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RESUMO

BATISTA, Rafaella Torres. Obtencdo de massa alimenticia integral isenta de glaten a base
de farinhas extrudadas de gréo-de-bico e milheto (Pennisetum glaucum (L.) R. Br.), 2022.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos). Instituto de Tecnologia,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. 2022.

A massa alimenticia integral sem gluten é 6tima opcéo para as principais refeicGes de
individuos portadores da doenca celiaca e também para aqueles que optam por estes produtos
com propositos de saudabilidade e diversificagdo da dieta. O milheto é um cereal com altos
teores de fibras alimentares, minerais, lipideos, proteinas e ainda € isento de glaten, sendo uma
interessante opgdo de alimento para celiacos. Porém, como os demais cereais, ele possui
deficiéncia de certos aminodacidos. O enriquecimento de produtos a base de cereais com farinha
de leguminosas tem vantagens nutricionais, notoriamente a de melhorar o balanco de
aminoéacidos. O grdo-de-bico é uma opcao altamente desejavel, como fonte proteica vegetal e
funcionalidade tecnol6gica em mistura com cereal, ja que contribui para melhoria do aspecto
nutricional. Assim, o objetivo deste trabalho foi desenvolver uma massa alimenticia gluten-free
adicionada da enzima transglutaminase, utilizando a tecnologia de extrusdo para cozimento e
formacéo do produto. Utilizou-se a metodologia de superficie de resposta para se obter modelos
matematicos preditivos para as propriedades estudadas e desenvolveu-se um delineamento
fatorial 22 com trés pontos centrais a fim de se avaliar os efeitos dos diferentes percentuais de
farinha integral de milheto em mistura com farinha integral de grédo-de-bico em trés proporcoes:
30:70, 70:30 e 50:50 e umidade de processamento na extrusao (20, 35 e 50%) para obtencao
das farinhas précozidas, avaliando a composi¢do centesimal, as propriedades fisicas
(granulometria indice de solubilidade em agua (ISA), indice de absorcdo de agua (IAA) e
viscosidade de pasta) e de qualidade das massas (teste de cozimento e textura). Com o objetivo
de se escolher a melhor proporcéo de farinhas e processamento de extruséo, foi aplicada a
funcdo desejabilidade e com o resultadoforam realizados novos ensaios em que foi estudado o
efeito da adicdo da enzima transglutaminase (Tgase), utilizando-se da mesma metodologia de
superficie de resposta para se obter modelos matematicos preditivos para as propriedades
estudadas com um delineamento fatorial 22 com trés pontos centrais para avaliar os efeitos dos
diferentes percentuais de Tgase (0,5, 1,25 e 2%) e tempo de incubacdo (15, 35 e 45 min).
Concluiu-se que, a elaboracdo de massas alimenticias pré-cozidas a base de milheto e gréo-de-
bico apresentou bons resultados no tempo de cozimento, no peso e no volume (3 min, 100%,
100%, respectivamente). A continuidade do estudo avaliando outras variaveis do
processamento da extrusao juntamente com ingredientes que ajudem a fortalecer e mimetizar a
rede de gluten, tornara possivel obter caracteristicas quimicas, fisicas, tecnoldgicas que atendam
ao padrdo comercial. Sob o ponto de vista nutricional, massas alimenticias com farinha milheto
e grao-de-bico obtiveram qualidade nutricional, destacando o teor de proteina acima de 11%
nas formulagGes. A granulometria das matérias primas foi adequada, promovendo uniformidade
na massa. O uso da enzima transglutaminase exerceu pouco efeito na massa alimenticia.

Palavras-chave: extrusao, celiacos, cereal, gluten-free, pulses, propriedades tecnolégicas.



ABSTRACT

BATISTA, Rafaella Torres. Obtaining gluten-free whole-grain pasta based on extruded
chickpea and millet flour (Pennisetum glaucum (L.) R. Br.). 2022. Dissertation (Master in Food
Science and Technology). Institute of Technology, Federal Rural University of Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ. 2022.

Gluten-free whole-grain pasta is a great option for the main meals of individuals with celiac
disease and, for those who opt for these products for health purposes and diet diversification. Millet
is a cereal with high levels of dietary fiber, minerals, lipids, proteins and is also gluten-free, making
it an interesting food option for celiacs. However, like other cereals, it lacks certain amino acids.
The enrichment of cereal-based products with legume flour has nutritional advantages, notably
that of improving the balance of amino acids. Chickpeas are a highly desirable option, as a source
of vegetable protein and technological functionality in a mixture with cereal, as it contributes to
improving the nutritional aspect. Thus, the objective of this work was to develop a gluten-free
pasta added with the transglutaminase enzyme, using extrusion technology for cooking and
forming. The response surface methodology was used to obtain predictive mathematical models
for the studied properties and a 22 factorial design with three central points was developed in order
to evaluate the effects of different percentages of whole millet flour mixed with flour whole grain
chickpea in three proportions: 30:70, 70:30 and 50:50 and processing moisture in extrusion (20,
35 and 50%) to obtain pre-cooked flours, in centesimal composition, physical properties
(granulometry, index of water solubility — ISA, water absorption index — WALI, paste viscosity)
and pasta quality (cooking and texture test). With the aim of choosing the best proportion of flours
and extrusion processing, the desirability function was applied and, as a result, new tests were
carried out in which the effect of adding the enzyme transglutaminase (Tgase) was studied, using
the same methodology of response surface to obtain predictive mathematical models for the
studied properties with a 22 factorial design with three central points to evaluate the effects of
different percentages of Tgase (0.5, 1.25 and 2%) and incubation time (15, 35 and 45 min). It was
concluded that the preparation of pre-cooked pasta based on millet and chickpeas showed good
results in terms of cooking time, weight and volume (3 min, 100%, 100%, respectively). The
continuation of the study evaluating other variables of the extrusion processing along with
ingredients that help to strengthen and mimic the gluten network, will make it possible to obtain
chemical, physical and technological characteristics that meet the commercial standard. From a
nutritional point of view, the preparation of pasta with millet and chickpea flour made it possible
to obtain pasta with nutritional quality, highlighting the protein content above 11% in the
formulations. The granulometry of the raw materials was adequate, promoting uniformity in the
mass. The use of the transglutaminase enzyme had little effect on the texture of the pasta.

Keywords: Extrusion cooking, celiacs, cereal, gluten free, pulses, technological properties
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INTRODUCAO

A doenca celiaca acomete cerca de 1% da populacdo mundial (FENACELBRA, 2020).
No Brasil a estimativa é de 300 mil brasileiros portadores da patologia, sendo mais frequente em
mulheres que em homens (razdo 2:1) (KOEHLER; WIESER; SCHERF, 2015). A doenga celiaca
é uma doenca autoimune que danifica partes do intestino do individuo, além de causar sintomas
como desconforto abdominal, diarreias, vomitos, dores de cabeca e anemia (LEBWOHL;
RUBIO-TAPIA, 2021). A ndo interrupcdo de uma dieta com glaten em um portador da doenca
celiaca pode levar a quadros graves de lesdes gastrointestinais e hepéticas e até mesmo a ébito.
O Unico tratamento para ndo desencadear os sintomas da doenca no celiaco é a eliminacdo do
gluten da dieta (LEBWOHL; RUBIO-TAPIA, 2021). Portanto, é necessario cada vez mais o
desenvolvimento de novos produtos que levem ao consumidor celiaco opgfes nutritivas e
saborosas.

Segundo pesquisa realizada pela Associagdo dos Celiacos do Brasil, a (ACELBRA,
2017), as massas alimenticias sdo um dos alimentos mais desejados pelos celiacos, ficando atras
apenas dos pdes. A massa alimenticia € um alimento popularmente consumido na Europa e na
América. No inicio do século XIX veio para o Brasil com a imigracéo de italianos estabelecendo
na regido Sul as primeiras fabricas de producdo de massas (ABIMAPI, 2020a). Com o passar
dos anos, o produto foi ganhando cada vez mais aceitacdo pelos consumidores, devido ao seu
preparo facil, rapido, custo acessivel e pela estabilidade no armazenamento (ABIMAPI, 2020a;
GUERREIRO, 2006; MENEGASSI, 2006).

O mercado global de produtos gluten free tem crescido significativamente nas Gltimas
décadas e deverd acumular ganhos no valor de quase 8,1 (US$ bilhGes) até 2026 (RESEARCH,
2018). Pensando em atender a essa lacuna de mercado diversas pesquisas vém buscando usar
matérias-primas alternativas e de alto valor nutricional para obten¢do de produtos de panificacéo,
como as massas alimenticias (SCHMIELE et al.,, 2013; ALLEN; ORFILA, 2018;
JALGAONKAR; JHA; MAHAWAR, 2018; EL-SOHAIMY et al., 2020a). Neste aspecto, 0 uso
de gréos de cereais, como o0 milheto e de pulses (leguminosas secas), como o grao-de-bico, pode
ser um diferencial.

O milheto é um cereal ancestral com caracteristicas desejaveis na dieta humana. E rico
em proteinas, fibras e outros nutrientes em menores propor¢des (DIAS-MARTINS et al., 2018).
Por ser uma planta com caracteristicas de resisténcia a estiagem, boa produtividade mesmo em
solos mais pobres, o milheto torna-se um cereal bem adaptado as diversas regides do Brasil, se
tornando uma matéria-prima com boa disponibilidade de fornecimento (EMBRAPA, 2016).
Embora apresente alto teor de fibras, proteinas e minerais (ANNOR et al., 2015), o milheto, assim
como 0s demais cereais, é limitante em lisina (aminoacido essencial). Assim a associa¢do do
cereal com outro produto agricola ndo limitante em lisina, como as leguminosas, pode ser um
diferencial no desenvolvimento de produtos (SILVA et al., 2017). Entre as leguminosas mais
estudadas estdo a soja e, mais recentemente, os pulses (DE MESA et al., 2009; ARRIBAS et al.,
2019; FELIX-MEDINA et al., 2020). Pulse é o nome dado as sementes secas de leguminosas
utilizadas na alimentacdo. No Brasil, os pulses sdo representadas principalmente pelos feijoes,
gréo-de-bico, lentilha e ervilha (IBRAFE, 2019). O grédo-de-bico ¢é fonte de vitaminas, minerais
e fibras. Fornece uma variedade de beneficios para a satude, como melhora da digestéo, ajuda no
controle do peso e reducdo do risco de varias doencas como diabetes, doencas cardiacas e cancer
(SHI et al., 2004; JUKANTI et al., 2012; YANG et al., 2013).

A tecnologia utilizada para se obter a massa alimenticia é a extrusdo. Na producéo
convencional (extrusdo a frio) as matérias-primas sdo misturadas e, a seguir, entram no cilindro
do extrusor onde a temperatura se encontra em torno de 50°C, onde a massa é formada e moldada
(GUERREIRO, 2006). Além da extrusdo convencional, hd um outro tipo de extrusdo que tem a
finalidade de promover a gelatinizacdo do amido onde ocorre a ruptura de regides cristalinas no
granulo, seguida pela perda de integridade, denominada extrusao termoplastica, que se utiliza de
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temperaturas acima dos 100°C. Neste trabalho foi feito 0 uso das duas extrusdes para obtencao
das massas alimenticias isentas de gluten, a extrusdo termoplastica para gelatinizacdo do amido
e a extrusdo a frio para mistura e modelagem do produto final (LOPES-DA-SILVA; SANTOS;
CHOUPINA, 2015; FELLOWS, 2017).

Os produtos sem glaten, em sua maioria, sdo inferiores em qualidades nutricionais,
tecnoldgicas e sensoriais aos produtos similares isentos de glaten. A adi¢do de enzimas, como a
transglutaminase, tem melhorado os aspectos tecnoldgicos e sensoriais desses produtos visto que
forma ligagdes cruzada entre residuos de lisina e de glutamina formando uma ligagdo &-(y-
glutamil)-lisina que resulta na criacdo de uma rede proteica estavel que mimetiza a rede de gluten.
Essa rede proteica estavel tem um papel importante nas massas alimenticias isentas de gluten
pois auxilia na reducdo da perda de solidos em agua e na melhoria da textura do produto
(GUSMAO et al., 2019; DONGHONG et al., 2020; SILVA et al., 2020).

O objetivo do trabalho foi desenvolver uma massa alimenticia isenta de gluten, com boa
qualidade nutricional e tecnoldgica a base de milheto e grdo-de-bico com maior teor de proteinas
que produtos similares isentos de glaten disponiveis comercialmente.



ESTRUTURA DA DISSERTACAO

CAPITULO |

O capitulo | apresenta uma revisdo da literatura sobre a doenga celiaca, 0 mercado de
produtos sem gluten, massas alimenticias e producdo de massas alimenticias sem glaten com
utilizagdo de cereais e leguminosas.

CAPITULO 11

O capitulo II, intitulado de “Material e Métodos”, teve como objetivo descrever todas as
metodologias utilizadas no projeto de forma mais detalhada, descritiva, afim de facilitar ao leitor
o0 entendimento de todas as etapas empregadas bem como seus equipamentos necessarios para o
desenvolvimento do trabalho.

