculated using Image] software (Na-
tional Institutes of Health). This area was important for computing
the stress applied to wheat grains (Ponce-Garcia et al., 2008; Her-
nandez et al,, 2012).

Two sets of experiments were performed the first one with an
upper load limit of 90 N, which in many cases terminated with
the failure of the specimen. Tertiary creep was intentionally
avoided by regulating the magnitude of the imposed stress. For
the second set of experiments, the force was reduced to 70 N (con-
stant stress of ~38 MPa) to obtain curves that reached steady-state
during the 1200 s of the creep test.

The creep test is usually performed by monitoring the deforma-
tion of a specimen under compression or hanging dead weight.
This kind of loading is the simplest from a technical point of view
and therefore is by far the most popular form of load application
(Peleg, 1985). Since the application of a dead weight is equivalent
to the application of a constant force, the stress in the specimen is
not constant, particularly if the deformation is large enough to
cause significant changes in the specimen’s cross-sectional area.
To study these implications in the present situation, correction for-
mulae suggested by several researchers (Calzada and Peleg, 1978;
Peleg, 1985; Purkayastha et al., 1985) were evaluated with the
experimental data. )

The Cauchy approach related to engineering strain (¢.) where
&c=a — 1 evaluated in order to check the adjusted data to produce
a constant stress history.

For an incompressible specimen under an ideal or perfect test,
i.e.,, where only the specimen’s dimensions change but not its
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general shape, the relationship between deformation and cross-
sectional area is given by

A(at) = Ao/ (1)

where A() is the actual (momentary) area, A, the initial area (i.e., of
the undeformed specimen at time zero of creep) and « the ratio be-
tween the length of the deformed specimen and the initial length,
for compression using the present data.

a = (Hf + AH)/H, (2)

where Hg, is the final height and AH the absolute values of the
deformation. In creep, both AH and x are functions of time and
therefore the terms AH and x actually refer to AH(t) and of(t).

The compression creep compliance D(t) is defined as the
momentary strain g(t) per unit stress (o) or

D(t) = &(t)/o 3)

an uncorrected form or for very small strains, Eq. (3) can be written
as

D(t) = Aoe(t)/W (4)

where the stress is the applied constant force (W) per unit area (Ag).
If the change in cross sectional area is negligible, then the stress be-
comes similar to the corrected compliance.

D(t) = Aoe(t)/Wa(t) (3

In the present research the wheat kernels with 12% moisture
content had an average creep of 0.02 %, that gave a very small dif-
ference of stress, 0.78 MPa, that did not significantly affect
(P<0.05) the compliances between the D(t) and Dc(t). Thus, no
correction was necessary. However, for larger strains and higher
moisture content in wheat kernels corrections may be needed.

3. Calculation
3.1. The Burger and generalized Kelvin-Voigt models

The viscoelastic behavior of the kernels was studied using
mechanical analogs composed of springs and dashpots. The system
is illustrated in Fig. 1 and comprises a combination of Hookean
bodies (springs) and fluid bodies (dashpots) to describe the exper-
imental data. The 3-element model (a spring in a series with a
Kelvin-Voigt model) under a creep test can be described as (Steffe,
1996):

= ﬁ ﬂ _p-ta

e(t) = A + E, (1 —e4) (6)
where ¢(t) is the strain as a function of time t, g, is the applied
stress, Ey is the elastic modulus of the Hookean body; the retarda-
tion time (i; = #4/E;) is the time required to deform the sample to
1 — 1/e (or 63.21%) of the total expected creep in the Kelvin-Voigt
model (Sperling, 2006); E, is the elastic modulus and y; is the vis-
cous coefficient of the dashpot in the Kelvin-Voigt element (Eq. (6)).
A combination of the Maxwell and Kelvin-Voigt models results in
the 4-element Burger's model (Eq. (7))

90, 901 _gtyiny . 90
B R (e )

which is believed to be more suitable than the 3-element model to
describe the viscoelastic properties of foods (Steffe, 1996; Mohse-
nin, 1986). Where the first term on the right side of Eq. (7) repre-
sents an elastic term providing the instantaneous elastic
deformation of the sample, the second term expresses a combined
viscoelastic effect and the third term expresses the viscous effect
and g is viscous coefficient.