CAPITULO 11l

O capitulo 11l intitulado de “O efeito da transglutaminase em massas alimenticias
integrais sem gluten a base de farinha pré-cozida por extrusdo de milheto (pennisetum glaucum)
e de grao-de-bico”, teve como objetivo avaliar o desempenho tecnoldgico e nutricional, do uso
de farinhas extrudadas de milheto e grdo-de-bico para o desenvolvimento de massas alimenticias
sem glaten e adicdo da enzima transglutaminase com o objetivo de melhorar as texturais das
massas alimenticias produzidas. Este capitulo foi submetido para publicacdo na revista Journal
of the Science of Food and Agriculture, na forma de “research paper”.



CAPITULO |

REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Doenca Celiaca E Outras Desordens Relacionadas Ao Trigo

A doenca celiaca é definida como uma enteropatia crénica do intestino delgado
imunomediada causada pela ingestdo de glaten do trigo, centeio e cevada em individuos
geneticamente predispostos, ou seja, € uma doenca onde as proprias células de defesa
imunoldgicas do individuo agridem as células do organismo (Figura 1), tendo como reacéo o
desencadeamento de reacdo inflamatdria em pessoas predispostas (DALE; BIESIEKIERSKI,;
LIED, 2019). Trata-se de uma doenca que, para sua manifestacdo, conta com a interacdo de
fatores ambientais, onde o individuo é exposto ao gluten, a predisposicdo genética onde esses
individuos tém a presenca de haplotipos (segmentos do DNA herdado em conjunto dos pais) do
tipo HLA-DQ2 e/ou DQ8e a resposta imunologica (CECILIO; BONATTO, 2015).

| Intestino |
| Delgado

Figado

| Estdmago

Figura 1.A doenca Celiaca atinge o intestino delgado, atrofiando as vilosidades intestinais.
Fonte: Google

Atualmente estima-se que o percentual de pacientes celiacos seja em torno de 1% da
populacdo mundial, sendo mais expressivos em populacGes europeias e norte americanas
(RALBOVSKY; LEDNEYV, 2021). Segundo estimativa da Federacdo Nacional das Associagdes
de Celiacos do Brasil (FENACELBRA), a doenca celiaca atualmente afeta em torno de 2 milhdes
de pessoas em nosso pais, sendo que a maioria ainda estad sem diagndstico (FENACELBRA,
2020).

O mecanismo de acdo do gluten no trato digestivo do portador de doenca celiaca pode ser
visto na Figura 2. O glaten ingerido sofre a acdo de enzimas digestivas interluminais, as
endopeptidases, formando um peptideo estavel que vai ser absorvido intacto. E entfo na lamina
prépria que esse peptideo ird sofrer a agdo da transglutaminase tecidual presente na mucosa
intestinal, onde a enzima ira retirar o radical amino da molécula de glutamina que ird ser
transformado em &cido glutdmico. Tal molécula possui grande afinidade aos antigenos leucécitos
(HLA DQ2 e DQ8), onde entdo essas moleculas apresentardo o antigeno aos linfocitos,
desencadeando toda a resposta inflamatdria (KOEHLER; WIESER; SCHERF, 2015).
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Figura 2. Processo imunoldgico envolvido na doenca celiaca. Adaptado de (CAIO et al.,
2019)

A alergia ao trigo, assim como a doenca celiaca, sdo manifestacGes imunoldgica mas,
diferentemente desta Ultima, a alergia ao trigo possui relagdo com outros tipos de anticorpos e,
desde que o alérgeno ja tenha sido exposto a proteina mediada pelo trigo, como via aleitamento
que é muito comum (o aleitamento materno expde o lactente a algumas fracdes dessas proteinas
assimiladas no leite), a reacdo pode ocorrer logo na primeira ingestdo. Isso se da porque, para
que haja a reacdo alérgica, é necessario que o portador tenha passado pela sensibilizacdo que é a
producdo do anticorpo IgE, para que em seguida manifeste os sintomas. Enquanto nos celiacos
os causadores dos sintomas e manifestagdes sdo provenientes dos anticorpos IgA e 1gG. Os
sintomas mais frequentes apresentados por portadores de alergias ao trigo sdo o desencadeamento
de problemas respiratorios e dermatites (SCHERF, 2019).

A sensibilidade ndo celiaca ao gluten € outra desordem relacionada ao gluten, mas ainda
ndo muito estudada, havendo muitos impasses médicos quanto aos tipos de tratamentos. Seu
diagnostico é realizado apenas por exclusdo. Quando se tem a negativa em todos 0s exames
comprobatdrios da doenca celiaca e todos o0s sintomas e reacdes de quadro celiaco se mantém,
entdo conclui-se ser a sensibilidade ndo celiaca ao glaten e, assim como o celiaco, recomenda-se
a exclusdo do gliten da dieta (FERREIRA; INACIO, 2018).

Quanto a doenca celiaca, o diagnostico é possivel em todas as idades, porém, cerca de
20% dos pacientes s6 recebem o diagnostico de portador de doenca celiaca apos completar 60
anos (DOSTALOVA et al., 2014). Normalmente a doenca celiaca se manifesta em criangas com
até um ano de idade, quando comecam a ingerir alimentos que contenham gluten. Para que haja
um diagndstico confiavel e correto é necessario que o paciente esteja em uma dieta com a
presenca do glaten (FASANO et al., 2008; SILVA; FURLANETTO, 2010).



1.2 Massas Alimenticias

As massas alimenticias sdo produtos alimenticios a base de cereais mais vendidos do
mundo, perdendo apenas para os pdes (BRITES; SCHMIELE; STEEL, 2018). Dentre os paises,
a Italia se destaca como o pais de maior nUmero em vendas de massas secas chegando a 1,321
milhdo de toneladas em 2019, seguido da Russia e dos Estados Unidos (ABIMAPI, 2020b).

Embora o Brasil esteja entre um dos maiores produtores mundiais de massa alimenticia,
0 brasileiro ainda ndo pertence ao grupo de maiores consumidores. O consumo médio per capita
estd em torno de 4 kg ao ano, enquanto 0 consumo em paises mais tradicionais, como a Italia, 0s
valores atingem cerca de 25 kg ao ano por habitante. No ranking mundial o Brasil ocupa o posto
de 15° pais consumidor (ABIMAPI, 2020a).

Historicamente foi encontrado massa alimenticia em sitio arqueoldgico no noroeste da
China em torno de 4000 anos atrés. Na tigela encontrada havia sedimentos de gramineas com
caracteristicas semelhantes a milho e outros tipos de milheto (LU et al., 2005). Mas foi no século
XVIII, no sul da Italia, que a massa se apresentou como uma grande novidade com as melhorias
do processo de secagem, se aproximando ao que temos nos dias atuais (SISSONS, 2016;
ABIMAPI, 2020a). No Brasil, o macarréo foi trazido pelos imigrantes italianos em 1870, que se
instalaram no sul e sudeste do pais, promovendo assim a cultura do trigo, a construcdo de
moinhos e a fundacao da industria nacional de massas (AMBIEDO, 2018).

1.2.1 Definicdo de massas alimenticias

Massa alimenticia é definida pela RDC N° 93 (ANVISA, 2000) como o produto nao
fermentado, apresentado sob vérias formas, recheado ou ndo, obtido pelo empasto, amassamento
mecanico da mistura de farinha de trigo ou sémola de trigo durum, e/ou farinha de outros
vegetais, adicionado ou ndo de outros ingredientes e acompanhado ou ndo de temperos e/ou
complementos, isoladamente ou adicionados diretamente a massa. Podem ser classificadas
através do seu teor de umidade em massas secas que sdo 0s produtos submetidos ao processo de
secagem tendo a umidade final maxima de 13 g/100 g e massas frescas, que sao 0s produtos nao
submetidos a secagem ou apenas uma secagem parcial e que apresenta umidade final méaxima de
35 ¢/100 g. Ha também as massas desidratadas por fritura, que sdo os macarrdes instantaneos,
onde o produto é submetido a processo de cozimento e de secagem por fritura, de forma que o
produto final apresente umidade maxima de 10 g/100 g. As massas também podem ser
classificadas quanto a sua composicdo em massas alimenticias comuns, produzidas a partir de
farinha de trigo, sémola/semolina de trigo ou sémola/semolina de trigo durum, massas
alimenticias integrais, produzidas a partir de farinha de trigo e farinha de trigo integral, massas
recheadas onde a massa € preparada contendo recheios e massas alimenticias de outros vegetais
que sdo os produtos produzidos a partir de farinhas e/ou derivados de outros vegetais,
excetuando-se o trigo (GUERREIRO, 2006; ABIMAPI, 2020a; ANVISA, 2020).

Uma massa de boa qualidade deve ter um aspecto uniforme e semitransparente e ser dura.
O aroma e o0 sabor devem ser caracteristicos de massa ndo fermentada. A massa quando colocada
na agua ndo devera turva-la antes de ficar cozida e ndo podera estar fermentada ou rangosa (El-
Dash et al., 1994). O processamento das massas alimenticias consiste basicamente nas etapas de
mistura, do amassamento, da moldagem e da secagem. A moldagem da massa pode ser feita por
meio da trefilacdo ou da laminacéo, dependendo do tipo de produto desejado e dos equipamentos
disponiveis. Para massas secas, normalmente, o processo de trefilagdo é mais usado, enquanto
que as massas frescas, normalmente, utiliza-se o processo de laminagdo (SAVIO; PEREIRA,
2015).

1.2.2 Massas Alimenticias Isentas Gluten

Quando se pensa em produgdo de massas alimenticias, a qualidade tecnoldgica é algo
prioritario a ser avaliado. O trigo € o cereal que alcanga o mais alto padrdo para a producéo de
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massas alimenticias. Com ele € possivel obter trés caracteristicas desejaveis no produto final:
perda de solidos sollveis que ndo exceda 6%, ganho de peso em dobro apds o cozimento e
aumento em duas ou trés vezes o volume da massa (SCHMIELE et al., 2013).

A elaboracdo de massas alimenticias sem glaten, devido a auséncia da rede de glaten, é
um grande desafio. Frequentemente os produtos ndo atendem aos padrdes desejados de textura e
aparéncia. A textura se torna mais extensivel e coesa em comparagdo com os similares contendo
glaten, além disso, a massa ndo tolera cozimento excessivo, é pegajosa, e, acima de tudo, é
caracterizada por perdas culinarias relevantes. Portanto, muitos estudos tém tentado melhorar as
caracteristicas das massas alimenticias isentas de gluten buscando melhorar sua textura com o
uso de gomas ou enzimas (FERREIRA et al., 2016; BRITES; SCHMIELE; STEEL, 2018). O
uso de gomas para melhorar a textura € uma pratica comum, porém o consumidor vem
demandando por outras alternativas para o desenvolvimento de massas alimenticias isentas de
glaten, onde as enzimas vém ganhando espago.

A enzima transglutaminase vem encontrando uso crescente em uma ampla variedade de
alimentos e tem mostrado grande importancia no desenvolvimento de massas alimenticias. Ela
possibilita a producdo de massas que ndo usam o trigo como matéria prima, aléem de melhorar
suas caracteristicas tecnoldgicas (KOVACS, 2005). Diversos trabalhos vém mostrando a
possibilidade de produzir massas alimenticias isentas de glten e com caracteristicas nutricionais
mais interessantes com o uso da enzima (KOVACS, 2005; TAKACS et al., 2007; KIM et al.,
2014; OJUKWU; TAN; EASA, 2020).

Outra possibilidade para melhorar a qualidade tecnoldgica de massas alimenticias isentas
de glaten é pelo uso de farinhas proteicas. Isto porque as proteinas presentes nas farinhas sdo
capazes de formar uma estrutura semelhante a do glaten, mimetizando sua acdo no produto
(ORMENESE; CHANG, 2002). Aliado a isto, os produtos isentos de glaten adicionados de
farinha proteica, ao contrario das massas produzidas com farinha refinada e amido, possuem
maior valor nutricional (THOMPSON et al., 2005), sendo adequadas para serem ofertadas ao
consumidor. AWOLU (2017) mostraram que uma farinha composta de farinha de milheto
juntamente com a farinha de uma leguminosa como feijao poderia servir além de uma alternativa
viavel tecnologica também nutritiva a farinha de trigo na producéo de paes.

1.3 Extrusao De Alimentos

A extrusao aplicada a area de alimentos é classificada em dois tipos: extrusdo a quente e

a frio (FELLOWS, 2006). Extrusdes a frio, com temperaturas de cerca de 50 °C no produto
(HAUCK, 1993), é empregada para moldagem de massas alimenticias e no processamento de
produtos carneos e de gomas. FELLOWS (2017) considera ainda como extrusdo a frio o emprego
de temperaturas intermediérias, da ordem de 80 °C, como as que sdo usadas no processamento
de massas em panificacdo ou de racBes para animais. Essa extrusdo é a mais convencional para
a producdo de massas alimenticias, pois, gera um baixo cisalhamento na massa. Na extrusdo a
quente, também denominada de extrusao termoplastica, € aplicado calor, de modo a obter altas
temperaturas no canhéo, na faixa 100-180 °C (HAUCK, 1993), podendo chegar aos 200 °C,
conferindo temperatura no produto de cerca de 150 °C. Na extrusdo termoplastica, os nutrientes
sofrem reacBes bioquimicas sob a acdo de altas temperaturas e forga de cisalhamento, ocorre a
gelatinizacdo do amido, a desnaturacdo de proteinas, a oxidagéo de lipidios e a degradacao de
vitaminas (SINGH; GAMLATH; WAKELING, 2007; ALAM et al., 2016). E realizada com o
intuito de cozedura de materiais, geralmente amilaceos e/ou proteicos, processados com a
finalidade de obtengdo de uma massa pléastica viscosa (HARPER, 1979; FELLOWS, 2017). Em
geral, os extrusores possuem cinco partes essenciais (Figura 3): o alimentador, os parafusos, o
cilindro, a matriz e o mecanismo de corte. No alimentador, a farinha é depositada e segue por um
parafuso de alimentacdo até o canh&o da extrusora, onde existe um parafuso ou rosca (no caso de
extrusores de roscas simples) ou dois parafusos se for extrusor de dupla-rosca. Os parafusos ou
roscas giram conduzindo o material que esta sendo extrusado até a saida da matriz. Nesta etapa
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ocorrem o cozimento e modificacdo da estrutura do material por aplicacdo de calor (no caso de
extrusdo termoplastica) na presenca de umidade e pela geracdo de pressdo. O cilindro de um
extrusor pode ser constituido de se¢des, ou de uma Unica peca. Ao final do cilindro ou canh&o
estd a matriz que tem como funcionalidade moldar o produto, restringir o fluxo e,
consequentemente, aumentar a pressdo na zona de cozimento para permitir a expansdo do
produto (Figura 4). Diferente do que acontece na extrusao a quente, na extruséo a frio o canhéo

ndo € aquecido e o material ndo é expandido na matriz, sendo apenas formatado (SINGH,;
HELDMAN, 2014).

S

Figura 3.. Esquema de extrusora de rosca simples. Cilindro e parafuso
ou rosca simples (1), alimentador (2), matriz (3) e saida (4). (Google
images)
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Figura 4. Esquema do extrusor de duplo parafuso Clextral Evolum HT25: (a) vista frontal, (b) vista lateral esquerda.
(1) mddulo de alimentagdo GG1, (2) até (10), moédulos fechados FER.(VARGAS-SOLORZANO, 2013)

1.4 Alimentos Integrais: Defini¢cbes E Importéncia Na Alimentacdo Saudavel

Como consequéncia do alto consumo de produtos processados e a comprovagao das suas
implicacdes negativas a salde, surgem interesses e acOes voltadas a promocao da alimentacao
mais saudavel, entre elas a recomendacdo de consumo de alimentos integrais. Entre esses
movimentos, encontra-se, como exemplo, a nivel internacional, a Estratégia Global em
Alimentacdo Saudavel, Atividade Fisica e Salde e a nivel nacional, as duas versées do GAPB de
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2008 e 2014 (BRASIL. SAUDE, 2008, 2014). O tltimo GAPB traz recomendagcdes para a adogao
de uma alimentacdo saudavel e reducdo no consumo de alimentos processados, como arroz
integral, pées integrais ou outras preparacdes elaboradas com farinhas integrais (BRASIL.
SAUDE, 2014). Segundo a Biblioteca Virtual em Satde (BVS) alimentos integrais sdo alimentos
ndo transformados e ndo refinados, ou processados e refinados tdo pouco quanto possivel, antes
de serem consumidos (BVS, 2020). Podendo ser definido também como qualquer alimento que
usa todas as partes do cereal, incluindo as camadas externas, como farelo e gérmen,
independentemente de o cereal estar inteiro ou moido em pedacos menores (FSANZ, 2016).No
Glossério Tematico de Alimentacdo e Nutricdo, do Ministério da Salde, alimento integral é
definido como alimento pouco ou ndo processado que mantém em perfeitas condi¢Bes o conteudo
de fibras e nutrientes (BRASIL, 2013).

O termo integral pode ser utilizado como forma de marketing pelo setor produtivo para
associar a saudabilidade, isso pode representar um problema em potencial, visto que 0s
consumidores possuem baixo nivel de conhecimento sobre esses alimentos, especialmente em
razdo da auséncia de iniciativas sistematicas e articuladas para orientar o consumidor sobre o
tema (BRASIL, 2018). Uma pesquisa realizada, em 2016, pelo Instituto Brasileiro de Defesa do
Consumidor (IDEC), para avaliar quatorze marcas de biscoitos integrais, mostrou que apenas
trés dos produtos avaliados continham farinha de trigo integral ou cereal como principal
ingrediente; seis biscoitos continham mais farinha refinada do que integral e cinco sequer tinham
farinha integral ou cereais integrais em sua composi¢do (IDEC, 2016)(IDEC, 2016).Assim, 0s
resultados obtidos nas pesquisas realizadas mostram que a auséncia de critérios para
regulamentacéo dos produtos integrais pode confundir o consumidor, caracterizando falha de
mercado, na qual a assimetria de informacoes entre fabricantes e consumidores pode induzir ao
erro ou ao engano quanto a verdadeira caracteristica do produto e influenciar escolhas
alimentares de forma equivocada (IDEC, 2017; BRASIL, 2018). Apesar de ndo haver um
consenso sobre a definicdo de alimentos integrais, é importante distinguir entre cereais integrais
e alimentos integrais. O conceito de cereal integral refere-se ao gréo inteiro em si, enquanto 0s
alimentos integrais sdo alimentos que contém esses cereais integrais. Ainda, 0 uso dos termos
“grao, cereal, grao de cereal e grdos integrais” variam significativamente dependendo do pais e
do grupo que se refere ao cereal, podendo variar entre a comunidade cientifica e os consumidores
(FR@LICH, WENCHE; AMAN, PER; TETENS, 2013; MATHEWS, REBECCA; CHU, 2020)

As diretrizes dietéticas de varios paises, baseadas em evidéncias cientificas, sugerem que
0 aumento no consumo de cereais integrais pode estar associado ao risco reduzido de doencas
cronicas relacionadas a alimentagdo(FR@LICH, WENCHE; AMAN, PER; TETENS, 2013;
SWEDEN, 2015).0 consumo de cereais integrais e alimentos integrais possuem efeitos benéficos
para a saude, sendo associados a reducdo do risco do desenvolvimento de varios tipos de cancer,
como os do trato gastrointestinal, diabetes mellitus tipo 2, sindrome metabdlica e doencas
cardiovasculares (FR@LICH, WENCHE; AMAN, PER; TETENS, 2013; U.S., 2015).

A literatura aponta que os alimentos integrais contém mais micronutrientes e
fitoquimicos em comparacdo aos refinados (VIOLETTE et al, 2016). O refinamento dos
alimentos, normalmente, é realizado por processos quimicos ou fisicos. cereais integrais sao
fontes tanto de fibras soltveis quanto de fibras insolUveis e essas se concentram no farelo. As
fibras sdo definidas como partes comestiveis de plantas ou carboidratos analogos, resistentes a
digestdo e absorgdo no intestino delgado humano, com fermenta¢do completa ou parcial no
intestino grosso, estando incluidos os polissacarideos, oligossacarideos, lignina e substancias
vegetais associadas (AACC., 2000). Elas estimulam a funcdo do trato gastrointestinal,
promovendo maior saciedade e reduzindo o risco de constipagéo intestinal, hemorroidas e alguns
tipos de cancer; melhoram os niveis de lipidios no sangue, e estdo associadas a um menor peso
corporal (SWEDEN, 2015). Os cereais integrais também sdo naturalmente pobres em gordura
saturada e contém acidos graxos poli-insaturados. Alguns dos efeitos benéficos dos cereais
integrais para a saude sao atribuidos ao contetddo de fitoquimicos bioativos. Esses fitoquimicos
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incluem as lignanas, que podem reduzir o risco de doenca coronariana; o &cido fitico, que reduz
o indice glicémico (IG) dos alimentos; as saponinas, fitoesterdis, esqualeno, orizanol e
tocotriendis que reduzem o colesterol no sangue; e os compostos fendlicos que possuem efeitos
antioxidantes. O contetdo fendlico e as capacidades antioxidantes dos cereais integrais podem
estar relacionados as tecnologias de processamento adotadas, logo, métodos apropriados devem
ser selecionados para reter o maximo de nutrientes possiveis (ADIL GANI ; WANI, 2012).Como
ja citado anteriormente, o cereal integral consiste em farelo, endosperma e gérmen. O farelo e 0
gérmen contém varios nutrientes e fitoquimicos, enquanto o endosperma € constituido,
sobretudo, de proteina e amido, fornecendo principalmente energia. O cereal refinado contém
apenas o endosperma e, portanto, fornece menos nutrientes e fitoquimicos do que o cereal
integral, os alimentos com cereais refinados tém a maior parte ou todo o farelo e o gérmen
removidos, deixando apenas o endosperma. Nesse processo, a maior parte das fibras e muitas das
vitaminas, minerais e fitoquimicos sdo perdidos (TAN, BIN; WU, NA-NA; ZHAI, 2020).

1.5 Cereais

Os cereais sdo qualquer fruto ou semente comestivel pertencentes a familia das gramineas
(Familia Poaceae). Sdo herbaceas que apresentam flores muito pequenas e frutos secos chamados
graos ou “cariopses”. O grao ¢ dividido em trés partes: o gérmen, o endosperma e o pericarpo.
Alguns apresentam a cariopse vestida (casca) como 0 arroz, aveia € 0 SOrgo engquanto outros,
como o milho, trigo e centeio tém cariopse nua (sem casca) (WRIGLEY, 2019).

Os cereais sdo consumidos pelo homem ha milhares de anos e desempenham um papel
importante na nossa dieta como principal fonte de energia. S&o um dos alimentos mais
produzidos em todo o mundo; 2,765 bilhGes de toneladas, sendo o trigo, o arroz e o milho as
principais culturas (FAO, 2020). O Brasil é o sexto maior produtor mundial de cereais
produzindo no ano de 2019 cerca de 122 milhdes de toneladas (3% da producdo mundial). As
principais culturas brasileiras séo o trigo (5,2 milhGes de toneladas), o milho (93,3 milhdes de
toneladas) e o arroz (10,4 milhdes de toneladas) (FAOSTAT, 2020). Os cereais sdo grandes
fontes de carboidratos e a principal fonte de energia consumida pelos seres humanos. Tem em
sua composicdo em média 12-13% de umidade, 9-13% de proteina, 2,5- 3,8% de lipidios, 0,5-
2% de fibras e 1-3% de minerais (WRIGLEY, 2019; EMBRAPA, 2020).

Os cereais sdo a base da nossa alimentacdo. Ao longo dos anos, os produtos de cereais
refinados tomaram grande parte das prateleiras e do gosto dos consumidores. Porém, a busca por
produtos mais proximos a in natura tem sido crescente, impulsionada pelos inimeros beneficios
a satde devido a preservagdo de diversos nutrientes e compostos bioativos. E dentro deste
contexto que se inserem 0s cereais integrais, pois, por ndo sofrerem a remocéao das partes externas
do grdo, preservam altas concentracdes de fibras, proteinas, minerais e vitaminas (WOOMER;
ADEDEJI, 2020).

1.5.1 Milheto

Milheto é o sexto cereal mais produzido no mundo. Milheto é uma denominacéo coletiva
que se refere a uma série de grdos pertencentes a familia Poaceae. S&o culturas anuais com
sementes pequenas que sdo cultivadas como grdos (PEREIRA FILHO et al., 2003). Dentre as
muitas espécies de milheto, as quatro principais cultivadas mundialmente sdo: milheto pérola
(Pennisetum glaucum), que representa 40% de toda a producdo mundial de milheto, milheto rabo
de raposa (Setaria italica), milheto proso (Panicum miliaceum) e o capim-pe-de-galinha-gigante
ou finger millet (Eleusine coracana) (AMADOU et al. , 2011).

Na alimentacdo humana, o milheto é bastante conhecido no continente africano para
producdo de mingau, cuscuz, massas e até bebidas alcoolicas e ndo alcolicas. Na Asia, mais
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especificamente na india, o milheto é utilizado para a fabricacio de paes (paes sirios) (TAYLOR,
2015; DIAS-MARTINS et al., 2018).