Adding another Kelvin-Voigt unit to the Burger’s model results
in a 6-element model (Fig. 1 and Eq. (8)).

gt) =

_00_ 001 oty 1 991 _ p-trizy 4 90
s(t)_Eo+E1(] e ')+E2(1 e 2)+uot (8)

I
Viscous
response
i
+ g, Instantaneous . .

Fig. 1._ Typical creep curve ax_\d the an'alogous mechanical representation of the generalized Kelvin-Voigt model with 6 elements. E, = instantaneous modulus of elasticity due
to spring; E, and E; are elastic moduli of retarded deformation owing to (4, and y,) the viscous coefficient of the dashpots connected in parallel in Kelvin elements; pq = the

viscous deformation due to dashpot in series.
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and
o, _H 9)

A= E1 H r = E—z
where ¢ = strain, t = time, ¢ = stress, 4 = retardation time, E = elastic
modulus and u = viscosity coefficient.

In terms of uniaxial creep compliance (Steffe, 1996; Mohsenin,
1986):

D(t) = 20 — Dy 4 Dy (1 — e¥i1) 4+ Dy(1 — e/ + L (10)
Op Ko

where ¢=strain, t=time, o =stress, i=retardation time and

D = compliance.

The generalized Kelvin-Voigt model with 4, 6 and 8 elements
was also evaluated. The experimental data shows that the Kel-
vin-Voigt with 4 elements, fitted creep compliance curves pre-
sented an average coefficient of determination lower than 0.92.
The generalized Kelvin-Voigt model with 6 elements (2 Kelvin-
Voigt units) showed an average coefficient of determination great-
er than 0.94. Finally a generalized Kelvin-Voigt model with 8 ele-
ments (3 Kelvin-Voigt units) had a coefficient of determination
greater than 0.95, but with some negative values for calculated
parameters, which made the model lose all physical meaning.
Based on this, the generalized Kelvin-Voigt model with 6 elements
(2 Kelvin-Voigt units) was selected and used to describe the visco-
elastic behavior.

3.2. Statistical analysis

Each recorded creep curve was traced and fitting to a mathe-
matical model using a nonlinear regression analysis with the aid
of OriginPro 8 (OriginLab Corporation Northampton, MA, USA).
Analysis of variance of the creep coefficients was performed using
the general linear model procedure of SAS Statistical Software,
version 9.2. Multiple comparison of the means was made using
the Duncan Multiple Range test at « = 0.05 level.

4. Results and discussion

4.1. Effect of HMW-GS and LMW-GS on the time-dependent behavior
of the compliance curves of the wheat kernel genotypes

Figs. 2 and 3 show that the steady state in most of the samples
were reached at about 200-300 s after the application of constant
stresses of 38 MPa. This seems to be an advantage because the
creep evaluations can be achieved in a few minutes (4-5 min). In
fact except for the significant determination coefficient (R?) of
the regression curves that decreased from 0.94 to 0.92 with 1200
to 200-300 s time windows respectively, little additional informa-
tion was gained. Figueroa et al. (2011a) using stress relaxation
experiments for intact wheat kernels reported relaxation times of
about 180 s to reach the quasi equilibrium. However, in the present
study we extended the test to about 1200 s of creep time in order
to detect some possible changes at longer time periods. Similar
magnitude and trends were found between retardation times
(41 and i) of creep of this study (Table 1) and relaxation times
(71 and 1,) of stress relaxation test reported by Figueroa et al.
(2011a). Wheat kernels with poor quality showed short retardation
or relaxation times depending on the methodology indicated that
both tests are interrelated (Oza et al., 2003). Elastic, viscoelastic,
viscous flow characteristics, retardation times as well as the com-
pliances shown in Table 1. Model parameters may thus be associ-
ated with discrete components of the product being tested,
reflecting microstructural changes that occur at a cellular and
molecular level.