No Brasil, o milheto foi introduzido ha mais de 50 anos sendo amplamente usado como
cobertura verde e na alimentacdo animal, sendo mais rico em nutrientes que outras fontes de
alimentacdo como milho e sorgo. Trata-se de uma cultura resistente, ndo € exigente em nutrientes
e gque se adapta bem as regides que sofrem com estiagem, solos mais pobres e com problemas de
salinidade, isso devido a profundidade que suas raizes podem alcancar extraindo agua e
nutrientes das partes mais profundas do solo. Todos estes fatores contribuem para uma producéo
que ndo exige grandes investimentos financeiros, tornando o milheto uma cultura mais
sustentavel (PEREIRA FILHO et al., 2003; DIAS MARTINS, 2019). De acordo com a época
de plantio, a producéo pode variar de 1.568 kg/ha a 2.452 kg/ha (PEREIRA FILHO et al., 2003).

Embora existam muitas variac6es de milheto, suas estruturas sao praticamente iguais. O
milheto, assim como o0s demais cereais, € composto de pericarpo, endosperma e germe (Figura
4). O pericarpo é a camada mais externa que envolve o endosperma e o germe da semente tendo
uma funcéo protetora. Dependendo da variedade pode ter diferentes espessuras e € composto de
trés camadas: o epicarpo, 0 mesocarpo e o endocarpo. Os graos se apresentam de forma ovoide,
tem até 2 mm de comprimento (TAYLOR, 2015). O endosperma é composto pelo endosperma
farinaceo, o mais interno e o endosperma vitreo, mais externo e a camada de aleurona. O
endosperma amilaceo é o maior componente do grao e consiste em partes farinaceas e vitreas.
No germe encontra-se 0 embrido e o escutelo. O germe do milheto se caracteriza por ser maior
do que o da maioria de outros cereais, tendo assim um endosperma menor (AKANBI;
TIMILSENA; DHITAL, 2019).
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Figura 5.Diagrama esquematico mostrando a estrutura do gréo de milheto. Adaptado de TAYLOR, 2015.

O milheto (Pennisetum glaucum) contém quantidades significativas de aminoacidos
essenciais, particularmente aminoacidos contendo enxofre (metionina e cisteina). O milheto é
40% mais rico em lisina e metionina e 30% mais rico em treonina do que o milho (OSMAN,
2011). Pode conter 6% a 15% de proteinas e 1% a 4% de minerais (AMADOU et al., 2011).
Contém alto teor de amido (65-70%) e fibra alimentar (7 a 10%) que é composta em sua maioria
de polissacarideos ndo amilaceos (95%), derivado ndo so6 da por¢éo de farelo, mas também das
paredes celulares do endosperma (SERNA-SALDIVAR; ESPINOSA-RAMIREZ, 2018).

DIAS-MARTINS et al. (2018) apresentaram um comparativo dos percentuais de
macronutrientes presentes no milheto em relacdo a outros cereais amplamente consumidos. O
teor médio de carboidratos nos gréos de milheto foi inferior (72%) ao do arroz (85%), milho
(78%) e superior ao do trigo (69%). O teor médio de fibra alimentar do milheto foi de 7,8%,
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sendo superior ao do arroz (3,5%) e similar ao do milho (8,1%). Por outro lado, apresenta menor
teor de fibra alimentar quando comparado ao centeio (16,8%), cevada (14,5%) e aveia (11,8%).
O milheto possui um teor proteico medio de 13%, sendo metade das proteinas totais do gréo é
prolamina e estas sdo de quatro tipos;, alfa, beta, gama e delta-prolaminas
(MUTHAMILARASAN et al., 2015; TAYLOR, 2015).

O milheto possui em torno de 65% de amido, sendo rico em amido resistente e amido de
baixa digestibilidade, que resistem a digestdo e sdo catabolizados pela microbiota intestinal
resultando em liberacdo lenta e constante de glicose na corrente sanguinea
(MUTHAMILARASAN et al., 2015; TAYLOR, 2015).

E excelente fonte de lipideos e os principais 4cidos graxos sdo o &cido linoleico (39-
45%), &cido oleico (21-27%) e acido palmitico (20-21%) (DIAS-MARTINS et al., 2018). Porém,
essa alta concentracdo de lipideos também pode representar fatores negativos quando se trata da
utilizacdo do milheto para producdo de farinhas, ja que os acidos graxos sofrem rancidez
oxidativa (TIWARI et al., 2014).

O milheto pode se apresentar como fonte de vitamina B (exceto a B12), em especial a B3,
gue se concentra na camada de aleurona e no germe. A niacina do milheto esta associada, por
ligagdo covalente, a polissacarideos e proteinas, sendo chamada niacitina (DE MARIA,
MOREIRA, 2011).

Fdsforo e potassio sdo 0s minerais mais presentes no milheto. A maior concentracao esta
no pericarpo, na camada de aleurona e no germe. Os gréos integrais podem ser também uma
fonte adequada de minerais essenciais como magnésio, ferro, zinco e cobre, mas a
biodisponibilidade € geralmente baixa devido & presenca de fatores antinutricionais. Por se
concentrarem na camada mais externa do grdo, o conteldo de minerais pode ser drasticamente
afetado pelo processamento a que é submetido (TAYLOR, 2015; SERNA-SALDIVAR;
ESPINOSA-RAMIREZ, 2018).

Estudos demonstraram que o milheto integral e seu farelo sdo fontes ricas em compostos
fenolicos. Entre os acidos fendlicos, os acidos feralico e cumarico sdo predominantes nos graos
de milheto (CHANDRASEKARA; SHAHIDI, 2011; N’DRI et al., 2013). Em geral, os fenélicos
ndo sao distribuidos uniformemente no grdo, sendo encontrados principalmente no pericarpo, 0
que confirma os beneficios associados ao seu consumo na forma integral (CHANDRASEKARA,;
SHAHIDI, 2011).

Os principais compostos antinutricionais encontrados no milheto séo o &cido fitico e as
C-glicosilflavonas, como apigenina, glucosilvitexina, glucosilorientina e vitexina (TAYLOR,
2015). Alguns estudos tém mostrado evidéncias de que a presenca de C-glicosilflavonas em
alimentos pode promover a inibicdo da peroxidase tireoidiana (TPO), uma enzima produzida pela
glandula tireoide (GAITAN et al., 1989; MEZZOMO; NADAL, 2016). Assim, sugere-se que
grdos de milheto sejam submetidos ao processamento promovendo a reducdo de fatores
antinutricionais para o consumo seguro do grdo (BRAHMBHATT et al., 2001).

1.6 Pulses

Os pulses pertencem a familia Leguminosae (ou Fabaceae) que possui mais de 13.000
diferentes espécies, conhecidas como leguminosas, representando um alimento basico
mundial. As leguminosas, depois dos cereais, estdo entre as safras mais economicamente
importantes, representando cerca de 15% das terras cultivadas no mundo (270 a 300 milhdes de
hectares). Fornecem a dieta humana proteinas, carboidratos, fibras, minerais, vitaminas e varios
compostos bioativos. Além de seu papel na nutrigdo humana, as leguminosas sdo importantes na
forragem e como culturas rotativas devido a sua capacidade de fixar nitrogénio (REBELLO;
GREENWAY; FINLEY, 2014b).

De acordo com a definicdo da FAO, o termo "pulses" inclui apenas sementes de
leguminosas secas comestiveis com baixo teor de gordura. A palavra pulse vem do latim “puls”
que significa “sopa grossa”, porque produz um caldo espesso No Brasil, 0os pulses séo
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representadas principalmente pelos feijoes, grdo-de-bico, lentilha e ervilha. Gréos colhidos ainda
verdes , colhidos principalmente para fins de extracdo de 6leo como soja e amendoim ou para
semeaduras néo séo consideradas pulses (FAO, 1994a; REBELLO et al., 2014a).

O ano de 2016 foi declarado pela FAO (Food and Agriculture Organization) como 0 ano
internacional dos Pulses. Esse ato teve como objetivo tornar conhecido os beneficios nutricionais
e de saude das leguminosas, sua biodiversidade e adaptacdo climatica, incluida em uma estratégia
sustentavel de producdo de alimentos projetado para alcancar a seguranga alimentar e nutricdo
adequada (FAO, 2016).

Para aumentar a producdo e ampliar o potencial de exportacdo de leguminosas, o
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (Mapa) lancou em 2018, o Plano Nacional
de Desenvolvimento da Cadeia do Feijdo e Pulses, que sdo a lentilha, grdo-de-bico e ervilha.
Entre as metas do plano esta o aumento do consumo de feijdo e pulses. Também constam no
estudo, aumento em 20% da producéo de diferentes pulses, para abastecimento dos mercados
interno e externo. O Plano de Desenvolvimento pretendido, pode ser entendido como um “Start”
para a cadeia do Feijdo e dos Pulses e o nivel de motivagdo é maximo junto as entidades e aos
Orgdos que colaboraram para a consolidacdo do Plano(MAPA, 2018).

1.6.1 Grao-De-Bico

O gréo-de-bico (Cicer arietinum L.) ocupa o segundo lugar na producdo mundial de
leguminosas perdendo apenas para o feijao (IBRAFE, 2020). E um pulse amplamente consumido
no mundo. A producdo mundial de gréo-de-bico, em 2018, foi de 17,19 milhGes de toneladas, o
que representa 18,63% da producao total de leguminosas (FAOSTAT, 2019). E uma leguminosa
de estacdo fria cultivada principalmente em regides aridas e semiéridas, onde sua producédo €
restringida por uma série de fatores ambientais, como temperatura, umidade do solo e duracdo
do dia (KNIGHTS; HOBSON, 2015). Suas fracfes de proteina e amido contribuem para a
nutricdo e funcionalidades versateis, como as propriedades de emulsificacdo. Devido a sua
qualidade nutricional o gréo-de-bico tem obtido destaque em estudos de desenvolvimento de
produtos, com amplo espaco para estudo dos seus compostos bioativos associados ao seu
potencial benéfico para a saude (JUKANTI et al., 2012).

O género Cicer contém 43 espécies, 34 perenes e 9 anuais. Dois tipos de grao-de-bico sdo
produzidos comercialmente: “cabulis” que tém uma semente fina, branca ou creme e flores
brancas, e “desis”, que tém uma camada de sementes espessa, de cor castanha a castanha escura
e flores de cor roxa. Cerca de 4000-5000 anos atras, as formas domesticadas comegcaram um
movimento ao Mediterraneo, assim, espalharam se para o sul da Europa e norte da Africa,
incluindo Etidpia. No século XVI, os viajantes espanhois e portugueses carregaram tipos de
cabuli para a América do Sul e Central onde passaram a ser conhecidos pelo nome espanhol
“garbanzo” (RICHARDS et al., 2020).

A adicdo de grdo-de-bico em produtos alimenticios acarreta um aumento no teor de
proteina que esta relacionado diretamente a melhoria na quantidade de aminoacidos essenciais,
incluindo lisina. Logicamente, os teores irdo variar de acordo com o tipo e quantidade de
leguminosa incorporada (SPARVOLI et al., 2016; LALEG et al., 2017). No grdo-de—bico, a
proteina (15%-30%) é principalmente constituida por globulinas (53-60%), glutelinas (19-25%),
albuminas (8-12%) e prolaminas (3-7%). No grdo também se encontram niveis elevados de
aminoacidos livres, especialmente o glutamato, o aspartato e a arginina. A presenca de arginina
pode ser considerada de interesse especial devido ao fato deste aminoacido estar implicado na
sintese de trifosfato de adenosina (ATP), liberacdo de calcio, vasodilatagdo, processos de
neurotransmissdo, reproducédo celular e imunidade, aléem de ser um intermediario no ciclo da
ureia, onde esta envolvido na sintese de 6xido nitrico, ornitina e poliaminas. Por outro lado,
aminoacidos sulfurados, como a metionina, estdo presentes em pequenas quantidades no grao-
de-bico (PETITOT et al., 2010; CORTES-GIRALDO et al., 2016; BESSADA; BARREIRA;
OLIVEIRA, 2019).
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O grao-de-bico tem sido cada vez mais adicionado em produtos alimenticios e os estudos
vém mostrando as vantagens nutricionais e tecnoldgicas associadas ao seu uso. Bebida vegetal a
base de gréo-de-bico e coco foi desenvolvida por RINCON et al. (2020) que verificaram boa
composicao nutricional (teores de proteinas, carboidratos, lipidios e célcio) quando comparada
ao leite de vaca e outros substitutos do leite de vaca, como bebidas de aveia, améndoa e arroz,
mostrando que a bebida de grao-de-bico apresenta potencial para ser um excelente substituto do
leite de vaca.

DE LIMA; BOTELHO; ZANDONADI (2019) desenvolveram massa alimenticia a base
de farinha de grdo-de-bico com maiores teores de proteinas (aumento de 53,8%) e fibras
alimentares (aumento de 166%) e menores teores de carboidratos (reducéo de 3,6%) e gorduras
totais (diminuicdo de 37%) em comparacdo a um produto similar & base de farinha de trigo. O
gréo-de-bico também tem sido usado no desenvolvimento de produtos carneos com baixo teor
de gordura e de analogos carneos, conhecidos pelo nome de produtos plant-based. Os estudos
vém mostrando que a farinha de gréo-de-bico é uma fonte vegetal proteica com potencial uso
como extensor em produtos emulsionados (THUSHAN SANJEEWA et al., 2010).
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Figura 6. Anatomia do gréo-de-bico. Fonte: Brainkart.com

A associacdo de cereais (deficientes em lisina) e leguminosas (deficientes em metionina),
como 0s pulses, para o desenvolvimento de produtos alimenticios apresenta a vantagem
nutricional no balanco dos aminoacidos essenciais. Além disso, incorporar leguminosas em
produtos onde usualmente somente os cereais estariam presentes, resulta no aumento do teor de
proteinas, fibras e minerais do produto final (MONNET et al., 2019). Adicionalmente ao efeito
nutricional, a adi¢do de grdo-de-bico também pode melhorar as propriedades tecnoldgicas dos
produtos. Um estudo conduzido por VIVAS (2013) para o desenvolvimento de pées isentos de
gluten com proteinas de diferentes fontes vegetais associadas ao amido de milho, mostrou que
pées feitos com proteina de gréo-de-bico apresentaram texturas mais macias.
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1.7 Uso de Enzimas Transglutaminase em Produtos Sem Gluten

Devido aos desafios tecnologicos ja comentados na elaboracdo de produtos isentos de
glaten, estudos vém mostrando que o uso de enzimas que mimetizam a formag&o de uma rede de
gluten parece promissor, entre elas, a transglutaminase merece destaque. A transglutaminase é
uma enzima encontrada em mamiferos, plantas, peixes e bactérias. Em cada uma dessas fontes,
desempenha papéis fisiologicos diferentes, todos envolvendo reacBes com proteinas
(KIELISZEK; MISIEWICZ, 2014).

As enzimas transglutaminases sdo classificadas como um tipo de transferase que tem a
capacidade de catalisar reagdes de acil-transferéncia entre os grupos y-carboxiamida de residuos
glutaminicos ligados em proteinas ou peptideos e aminas primarias. O mecanismo pode ser
explicado da seguinte forma: o grupo tiol de uma cisteina se junta a cadeia lateral de um residuo
de glutamina acessivel no meio proteico. Essa juncdo forma um complexo acil-enzima e amdnia.
Seguidamente, uma amina primaria entra no lugar da enzima formando uma glutamina
carboxamida modificada. Caso a ligacdo proteica envolva lisina, a ligacdo cruzada entre
peptideos, intra ou intermolecular, ocorre via N(y-glutaminil) L-lisina. Essas reacGes com
transglutaminase resultam na formacéo de agregados proteicos irreversiveis (MACEDO; SATO,
2006; NONAKA; MATSUURA; MOTOKI, 2014).

As transglutaminases possuem vasta utilizacdo na industria alimenticia. Citando alguns
exemplos, é usada para enriquecimento proteico de produtos amilaceos, onde ingredientes
proteicos, juntamente com a enzima, sdo adicionados promovendo ndo somente mudancas
texturais e reoldgicas mas também nutricionais (RIBOTTA et al., 2012). Tem-se também seu uso
em produtos derivados de laticinios onde proporciona modificacdes texturais e reolégicas, assim
como em produtos carneos, e formacgdes de géis proteicos (aplicados a processamento de
alimentos e encapsulamento de produtos farmacos e biossensores) (GUO et al., 2012). Na
indUstria de panificagdes e massas alimenticias, as transglutaminases séo utilizadas com o intuito
de ocasionar ligacGes cruzadas entre as proteinas, o que ajuda na formacao de uma rede proteica
capaz de proporcionar propriedades viscoelasticas em fontes vegetais isentas de glaten e também
permitir o aumento da vida Gtil das massas (em panificacdo) congeladas (STEFFOLANI et al.,
2012).

Em produtos sem gluten o histérico de sucesso da utilizacdo das enzimas ja é bastante
evidente. Em massas alimenticias, sua presenca também tem se solidificado como coadjuvante
importante para melhoria das qualidades tecnol6gicas e reoldgicas. Em estudo em massa
alimenticia de arroz a utilizacéo de transglutaminase diminuiu a perda de cozimento e a turbidez
(KIM et al., 2014). Uma alta taxa de absorcao de 4gua, uma baixa perda de cozimento juntamente
com melhoria sensorial foram encontrados em massas alimenticias a base de farinha de ervilha
adicionadas de transglutaminase (TAKACS, 2007). A adicdo de transglutaminase em massas
alimenticias produzidas com feijdo fava evitou o inchaco dos granulos do amido e, portanto,
reduziu a absorcdo de agua (ROSA-SIBAKOV et al., 2016). A Tgase evita a deterioracdo da
textura ap6s o cozimento, mesmo quando farinhas de baixo teor sdo usadas em massas
alimenticias (BILGICLI; IBANOGLU, 2015).
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CAPITULO 1

MATERIAIS E METODOS

2.1 Material

Os grédos de milheto (Pennisetum glaucum (L.) R.Br.), hibrido ADRg9070 foram doados
pela Atto Sementes® (Rondondpolis, MS). O grdo-de-bico foi doado pela Industrias de
Alimentos Granfino® (Nova lguagu, RJ). A enzima transglutaminase microbiana (Tgase)
(Activa TG®-S-NF) foi doada pela empresa AJINOMOTO (S&o Paulo, Brasil). A massa
alimenticia de arroz integral comercial (controle) foi adquirida em mercado local do Rio de
Janeiro (Brasil).

2.2 Métodos
2.2.1 Producdo das farinhas de milheto e de gréo-de-bico

Para obtencéo das farinhas integrais, os graos inteiros de milheto e de gréo-de-bico foram
triturados em moinho de discos LM3600 (Perten Instruments AB, Huddinge, Sweden), abertura
n° 6, e, posteriormente, em moinho de martelo LM3100 com peneira de 0.8 mm de abertura
(Perten Instruments AB, Huddinge, Sweden). A farinha foi armazenada em saco plastico sob
refrigeracao.

2.2.2 Determinacao da composi¢do quimica das farinhas

Foram determinados os teores de umidade, cinzas, extrato etéreo, proteinas e carboidratos
das matérias-primas moidas (farinhas). Todas as analises foram realizadas em duplicata, segundo
as metodologias descritas pela Association of Official Agricultural Chemists (AOAC, 2000).

- Umidade (AOAC, 2005, método 934.01);

- Cinzas (AOAC, 2005, método 923.03);

- Proteina (AOAC, 2005, método 2001.11);

- Extrato etéreo (AOAC, 2005, método 945.38),

utilizando éter de petréleo e extrator Soxhlet.

-Nitrogénio total (AACC, 1995, método 46-13), pelo método tradicional Kjeldahl,
modificado, utilizando mistura de catalisador Na2SO4, CuSO4 e Se. Como titulante foi utilizado
H2SO4, na concentragdo de 0,1 N;

- Fibra alimentar total (AOAC, 2010 método 991.43);

- Os teores de carboidratos totais foram determinados por diferenca subtraindo de 100 os
valores de umidade, cinzas, proteinas e extrato etéreo.
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2.2.3 Distribuicdo granulométrica das farinhas cruas e extrudadas (pré-cozidas)

A granulometria da farinha de milheto, farinha de gréo-de-bico e da farinha mista
extrudada na proporcao 54% de milheto e 46% de grdo-de-bico foi determinada utilizando um
agitador de peneiras (Ro-Tap model RX-29, W.S. Tyler, Mentor, USA). A classificacéo
granulométrica foi realizada em duplicata para cada uma das amostras. Foram peneiradas 100 g
de cada amostra de farinha acima descrita, durante 10 minutos, em um conjunto de sete peneiras
com aberturas de malhas de 250, 212, 150, 125, 106, 90 e 75 pum, respectivamente e uma base.
Os conteddos retidos em cada peneira foram pesados e expressos em porcentagens de retencéo,
seguindo o procedimento padréo descrito por Germani, Benassi e Carvalho (1997).

2.2.4 Delineamento experimental para obtencéo das farinhas extrudadas

Para obtencdo das farinhas extrudadas a partir da mistura das farinhas de milheto e de
grdo-de-bico, foram consideradas as variaveis independentes: umidade de processamento da
extrusdo (%) e proporcdo milheto/gréo-de-bico (% de farinha de milheto na mistura com farinha
de grdo-de-bico). Para analisar o efeito combinado dessas variaveis nas caracteristicas
tecnoldgicas dos extrudados, definiu-se um experimento de delineamento fatorial 22 com trés
pontos centrais, totalizando 7 ensaios (Tabela 1). Os parametros (variaveis independentes) foram
estudados em trés niveis, codificados como -1, 0 e +1 (Tabela 2). Na mesma tabela, tem-se 0s
valores reais dos niveis estudados.

Tabela 1. Delineamento experimental para a producdo das farinhas
mistas pré-cozidas.

Tratamentos

Mistura Umidade Corrida
(M/GB%) (%)

1 30/70 20 2

2 70/30 20 7

3 30/70 50 4

4 70/30 50 3

5 50/50 35 1

6 50/50 35 5

7 50/50 35 6

~ M/G%-= proporcao na formulag&o de milheto/grao-de-bico.

Tabela 2. Niveis das variaveis independentes estudadas no processo de
extrusdo para obtencdo das farinhas extrudadas (pré-cozidas).

Niveis

Variaveis
. -1 0 +1
independentes

27



X1 20 35 50

X2 30 50 70

Xi1= umidade das misturas (%). X,= Formulacdo: (%) farinha de milheto.

2.2.5 Processamento para obten¢do das farinhas extrudadas (pré-cozidas) por extrusao
termoplastica

As matérias-primas foram misturadas na proporg¢éo definida de milheto e de grao-de-bico,
conforme o delineamento experimental descrito na Tabela 2.

As farinhas mistas foram processadas em extrusora de dupla rosca Evolum 25 HT
(Clextral, Firminy, Franca) (Figura 1) para obtencdo de extrudados expandidos, que foram entdo
moidos para se obter as farinhas pré-cozidas. Os parametros de processamento para todos 0s
ensaios foram constantes (com excec¢do da umidade de processamento): perfil de temperatura das
10 zonas de aguecimento: 25, 25, 30, 60, 80, 110, 110, 110, 100, 100 °C; rotacao constante dos
parafusos a 350 rpm; matriz circular de um furo com 8 mm de diametro. As farinhas foram
alimentadas em alimentador de rosca dupla modelo GRMD15 (Schenck Process, Darmstadt,
Alemanha) a uma taxa constante de 6 kg/h, e o processo foi monitorado pelo software Schenck
Process Easy Serve (Schenck Process, Darmstadt, Alemanha). A &gua foi injetada, ajustando-se
a vazdo de agua (L/h) (conforme delineamento), entre a primeira e a segunda zona da extrusora
através de uma porta com didmetro interno de 5,25 mm usando uma bomba dosadora de émbolo
Super K PP 6.35 (DKM Clextral Inc., Firminy, Franca) para atender as umidades definidas no
delineamento experimental: 20% (T1 e T2), 35% (T5a T7) e 50% (T3 e T4).

Flgura 1. Extrusora Clextral em funcionamento. Fonte: Site Embrapa
Agroindustria de Alimentos.
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A extrusdo das amostras foi iniciada ap6s as zonas de alimentacdo, transicdo e alta
pressdo, atingirem as temperaturas desejadas conforme descrito acima. O produto extrudado foi
coletado (Figura 2) apds observar pouca variacdo da leitura de torque. Ao sair da matriz, 0s
extrudados foram cortados em pedacos de aproximadamente 3 cm de comprimento, dispostos em
bandejas, como mostra a Figura 2, para posterior secagem. Os extrudados expandidos foram
secos overnight em secador de ar forgado a 70 °C. Apds a secagem, os extrudados secos foram
armazenados em embalagem de polietileno até a moagem para obtencéo da farinha. A moagem
procedeu-se da mesma forma como descrito no item 1.2.1.

Figura 2. Aspecto visual dos extrudados coletados em bandeja e ap6s corte manual
antes da etapa de secagem.