Figs. 2 and 3 show that except for the poor quality genotypes
(data not shown) with short retardation times (4; and 4, Table
1) such as Glu-A1 null, and Glu-D1 2 + 12 subunits and Glu-A3 e,
Glu-B3 i, and j alleles where the kernel continues to deform under
the applied stress and most of the alleles showed quasi steady state
times about 300 s. The samples Glu-B3 f and Glu-D3 d are not well
represented since they are combined with Glu-A3 e (null) and Glu-
A1 null background respectively, which drastically influenced their
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Fig. 2. Typical creep compliance curves calculated from averaged regressed values of the HMW-GS of wheat kernel samples.
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Fig. 3. Typical creep compliance curves calculated from averaged regressed values of the LMW-GS alleles of wheat kernel samples. *Glu-B3 f and Glu-D3 f have poor
viscoelastic performance due to the combination of Glu-A3 e (silent) and Glu-A1 null respectively in those specific samples.

Table 1
Estimated parameters of the generalized Kelvin-Voigt model for the creep test coefficient and retardation times of Glu-1 and Glu-3 loci.A®

Geno- Glutenin  Modulus of elasticity and retardation time Coefficient of viscosity (MPa-s) Compliance (1/MPa)

;yrz:fp subunit P lnipa) E, (MPa) x10° ki (s)  Ex(MPa) x10° iz(s)  po(x107) g (x10°) pia(x105) Do(x10-3) Dy(x10-%) Ds(x10-%)
Glu-A1 Null 167 b 511a 105 a 5.06 a 142a 097a 0.61 a 077b 7.58 a 820a 383a
Glu-A1 1 246 a 759 a 13.2a 7.69 a 176 a 1.68a 1.02a 137a 429b 1.68 b 1.66 b
Glu-A1 2 247 a 741a 137 a 7.50 a 179a 149a 1.02a 136 a 435b 2.06 b 1.76 b
Glu-B1 7+8 197 ¢ 5.48 ¢ 120ab 576 ¢ 173a 258a 0.80 b 1.15b 6.72 a 7.54 a 349 a
Glu-B1 17+18 235 bc 7.40 bc 12.1 ab 7.28 bc 164a 140D 092 b 122 b 457b 1.87b 186 b
Glu-B1 7+9 240 bc 6.97 bc 138 a 7.22 be 178a 142b 097 b 1.29b 444b 2.07b 1.80b
Glu-B1 13+16 293 a 108 a 146 a 10.1a 195a 198 ab 1.55a 199 a 348b 1.04b 1.07b
Glu-B1 7 255 ab 8.74 ab 100b 8.54 ab 149a 158b 0.86 b 1.21b 404 b 1.56 b 153 b
Glu-D1 2+12 205b 458b 130a 5.16b 161a 1.19a 0.69 a 0.90 b 6.64 a 794 a 3.68 a
Glu-D1 5+10 245 a 752 a 134a 7.58 a 177a 1.56a 1.02 a 136a 436 b 190 b 1.72 b
Glu-A3 b 265 a 861a 145ab 845a 183a 156 ab 1.24a 157 a 3.97b 1.40 b 1.40 b
Glu-A3 c 251 a 8.03 ab 134bc 8.14a 178ab 1.71a 1.07 a 1.44a 4.17b 1.46 b 1.42b
Glu-A3 d 241 a 6.44b 164 a 6.84 a 207a 166a 1.04a 145a 431b 1.67b 1.55b
Glu-A3 e 174 b 317¢ 107 ¢ 343b 148b 0.76b 036b 0.53b 6.50 a 6.52a 411a
Glu-B3 d 262 a 751a 13.1a 7.36 ab 178a 1.80a 1.00ab  132ab  3.99b 155b 1.56 b
Glu-B3 f 170 ¢ 264 b 834b 256¢ 132a 075a 022¢ 034 ¢ 593a 455a 419a
Glu-B3 g 225 ab 9.18 a 11.7 ab 9.04 a 156a 156a 1.05 ab 1.36 ab 451b 1.12b 1.13 b
Glu-B3 h 250 a 7.96 a 139a 8.06 a 182a 158a 1.09a 1.46 a 4.24 b 162 b 1.53b
Glu-B3 i 199 bc 470 b 11.8ab 533b 163a 1.18a 0.73 ab 1.04 ab 6.52 a 717 a 365a
Glu-B3 j 191 be 478 b 134a 5.19b 156 a 096a 0.66 b 0.87 bc 5.82a 495a 3.14a
Glu-D3 a 259 a 8.04a 144 a 7.89a 183a 145a 1.15a 1.46 a 4.08a 144 a 147 a
Glu-D3 b 235a 7.00 a 133a 7.25a 175a 156a 094 a 128a 464 a 2.55a 194 a
Glu-D3 c 256 a 820 a 120a  797a 171a 162a 107 a 1.46 a 428 a 212a 199 a
Glu-D3 d 211 a 7.21a 122a 6.82 a 159a 125a 0387 a 1.06 a 4.96 a 147 a 157 a