2.2.6 Avaliacéo tecnologica das farinhas cruas e pré-cozidas
2.2.6.1 indice de solubilidade em &gua (ISA) e indice de absorcdo de agua (IAA)

A determinacdo do ISA e IAA foi realizada, em quadruplicata, de acordo com método
descrito por Anderson et al. (1969), modificado. Foi pesada cerca de 1 g de amostra, de cada
tratamento, em tubos de centrifuga, previamente pesados. Posteriormente, foram adicionados 5
mL de &gua destilada, homogeneizados e, em seguida, adicionado mais 5 mL para lavar as
paredes dos tubos. Os tubos foram colocados em banho-maria a 25 °C com agitador horizontal
mecénico, da marca Dubnoff modelo NT232 (Piracicaba, S&o Paulo), por 30 minutos. Em
seguida, entdo os tubos foram centrifugados em uma centrifuga da marca Hettich, modelo
Universal 320R (Tuttlingen, Alemanha), durante 15 min a 9000 rpm. Apos a centrifugagdo, os
liquidos sobrenadantes foram vertidos cuidadosamente em placas de petri, previamente pesadas,
as quais foram submetidas a secagem em estufa com circulacdo de ar em overnight a 105 °C.
Ap0s este periodo, as placas foram colocadas em dessecador por 30 min. a fim de atingir a
temperatura ambiente e pesadas. O indice de solubilidade em &gua foi calculado conforme
equacéo 1.
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1S4 (%) = Peso do residuo evaporado (g) 100 (1)
Peso da amostra (g)

Ap0s a retirada do sobrenadante, os tubos foram pesados (residuo Umido) para calcular o
IAA do material extrudado. O célculo para este indice foi realizado de acordo com a equacé&o 2.

el
I1AA (g g? matéria seca) )

_ [Peso do residuo umido da centrifugacio (g)] 100
B Peso da amostra (g) x

2.2.6.2 Propriedades viscoamilograficas

A viscosidade de pasta das amostras cruas e extrudadas foi determinada com o uso do
analisador rapido de viscosidade (Rapid Visco Analyser — RVA), série 4, da marca Newport
Scientific, provido do software Thermocline for Windows, utilizando-se a sua metodologia para
materiais extrusados.

Foram utilizadas 3 g de farinha extrudada, com umidade corrigida para 14 %, em base
Umida e, em seguida, adicionou-se agua destilada até a obtencéo do peso final de 28 g, conforme
metodologia descrita por (COMETTANT-RABANAL et al., 2021).

O perfil de andlise utilizado foi “extrusion 1 no-alcohol”, que apresenta como
caracteristica a manutencdo inicial do sistema a 25 °C durante 2 minutos. Iniciou-se 0
aquecimento e aos sete minutos a temperatura maxima foi atingida (95 °C), onde permaneceu
por 3 minutos. Logo apds, o resfriamento foi iniciado até a temperatura de 25 °C, totalizando 20
minutos de analise.

Para interpretacdo dos amilogramas foram utilizados 0s seguintes parametros, como
mostrado na Figura 3:

Viscosidade inicial ou viscosidade a frio (CV): € o valor da viscosidade em cP
(Centipoise), na temperatura de 25 °C, no inicio do ciclo de aquecimento;

Viscosidade méaxima ou pico de viscosidade (PV): é o valor da viscosidade no ponto
maximo da curva, durante o ciclo de aquecimento, expresso em cP;

Viscosidade minima apds o ciclo de aquecimento a 95 °C (MV);

Quebra de viscosidade ou “Breakdown” (BD): é a diferenca entre a viscosidade maxima
e minima durante a manutencéo a 95 °C,;

Viscosidade final no ciclo de resfriamento (\VF): é o valor da viscosidade em cP, ao final
da analise (a 25 °C);

Tendéncia a retrogradacdo ou “Setback” (SB): € a diferenca entre a viscosidade final e o
menor valor de viscosidade durante a manutencéo a 95 °C.
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Figura 3. I- Esquema representativo das mudangas estruturais do amido antes e durante o processo
hidrotérmico no RVA: (A) granulo de amido ainda normal, ndo hidratado; (B) granulo de amido
comecando a intumescer e a gelatinizar devido a hidratacéo e ao aquecimento; (C e D) granulo de amido
intumescendo e gelatinizando devido ao aumento da hidratacdo e do aquecimento; (E) granulo de amido
no maximo do seu intumescimento sem ruptura; (F) ruptura do grénulo de amido; (G) dispersdo das
moléculas de amilose e amilopectina; (H) reorganizacdo das moléculas de amilose e amilopectina; (1)
retrogradacdo do amido. Il- Varidveis de resposta obtidas no equipamento analisador rapido de
viscosidade (RVA). Fonte: (KAPPES et al., 2016).

2.2.7 Producao das massas alimenticias com as farinhas extrudadas

Foram desenvolvidas massas alimenticias segundo metodologia descrita por
MINGUITA et al. (2015), utilizando as sete farinhas extrudadas (pré-cozidas), cada
farinha gerando uma massa alimenticia. Os teores de umidade das farinhas mistas
extrudadas de milheto e gréo de bico foram determinados segundo metodologia AACC
44-21 (2000), para calcular o volume de agua a ser adicionado as amostras, a fim de,
alcancar o teor de umidade de 36% para a producdo da massa alimenticia, que foi o valor
estabeleasdfariohésstel gielatanatesigua foram homogeneizadas em batedeira planetaria HMT,
modelo M5A, por 10 minutos. Apds esse periodo, a massa foi colocada na masseira Pastaia 2
(ITALVISA, Tatui, Brasil) com trefila de formato fusilli, continuando homogeneizacéo e
sequencialmente a extrusdo da mesma. A massa alimenticia foi espalhada em bandeja de inox
vazadas a fim de facilitar a secagem de forma homogénea. A secagem consistiu em colocar o
material em estufa com circulacdo de ar juntamente com um recipiente com agua dentro do
equipamento, durante toda a noite. Desta maneira a secagem das massas ocorre de forma lenta e
gradativa em toda extensdo das massas mantendo a integridade das mesmas. A secagem foi
realizada em estufa com circulacéo de ar (Fabbe-Primar, Sdo Paulo, Brasil) a noite a 50°C até
que a umidade final do produto atingisse entre 10 e 13 %. As amostras secas foram armazenadas
em sacos plasticos até 0 momento das analises de textura e qualidade de cozimento.

Para determinar a combinacdo dessas varidveis em ambas as fases do trabalho
estabeleceu-se um experimento estatisticamente delineado em metodologia de superficie de
resposta do tipo fatorial 22.
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2.2.8 Qualidade tecnoldgica das massas alimenticias
2.2.8.1 Teste de cozimento

O teste de cozimento das massas alimenticias foi realizado, em triplicata, segundo o
método n°® 16-50 da AACC (1995). Os parametros avaliados foram;

Tempo de cozimento: determinado pela coc¢do de 10 g de amostra em 140 mL de &gua
destilada em ebulicéo, até atingir o tempo de cozimento, o qual caracteriza-se pela gelatinizacéo
do amido em toda secdo da massa. Este ponto é determinado pela compresséo do produto cozido
entre duas laminas de vidro até o desaparecimento do eixo central, a cada 15 segundos, ap6s 5
minutos de cozimento.

Aumento de peso do produto cozido: determinado pela pesagem de 10 g de massa antes
e ap0s a coccdo, usando-se o tempo de cozimento ideal de cada amostra. O resultado do aumento
de peso é arazdo entre o peso da massa cozida pelo peso da massa crua, expresso em porcentagem
(%).

Aumento de volume do produto cozido: determinado antes e ap6s o cozimento onde o
volume da massa crua e da massa cozida foram determinados pelo deslocamento de 50 mL de
hexano em proveta de 100 mL. A razdo entre os dois, em porcentagem, expressa o resultado do
aumento de volume.

Perda de s6lidos solUveis na agua de cozimento (SS): a quantidade de solidos perdidos na
agua de cozimento foi determinada pela evaporagdo de 25 mL da &gua utilizada no cozimento
em estufa a 105 °C até peso constante. A porcentagem dos solidos perdidos foi calculada de
acordo com a equacao 4:

S5 (%) (4)
Peso do residuo evaporado (g) x volume da dgua de cozimento (mlL) ] 100
x

Peso da amostra (g) x volume da aliquota (mL)

2.2.8.2 Anadlise de textura instrumental

As massas alimenticias cozidas, segundo os tempos definidos no teste de
cozimento, foram submetidas ao teste de textura instrumental. A analise do perfil de
textura (TPA) foi realizada em um Analisador de Textura TA-XT Plus (Stable Micro
Systems, Surrey, Reino Unido), equipado com uma célula de carga de 30 kg e sonda
cilindrica de aluminio de 15 mm, em uma unidade de massa fusilli. A analise foi
controlada pelo software Exponent versdo 6.1.11.0 (Stable Micro Systems, Surrey, Reino
Unido) a uma compressdo de 50% e ciclo de 30 s de acordo com SCHOBER et al. (2005).
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O TPA foi realizado para medir dureza (N), adesividade (gys), coesividade, elasticidade,
mastigabilidade (N), resiliéncia e resisténcia ao corte.

2.2.9 Otimizacdo da massa alimenticia e elaboracdo de massa alimenticia com
transglutaminase.

A partir dos resultados obtidos no delineamento experimental foi realizada a
otimizacdo do experimento (funcéo desejabilidade,) para obtencdo da farinha pré-cozida,
ingrediente base na elaboragdo da massa alimenticia. Foram consideradas as seguintes
restrices: aumento de volume méximo (1), tempo de cozimento minimo (-1) e perda de
solidos soltveis minima (-1), (Tabela 3).

Tabela 3. Restri¢des aplicadas a otimizacéo

Variaveis Variaveis resposta

Baixo Medio Alto
Tempo de cozimento 1 0,5 0
Solidos soluveis 1 0,5 0
Aumento de volume 0 0,5 1

Essa condicdo otimizada (blend TO) foi utilizada para realizar um novo
delineamento experimental de forma a estudar o efeito da adicdo da enzima
transglutaminase (Tgase) nas massas alimenticias. Foi utilizado o delineamento fatorial
22 com trés pontos centrais, sendo as variaveis independentes a concentragio da enzima
nos blends (0,5, 1,25 e 2%) e o tempo de incubacdo da enzima (15, 35 e 45 min) conforme
apresentado na tabela 4, totalizando 7 ensaios (Tabela 5). A Tgase foi adicionada na agua
para obter a concentracdo definida no delineamento. A farinha, condicionada com a agua
contendo a enzima, foi deixada em repouso em estufa a 50 °C (temperatura 6tima de
atividade segundo o fornecedor), em tempo definido no delineamento. As etapas de
producdo das massas alimenticias se deram conforme descrito no item 1.2.7. As massas
alimenticias foram caracterizadas quanto tempo de cozimento, volume, perda de sélidos
soluveis em agua e textura instrumental conforme metodologias descritas no item 1.2.8.

Tabela 4. Niveis das variaveis independentes estudadas na obtencéo
das massas alimenticias com adi¢do de enzima transglutaminase.

Variaveis Niveis
independentes 1 0 +1
X1 0,5 1,25 2,0
X2 15 35 45

X1= concentracdo da enzima (%). Xo= tempo de incubacdo (min).
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Tabela 5. Delineamento das massas produzidas com Tgase.

Tratamentos Concentracao Tempo de
Enzima (%) Incubacao (min)
1 0,5 15
2 2 15
3 0,5 45
4 2 45
5 1,25 30
6 1,25 30
7 1,25 30

2.2.10 Estudo de digestibilidade das proteinas

Para a simulacdo do processo de digestdo humana, as amostras (mistura crua) foram
submetidas as trés fases da digestdo: oral, gastrica e intestinal (intestino delgado), seguindo o
modelo harmonizado de digestdo humana INFOGEST(BRODKORB et al., 2019). A digestao foi
realizada em triplicata com o uso de um tubo controle (branco), contendo os fluidos digestivos
que simulam o processo de digestdo humana. As trés fases da digestdo foram realizadas a 37 °C.
A digestdo salivar foi de 30 segundos, seguida da digestdo gastrica por duas horas e intestinal
por mais duas horas. Apo6s a fase intestinal, as amostras foram centrifugadas (6000 x g, 20 min)
e 0s sobrenadantes foram congelados até o uso. Para a analise de proteinas sollveis, 0s
sobrenadantes das amostras digeridas foram analisados pelo método descrito por Bradford
(1976), baseando-se na mudanca de coloracao do reagente Comassie Blue G250, a 595 nm, em
que proteinas e peptideos maiores que 3000 Da sdo medidas em espectrofotdmetro digital
(Biospectro, modelo SP- 20, Curitiba, Brasil). Para a analise do teor de tirosina, os sobrenadantes
foram analisados pelo método descrito por (GOODWIN; MORTON, 1946), em que as amostras
foram precipitadas em um volume igual de 10% (p/v) de tricloroacético acido (TCA) durante a
noite a 4 °C para remover peptideos grandes. Em seguida, as amostras foram colocadas em uma
centrifuga Sorvall Legend R8 (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA) a 2146,56, 4 °C
por 20 min. O sobrenadante foi lido em um espectrofotdmetro AJX-3000PC (Micronal, Séo
Paulo, Brasil) em 280nm. A liberacgéo foi calculada de uma curva padrdo de tirosina.

2.2.11 Analises estatisticas

O ajuste dos dados experimentais ao modelo utilizado foi testado pela analise de
variancia (ANOVA) a partir do uso do teste de distribuicdo F a 5% de probabilidade
segundo o qual, um modelo de regressdo é significativo quando o valor do teste F
calculado é maior ou igual ao do teste F tabelado e, quanto maior o teste F calculado,
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mais preditivo é o modelo (BOX e WETZ, 1973). Para a interpretacdo dos dados e a predi¢do do
modelo, um coeficiente de regressdo (R?) é considerado bom quando apresenta valores acima de
95%. O processamento dos dados e a analise estatistica foram realizados com auxilio do
programa computacional Statistica, versdo 7.0 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA). Paraas massas
alimenticias foi feita a otimizacdo dos tratamentos experimentais utilizando a funcgéo
desejabilidade (Derringer &amp; Suich, 1980), utilizando as restricdes mencionadas acima.
Foram avaliados modelos matematicos polinomiais para o estudo da influéncia das variaveis
independentes sobre as respostas.

Os gréficos de superficie de resposta foram desenhados, com auxilio do mesmo
programa por meio do modelo matematico proposto, mantendo-se a resposta (variavel
dependente) em funcdo do eixo Z, com eixos X e Y representando as varidveis
independentes, a0 mesmo tempo em que as demais variaveis foram mantidas constantes
no ponto central (correspondente ao nivel codificado 0).

Para as anélises antes do processo de extrusdo os resultados foram discutidos por
meio da comparacgdo de médias analisadas pelo teste de Tukey (GOMES, 2000).

A Anélise de Componentes Principais (PCA) e coeficiente de Pearson (r) foram aplicadas
nas propriedades tecnoldgicas das farinhas, caracteristicas de cozimento e textura das massas

alimenticias, utilizando o software R (R Foundation for Statistical Computing, Viena, Austria).
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ABSTRACT

Gluten-free pasta is great options as main meals for celiacs and for those who choose
these products as healthy alternative and diversification. Often, gluten-free pasta does not meet
the quality desired by consumers. This study aimed to evaluate the effect of pre-cooked extrusion
flours of whole grain millet and chickpea and the addition of transglutaminase on the techno-
function quality of gluten-free pasta. The pre-cooked pasta with transglutaminase had an ideal
cooking time between 3 and 4 min, good protein (13-15 g 100 g—1) and dietary fiber (11 g 100
g-1). The presence of fiber in the flour caused a formation of compact structure resulting cooking
loss. The extruded dough presented a short cooking time due to broken starch, which promotes
greater water binding during cooking. Texture tests had significant results (p<0.05) for cohesion
and resilience. The pasta with 2% transglutaminase and 45 minutes of incubation showed better
cohesion and less resistance, making it difficult to return to its original shape.

Keywords: Extrusion cooking, cereal, pulses, enzyme, celiac, cooking quality.

INTRODUCTION

Celiac disease currently affects around 1% of the world's population(LEBWOHL,;
RUBIO-TAPIA, 2021). The only treatment is the elimination of gluten from the diet, and
therefore, it is necessary to expand the supply of new products that provide celiac consumers
with nutritious and tasty options (JALGAONKAR; JHA, 2016).

Although currently gluten-free products have already achieved good acceptance, they
still leave something to be desired in terms of diversity, nutritional and sensory quality, in
addition to high prices. The low diversity of products offered to celiacs, there isn't a loss in
sensory experience, but also a loss of many nutrients, since most of the flour used as an
ingredient in the formulation is refined, resulting from the processing of the grain for the
removal of the external layers rich in fibers, proteins, minerals and bioactive compounds
(WOITOWICZ; MOSCICKI, 2009).

Pasta is a good vehicle for adding nutrients, as it allows diversifying the ingredients of

the formulations without apparent loss of pasta quality (MERCIER et al., 2016).

The global market for gluten-free products has grown significantly in recent decades. It
was estimated at approximately 5.1 (US$ billion) in 2019 and is expected to reach almost 8.1
(USS$ billion) by 2026(RESEARCH, 2018). With a view to meeting this market gap, several
studies have sought to use alternative raw materials with high nutritional value to obtain
pasta(ALLEN; ORFILA, 2018; EL-SOHAIMY et al., 2020). In this regard, the use of grains
such as millet and pulses (dried legumes) can make a difference.

Millet is an ancestral cereal rich in proteins, fibers and other nutrients in smaller
proportions (DIAS MARTINS, 2019). In the context of climate change, it is a crop with the
potential to survive adverse conditions and contribute to food security (HASSAN et al, 2021).
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However, like other cereals, millet is limiting in the essential amino acid lysine and, therefore,
its association with legumes (non-limiting in lysine) can be a differential in the development of
products (DA SILVA, 2017). Among the legumes most studied in mixtures with cereals are
soybeans and, more recently, pulses (DE MESA et al., 2009; ARRIBAS et al., 2019; FELIX-
MEDINA et al., 2020). Pulse is the name given to dried leguminous seeds, represented mainly
by beans, chickpeas, lentils and peas (BRESCIANI et al., 2022). Chickpeas are a source of
vitamins, minerals and fiber and provide health benefits such as improving digestion, weight
control, reduction and prevention of the risk of developing some chronic diseases such as
diabetes, cardiovascular diseases and some types of cancer (SHI et al., 2004; JUKANTI et al.,
2012; YANG et al., 2013)

Cold extrusion is the most common technology for pasta production. The raw materials
are mixed and enter the extruder cylinder (temperature around 50 °C), where the product is
formed and molded(GUERREIRO, 2006). The sensorial and textural characteristics of gluten-
free pasta depend on the modification of the starch, as its raw materials are very different from
conventional pasta(BASSI et al., 2020). A strategy to improve the technological and sensory
quality of gluten-free pasta is the use of thermoplastic extrusion (FELLOWS, 2006).

In the process of cooking flours by thermoplastic extrusion, starch conversion and protein
denaturation occur due to heat treatment, high pressure and shear forces to which the material is
subjected. During extrusion, there is a loss of molecular organization of the starch granules from
the amorphous regions and, as the shear proceeds, rupture occurs between the crystalline
lamellae; the amorphous lamellae act as sites of weakness for fracture (MARTI et al., 2013;
MARTI et al., 2011). Physicochemical changes in starch granules and other constituents
promoted by extrusion lead to rheological changes resulting in the formation of a structured
network that mimics the gluten network. As a result, the quality of gluten-free pasta, especially
in terms of texture, can be significantly improved (CHEFTEL, 1986). Another advantage of
thermoplastic extrusion is that it is a continuous and sustainable process (less water and energy
consumption and no generation of effluents), in addition to being widely used in the food industry
(FELLOWS, 2017; CHOUPINA, 2015).

Another positive effect that can be obtained in thermoplastic extrusion processing is
related to the increase in the digestibility and availability of the nutrients present (CHEFTEL,
1986). This occurs due to protein denaturation and the rupture of starch granules, making the
material more accessible to enzymatic attack, facilitating its hydrolysis (ZHANG et al,, 2022).

In addition to thermoplastic extrusion, the use of enzymes such as transglutaminase
(Tgase) has been successful in improving the technological and sensory quality of gluten-free
bakery products (GUSMAO et al., 2019). The enzyme acts by cross-linking lysine and glutamine
residues, forming an &-(y- glutamyl )-lysine bond and creating a stable protein network that helps
reduce the loss of solids in water and improve the texture of the product (DONGHONG et al.,
2020; SILVA et al., 2020).
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The objective of this work was to develop a gluten-free pasta with good nutritional and
technological quality based on millet and chickpeas.

MATERIALS AND METHODS

Materials

Chickpea grains were donated by Industria de Alimentos Granfino (Nova lguagu,
Brazil) and millet grains (Pennisetum glaucum (L.) R. Br), hybrid ADRg9070, were donated
by Atto Sementes (Rondondpolis, MS). The microbial transglutaminase (Tgase) enzyme
(Activa TG®-S-NF) was donated by the company AJINOMOTO (Séo Paulo, Brazil).
Commercial brown rice pasta (control) was purchased from a local market in Rio de Janeiro
(Brazil).

Chemical composition

The chemical composition of millet and chickpea flours in natura was carried out
according to the official analytical methods of the AOAC (2000): moisture (method 925.09),
fat (method 945.38), total protein (method 2001.11, factor 5.75 ), ash (method 923.03), total
dietary fiber (soluble and insoluble) (method 991.43). Carbohydrate was calculated by
difference.

Flour preparation

To obtain whole grain flours, millet and chickpeas were ground in an LM3600 disk mill
(Perten Instruments AB, Huddinge, Sweden) and subsequently in an LM3100 hammer mill with
a 0.8 mm sieve opening (Perten Instruments AB, Huddinge, Sweden). The particle size
distribution was conducted in a sieve shaker (Ro-Tap model RX-29, WS Tyler, Mentor, USA),
according to Germani et al. (30).

Pre-cooked flour

In order to obtain pre-cooked flour, the formulations determined in the design were
processed in an Evolum HT25 twin-screw extruder (Clextral Inc., Firminy, France), equipped
with an 8 mm opening die, ten heating zones set at temperatures of 25, 25, 30, 60, 80, 110,
110, 110, 100, 100 °C (from the feeding to the outlet), and constant screw speed at 350 rpm
(values defined in preliminary tests). For the extrusion of the flours, a 22 factorial design was

used with three central points, with the independent variables moisture (20, 35 and 50%) and
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millet content of the mixtures (30, 50 and 70%) complemented to 100% with chickpea, totaling
7 experimental tests . The flours were fed into a twin-screw gravimetric feeder model GRMD15
(Schenck Process, Darmstadt, Germany) at a constant rate of 6 kg/h, and the process was
monitored by the Schenck Process Easy Serve software (Schenck Process, Darmstadt,
Germany). Water was injected between the first and second zones of the extruder through a port
with an internal diameter of 5.25 mm using a Super K PP 6.35 plunger metering pump (DKM
Clextral Inc., Firminy, France) to obtain the levels of moisture of 20, 35 and 50%. The collected
extrudates were dried in a forced air oven at 70 °C overnight and then ground into extruded

whole meal flours (pre-cooked flours).

Technological evaluation of raw and pre-cooked flours
Paste viscosity

Paste viscosity was determined using a Series 4 Rapid Visco Analyzer (RVA) ( Newport
Scientific Pty Ltd., Warriewood , Australia) in accordance with COMETTANT-RABANAL et
al., 2021. The measured parameters were cold viscosity, peak viscosity, minimum viscosity,
breakdown, final viscosity and setback. Measurements were performed in duplicates.

Water solubility index (WSI) and water absorption (WAI)

ISA and IAA determinations were performed according to the methodology described
by Anderson et al. (1969) modified, in quadruplicate. The ISA (%) was calculated by the
proportion of the weight of the evaporated residue (g) and the weight of the sample (g),
multiplied by 100 and the IAA (g water/g dry matter) was calculated by the proportion of the
weight of the residue after centrifugation (g) and sample weight (g).

Pasta production

The fusili pasta shape was produced in a Pastaia 2 pasta extruder (ITALVISA, Tatui,
Brazil) using the extruded flours (pre-cooked) according to the methodology described in
MINGUITA etal., 2015. The moisture of the blends, defined in preliminary tests, was set at 36%.
Drying was carried out in an oven until the final moisture of the product reached 13%. The pasta
was cooled at room temperature and stored in plastic bags until further analysis.

Technological characterization of pasta

The cooking test was carried out according to the AACC method n. 16-50 (1995). The
evaluated parameters were: cooking time, increase in weight of the cooked product, increase in
the bulk of the cooked product and loss of soluble solids in the cooking water. The texture of the

pasta was determined by texture profile analysis (TPA) using the TA-XT Plus texturometer
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(Stable Micro Systems, Surrey, UK) equipped with a 30 kg load cell and 15 mm diameter
aluminum probe. The analysis was controlled by Exponent software version 6.1.11.0 (Stable
Micro Systems, Surrey, UK) at 50% compression and 5 s cycle according to SCHOBER et al.,
2005The measured parameters were: hardness, adhesiveness, cohesiveness, elasticity, chewiness

and resilience.

Optimization of pasta and preparation of pasta with transglutaminase (Tgase)

Based on the results obtained in the experimental design, the experiment was optimized
(desirability function) to obtain pre-cooked flour, the basic ingredient in the preparation of pasta.
The following restrictions were considered: maximum increase in bulk (1), minimum cooking
time (-1) and minimum loss of soluble solids (-1). This condition was used in a new processing
in the thermoplastic extruder to obtain the optimized pre-cooked flour (called blend TO) which
was used to obtain pasta containing enzyme. A new experimental design was carried out to study
the effect of adding Tgase to pasta. A 22 factorial design with three central points was used, with
the independent variables adding enzyme concentrations of 0.5, 1,25 and 2,0% at incubation time
of 15, 35 and 45 min, totaling 7 trials. Tgase was added in the water to obtain the concentration
defined in the design. The flour was conditioned with water containing the enzyme and allowed
to rest in an oven at 50 °C (optimum activity temperature according to the supplier) at the defined
time. The other processing steps followed the description (item 2.6). The fusilli shape pasta was
characterized by cooking time, bulk, loss of water-soluble solids and instrumental texture

according to previously described methodologies.