A Means followed by different letter within a column and same group are significantly different (P < 0.05).
B Kernels under constant load of 70 N in compression for 1200 s. Glu-A3 e = null, Glu-B3 ] = [B/IR rye translocation.

viscoelastic behavior (Fig. 3). Authors evaluating doughs with a
rheometer, reported the steady-state flow was attained at 300's
(Edwards et al., 1999). Haddad et al. (2001) reported creep curves
with about 300 s of steady state for parallelepiped-shaped samples
from a grain of hard wheat at 12% and 17% moisture and 40 MPa of

stress similar to those found for the curves of Figs. 2 and 3.

4.2. Comparison of creep and compliance parameters of Glu-1 and

Glu-3 loci estimated using the generalized Kelvin-Voigt model

Table 1 shows the values of the coefficients calculated from the
canonical curve of creep from the fitted values of the generalized
Kelvin model with 6 elements. In general, the modulus of elasticity



24 Z]. Herndndez-Estrada et al./Journal of Food Engineering 113 (2012) 19-26

was about 242 MPa. This value is in the same range reported by
other authors for stress relaxation tests on intact wheat kernels
(Ponce-Garcia et al., 2008; Figueroa et al., 2009). The retarded
modulus of elasticity (E; and E,) increased their values by about
5 x 10> MPa. Although there are a few publications of creep tests
on kernels, some of them did not use models to get the complete
viscoelastic data to compare. Cenkowski et al. (1991) using the 4
element Kelvin (Burger model) studied single kernel creep tests
in canola. They found values of elasticity moduli of canola for
instantaneous (Eq) and second elastic element (E;) with the same
tendency, but two or three times higher respectively than those
of Table 1. Comparing the viscosity coefficients determined for
the creep (o) and retarded compliance (y; and y»), these viscosity
values were reduced form 1.6 x 107 MPa s in g to 1.2 x 10° MPa s
for yu; which means by a factor of 100. Similar behavior was re-
ported for canola grains by Cenkowski et al. (1991).

Table 1 shows that at the locus Glu-A1 the null subunits pre-
sented the lower moduli of elasticity compared to Glu-A1 subunits
1 and 2*. As expected the viscosity coefficients associated to the
retardation time (XA; and X,;) were also lower. For locus Glu-B1,
the glutenin subunits 13 + 16 presented higher moduli of elasticity
and coefficients of viscosity of Kelvin elements, associated with
good rheological and bread quality. The glutenin subunit 7 +8,
although reported (Wrigley et al., 2009) having good quality,
showed poor viscoelastic performance influenced by a poor sub-
units and allelic combination with Glu-A1 null, Glu-D1 2 + 12 and
Glu-A3 e (null). So the samples having the mentioned composition
were not included in the plots to avoid confusion. The locus Glu-D1
as expected showed higher elasticity moduli and higher viscosity
values for the 5+ 10 GS and lower values for the compliances com-
pared to samples containing the 2 + 12 subunit. The Glu-D1 5+ 10
glutenin subunits have been generally assigned with higher quality
scores and viscoelasticity performance than 17 + 18 glutenin sub-
units, suggesting that glutenin polymers from the 5 + 10 line were
more extensively aggregated than those from the 17 + 18 line
(Lefebvre et al., 2000). Edwards et al. (2003) studied the viscoelas-
tic properties of durum semolina dough using a 6-element Kelvin
model, and found that dough enriched with gluten from a strong
cultivar, showed the lowest overall compliance and highest stea-
dy-state viscosity.

Higher elastic moduli and viscosity coefficients were found in
HMW-GS and LMW-GS reported by several authors to be of good
quality compared to the poor quality performance genotypic
groups in Table 1 (Payne et al., 1987; Luo et al., 2001; Tohver,
2007). The general tendency of the relationship between Glu-D1

HMW-GS composition, and dough rheological and breadmaking
quality, as reported by several authors (Branlard and Dardevet,
1985; Figueroa et al., 2009, 2011b; Luo et al., 2001; Payne et al.,
1987; Tohver, 2007) was consistent with our data.

Usually the rheological behavior of gluten is explained by mod-
els of synthetic polymer where the fundamental rheological prop-
erties of polymers reflect the degree and type of cross-linking of
the polymers (Zaidel et al., 2010). In these models gluten develop-
ment mainly involves glutenin proteins interacting with each other
in the loop by disulfide bonds (Belton, 1999; Zaidel et al., 2010).
Increasing the interactions between protein polymers increases
gluten viscous resistance and resistance to extension. It has been
proposed that gliadins act as plasticizer, promoting viscous behav-
ior and extensibility of gluten (Belton, 1999). However, for the case
of intact wheat kernels a similar viscoelastic behavior was found
for the same glutenin subunits. Studies of viscoelastic properties
of doughs of near-isogenic lines to evaluate the compositional dif-
ferences in HMW-GS (Lefebvre and Mahmoudi, 2007), reported
that 5 + 10 lines displayed higher viscosity and higher viscoelastic-
ity (lower compliance) than 2 + 12. Similar trends were observed
for wheat kernels for the same HMW-GS on the present study.

4.3. Relationship between creep parameters and quality

Significant relationships were found among compliances (Do, D,
and D,) and quality parameters SDS, SDS index, mixing time, alveo-
graph deformation energy of dough W, tenacity-extensibility ratio
P/L and tenacity P (Table 2). Wheat kernels with high viscosity (4,)
and small compliance (D,) values were located in the plot with
those samples of HMW and LMW-GS of good quality related to
SDS sedimentation volume and rheological properties while poor
genotypes such as HMW-GS loci of Glu-A1 null, Glu-D1 2 + 12 and
LMW-GS, alleles at Glu-A3 e (null), Glu-B3 f, i and j (1B/1R rye trans-
location) presented lower viscosity and higher compliance values
(Fig. 4). The moduli of elasticity, especially the instantaneous mod-
ulus of elasticity (Eo) related to the Maxwell spring, were also pos-
itively correlated with the quality indicators (Table 2).

The retardation time 4; and 4, of the total expected creep in the
Kelvin-Voigt model and the viscosity coefficients were not corre-
lated to quality but to the mechanical properties of the kernel.
Studies of the ratio of elastic work/plastic work in LMW (Maucher
et al., 2009) reported correlation only with kernel mechanical
parameters and lack of correlation with quality parameters. How-
ever, Figueroa et al. (2009) indicated that elastic work/plastic work
in HMW-GS was correlated with both quality and some rheological

Table 2

Relationship between creep coefficients and quality parameters using SDS-sedimentation and rheological properties*®,
Parameters Eo Ey i m E, iz 77y Ho Do Dy D,
SDS 0.257 0.15° ns ns 0.15° ns ns ns -033"" -031"" -030""
SDS index 0.257 0.15° ns ns ns ns ns ns -034"" -033""" -0317"
Mixing 0.18" ns ns ns ns ns ns ns -0.23"" -0.237" -0.22"
w 0.18" 0.16 ns ns ns ns ns ns -0.23" -0.25"" -0.257
P/G ns ns ns ns ns ns ns ns ns -0.16" -0.17
Tenacity 0.16 0207 ns ns 0.18 ns ns ns -0.19"" -0.22" -024"
E, 1 0.76"" 0.20" 069" 0.727" 0317 0.70""" 0377 -0.89""" -0.49"" -0.64""
E 099" 0.83""" 0217 0.74""" 0.79""" 0317 0.75""" 040" -0.88"" -0.52""" -069™"
Stress 094" 0.68""" 0.17° 0617 0.63""" 029" 0.63""" 033" -0.83"" -0.46""" 0.58"""
% 063" 055" -0.18" -0.517" -0.54"" -0217" -0.49™" -027"" 072" 0457 0.55™""
&f -0.66""" -0.71°"" -0.24" -0.647"" -0.70°" -0.26"" —0.61"" -0.34"" 077" 0.69™"" 0.79™""

* Significant and highly significant at P < 0.05.
** Significant and highly significant at P <0.01.
""" Significant and highly significant at P < 0.0001. Non significant = ns.

3 Kernels under a constant load of 70N in compression for 1200 s. E, = instantaneous modulus of elasticity (MPa); E; and ‘f-z= retarded elastic modulus (MPa), D,
and D, = retarded compliances (1/MPa), at i, and 4 = first and second retardation time (s), respectively; Do = instantaneous compliance (1/MPa). B
® $DS = sedimentation volume in flour (ml); SDS index = mixing = dough mixing time in the mixograph (min); alveograph data - W = work (J x 107%), tenacity (mm), and

P/L ratio.
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Fig. 4. Correlation between compliance D, and viscosity coefficient y, of wheat kernels. Alleles of Glu-D3 a, b, ¢ and d are identified with one asterisk and Glu-B3 d with a

double asterisk in order to separate them from the alleles of Glu-A3.

properties. Similar to the studies of Maucher et al. (2009), the lack
of correlation among viscosity po, f1 and y, parameters and qual-
ity parameters seems to indicate that the viscosity may be related
to water, some LMW-GS, gliadins, lipids, pentosans, and other
carbohydrates that are important plasticizers for dough extensibil-
ity. The correlation between sedimentation test, a gluten quality-
related-parameter, and E, and compliances Do, D; and D, suggests
that kernel elasticity is more related to genetic factors (i.e., glute-
nin composition).

This data also agrees with studies of dough that suggest that
fractions rich in HMW-GS provide elastic properties, whereas frac-
tions rich in LMW-GS impart viscous properties (Jood et al., 2000).
However, more research and larger sample sets representing dif-
ferent genotypes are necessary to provide sufficient evidence of
the participation of LMW, with regards to the viscous behavior
and its function as a plasticizer.

5. Conclusions

The creep test curves of wheat kernels reached a steady state at
~300 s for most of the genotypes and the use of the generalized
Kelvin-Voigt model allows separation of rheological parameters
such as elastic, viscoelastic and viscous flow characteristics, as well
as the compliances.

Analysis of variance showed more influence of LMW-GS on the
viscoelastic properties of creep and compliance than the HMW-GS.
Higher elastic moduli and viscosity coefficients were found in
HMW-GS and LMW-GS good quality compared to the poor quality
performance genotypic groups.

There were negative significant relationships among compli-
ances (Do, D1 and D5) and quality parameters SDS, SDS index, mix-
ing time, W of alveograph, P/L and tenacity. The methodology
discussed in the present study seems to be a promising tool for
the indirect measurement of wheat properties associated with
HMW-GS and LMW-GS composition as well as nongluten factors.
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