Protein digestibility study (soluble proteins and tyrosine content)

In vitro digestion simulation, two pastas produced with the same composition
(millet/chickpea proportion of 54/46) and processing moisture (36% moisture) were used,
however, one with Tgase (Tg3) chosen by the best cooking results, texture and appearance, and
the other without the addition of Tgase. For comparison, a commercial rice-based pasta was also
evaluated. The simulation was performed based on the INFOGEST simulated digestion protocol
(BRODKORSB et al., 2019). After digestion, the fractions were collected, centrifuged (6000 x g
for 20 min) and the supernatants were analyzed for protein digestion and quantified using the
Bradford method (BRADFORD, 1976). The release was calculated from a standard tyrosine
curve (GOODWIN; MORTON, 1946).

Statistical analysis

To evaluate the extruded flours (pre-cooked flours) analysis of variance (ANOVA) was
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carried out, at a 5% significance level, using the Statistica 7.5 software (StatSoft, Tulsa, USA).
For pasta, the experimental treatments were optimized using the desirability function (Derringer
& Suich, 1980), using the restrictions mentioned above. Polynomial mathematical models were
evaluated to study the influence of independent variables on responses. Principal Component
Analysis (PCA) and Pearson's coefficient (r) were applied to the technological properties of
flours, cooking characteristics and texture of pasta, using the R software (R Foundation for

Statistical Computing, Vienna, Austria).

RESULTS AND DISCUSSION

Characterization of millet and chickpea flours and mixtures
Chemical composition

Chickpeas and millet had high values for fibers, proteins and carbohydrates, making their
combination an interesting combination from a nutritional point of view (Table 1).

The incorporation of proteins for the production of gluten-free pasta can be beneficial not
only in terms of nutritional enrichment, but can also significantly improve the texture of these
products (MARTI et al., 2013). With the consumption of a portion of approximately 200 g of
pasta, all blends had protein contents capable of supplying more than 20% of the daily need for
protein intake (0.8 g per kg of body weight), which is necessary for the growth, conservation and
repair of organs, tissues and cells (LONNIE et al., 2018). As for the mineral content, the mixed
flours presented values between 1.9 and 2.5%. The presence of the pericarp guarantees a higher
mineral content and contributes to the browning of the flour and, consequently, the pasta. The
total dietary fiber (TDF) content of millet flours varied between 10.1 and 12.0 g/100g. Chickpea
had a higher fiber content than millet and, consequently, mixtures with a higher chickpea content
a higher fiber content. The use of 50 g of any of the formulated mixtures provides at least 25%
of the Recommended Daily Intake (RDA) of dietary fiber (ANVISA), 2003). The 54/46
formulation can be classified as a source of protein and fiber flour (ANVISA, 2012). In 100 g of
raw pasta, the caloric value of this mixture was 372.58 kcal. Whereas, the pasta

after cooking it increases twice its original weight, it can be suggested that in a portion of
200 g of cooked pasta it supplies an average of 18% of the daily energy recommendations,
according to the USDA (2020).

Table 1. Proximal composition (dry basis) of raw materials and blends used for pasta production.

Raw material Protein Fat Ash TDF* Carb Calories
(%) (%) (%) (%) (%) (kcal)

millet 9.4 +0.02° 5.7+0.20° 1.5+0.25° 10.1+0.43" 65.8+0.12%8 353.3+0.012

chickpea 17.4 + 22° 5.3+0.10° 2.9+0.34% 12.6+0.36% 54.6+0.47° 336.0+0.02°

42



blends**

(millet/chickpea)

30/70 15.07 5.44 2.53 11.83 57.95 340.95
70/30 11.88 5.62 1.94 10.84 62.42 347.47
50/50 13.48 5.53 2.24 11.34 60.19 344.22
54/46 13.16 5.55 2.17 11.25 60.64 372.58

*total dietary fiber. ** calculated from raw material values.

Particle size distribution

Millet flour was coarser than chickpea flour showing 82% and 66% of the particles larger
than 150 um, respectively (Figure 1). 54:46 blend flour (millet/chickpea), selected as the best
proportion, according to the desirability function, showed more than 83% of particles larger than
150 pm. Although the milling process was the same, the natural variation (chemical and
structural) between the raw materials can explain the observed differences. To obtain pasta, it is
desirable that the particles have uniform sizes and densities, to prevent segregation during mixing
and transportation before the extrusion process (ASCHERI et al., 2011). In extrusion processing
(CARVALHO et al., 2010)and in the preparation of pasta, a greater uniformity of the particles
allows the elaboration of a final product with better sensory quality, mainly in terms of texture,
flavor and visual appearance. This is because the product absorbs water homogeneously (PERES
et al., 2010).

Particle Size
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Figure 1. Particle size distribution of raw millet and chickpea flours
and the 54/46 mix (millet/chickpea).

Water solubility index (WSI), water absorption index (WAI) of extruded flours

The determination coefficient (R?) of the WSI explained 97% of the total variation of
the response variable around the mean and 3% is attributed to the residuals. The lack of
adjustment of the model to the experimental data is not evident (p > 0.05). All factors had a
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negative influence on the responses, however, only linear moisture, millet content in quadratic
form and the interaction of factors were significant (p < 0.05) in the WSI (Figure 3). Moisture
had a negative linear effect and millet content had a negative quadratic effect with minimum WSI
values close to the central point. Maximum WSI values are found in extrusion treatments with
lower moisture and high protein concentration (Table 2). Under these conditions, fragmentation
of gelatinized starch and protein denaturation may have resulted in dissociation and unfolding of
molecules, increasing solubility (GUJSKA; 1991; WANG et al., 2015). The WSI parameter
reflects the degree of starch granule degradation and showed a negative correlation with
minimum viscosity (MV), peak viscosity or maximum viscosity (PV), final viscosity (FV) and
setback (SB) responses of the paste properties (Figure 5).

The WAI ranged from 3 to 4.2% (Table 2), similar values of WAI in extruded grains
have been reported in literature (ABDALLA, A., MUSTAFA, 2014; DIAS-MARTINS et al.,
2019). R 2 explained 78% of the variable's total variation, with a non-significant lack of
adjustment (p > 0.05). The treatments did not differ from each other (p > 0.05), thus, the moisture
content and the percentage of millet in the blends did not affect the water absorption of the flours
(results not shown).
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Table 2. Physical and pasting properties characterization flour and cooking quality of pasta.

Independent variables

Dependent variables

Pre-cooked flour Pasta

Test M%i;: )ure (prc':/rIJ/o C;t?on) Pasting properties

WSI WAI TC w VOL CL H A E C G M R CT

cv MV PV DB FV SB

T1 20 30/70 17 3.40 55 82 94 12 176 94 9 102 134 12 2.86 -1.0 112 077 222 245 04 3.6
T2 20 70/30 23 4.28 46 11 32 21 320 21 10 46 65 13 1125 -7.0 093 068 749 692 0.2 14
T3 50 30/70 15 330 22 150 155 5 310 160 45 62 108 20 149 -05 088 071 104 097 03 23
T4 50 70/30 7 335 23 222 386 164 570 348 4.4 80 108 7 212 -03 108 069 145 15 03 34
T5 35 50/50 11 3.20 23 159 219 59 441 282 43 74 105 14 2.22 -0.6 107 074 163 176 03 3.2
T6 35 50/50 9 3.43 34 240 303 63 581 341 4.3 82 117 14 1.50 -0.2 127 073 11 143 03 31
T7 35 50/50 10 3.07 19 235 296 61 561 326 4.3 79 109 14 1.92 -0.4 105 075 144 152 040 42

WSI: water solubility index (%); WAI: water absorption index (g water/g sample); CV: initial viscosity (cP); MV: minimum viscosity after heating (cP); PV: peak viscosity (cP);
BD: breakdown or breakdown of viscosity (cP); FV: final paste viscosity (cP); SB: setback or tendency to retrogradation (cP). TC: cooking time (min); W: weight; VOL.: increase in
bulk of pasta (%); SS: cooking loss (%); H: Hardness (N); A: adhesiveness; E: elasticity; C: cohesiveness; G: gumminess; M: chewiness; A: resilience; CT: cut
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Pasting Properties

The viscosity profile of the raw and extruded flours shown in Figure 2. It can be noted
that the raw materials had low viscosity curves. PV and FV had a significant linear influence of
moisture and the experimental models explained 86% and 87% of the total variation obtained,
respectively. There was no evidence of lack of adjustment of the model to the experimental data
(p > 0.05). Higher values of maximum or peak of viscosity (PV) and final viscosity (FV) at
higher moisture content indicate that the increase in moisture in the material exerts a lubricating
effect inside the extruder, which tends to reduce its internal temperature, causing less shearing
of the samples. As a result, the starch that has not undergone complete cooking as well as
depolymerization and molecular disarrangement in order to interact with water molecules,
arrives intact at the heating cycle, increasing the viscosity values at 95 °C and therefore the final
viscosity, as similar to other researches based on cereals and pulses (SILVA,; et al, 2016; TEBA
et al., 2009). An expressive PV of the T4 blend is also observed, suggesting that the extrusion
had the effect of undoing the action of an intrinsic property of the formulation, which in the
flour without extrusion prevented the formation of the PV. The stability of starch at high
temperatures, under mechanical agitation, can be observed by the obtained values of breakdown
(BD) being of great importance in the preparation of pre-cooked pasta, since it indicates the
ability of the product to remain intact during cooking (CORNEJO-RAMIREZ et al., 2018). The
high R? of the response indicated a good fit of the model to the experimental data, since it
explains 99% of the total variation of the response variable around the mean and only 1% is
attributed to the residuals. The regression coefficients show that all variables and their
interactions contributed to the response. The retrogradation viscosity or setback (SB) measures
the difference between the final viscosity and the lowest viscosity value after the peak, with R?
explaining 94% of the total variation of the response variable. The quadratic effect of the
mixture and the linear effect of moisture contributed to the values found for SB. In both answers,
the millet content in the blend is the factor that exerts the most influence, that is, there is a
greater presence of starch, which, as seen in the previous answers, along with moisture,
remained preserved in greater quantity. Starch is made up of two fractions: amylose and
amylopectin. When starchy solutions are cooled, there is formation of gels or microcrystalline
precipitates, due to the tendency for the formation of intermolecular bonds of the amylose
fraction, which does not happen with amylopectin, due to the ramifications present in the

molecule. This regrouping between the amylose fractions is known as retrogradation.
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Figure 2. Pasting properties of raw (A)30/70 (millet/chickpea); 70/30(millet/chickpea);
50/50(millet/chickpea), and pre-cooked (B) flours. T1 (30/70 and 20% moisture); T2 (70/30 and
20% moisture); T3 (30/70 and 50% moisture); T4 (70/30 and 50% moisture); T5 to T7 (50/50 and
35% moisture); 54/46 (millet/ chick pea and 36% moisture).
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WSI=36,93 -0,8722* blend+ 0,0117*blend"2 + 0,0485*
moisture-0,0079*blend*moisture
R adj= 0,97278

AN

PV=-309,29+20,0541*blend-0,265*blend*2-5,2916*
moisture+0,2441*blend* moisture
R adj= 0,8614
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FV =-946,02+53,63*blend- 0,6397*blend"2-5,6333*
umidade+ 0,3366*blend*umidade
R adj=0,8774

BD=28,91+0,39166*blend- 0,0266*blend*2-3,9833*
moisture+ 0,125*blend*moisture
R adj= 0,9989

SB =-607,81+33,97*blend- 0,4014* blend"2 - 4,3250*
moisture+ 0,2175* blend * moisture
R adj= 0,94628

LASas

Figure 3. Response surfaces of the effect of extrusion on the physical properties the
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extruded flours: WSI: water solubility index (%); PV: peak viscosity (cP); FV: final paste viscosity
(cP); BD: breakdown or breakdown of viscosity (cP), setback or retrogradation (SB).

Pasta cooking test

The values of cooking time, increase in weight of the cooked product, increase in the volume
of the cooked product and cooking loss ranged from 4 to 11 min, 46 to 102%, 65 to 134% and 7
to 20%, respectively. According to Hummel (HUMMEL, 1966), the desirable characteristics of a
pasta are an increase in bulk density greater than 100%, a short time of cooking with low loss of
solids and gain in weight lower than 200%. The origin and properties of the raw material, the
format of the product, the type of processing and the drying condition and the cooking itself
influence the responses. For TC, R2 explained 99% of the total variation observed. A strong linear
effect of moisture was observed, indicating that the variation in cooking time was inversely
proportional to the percentage of processing moisture (Figure 4). It can be suggested that the starch
conversion and protein denaturation caused by extrusion was greatly affected by the extensive
presence of water resulting in shorter cooking time. The same was observed by Silva et al. (SILVA
et al., 2016). The increase in moisture resulted in a decrease in the optimal cooking time of pre-
cooked rice and corn pasta. Bulk increase values varied between 65 and 134%. Higher VOL were
found in pasta with higher chickpea content (negative linear blend) and high interaction (blend x
moisture) (p < 0.05), the R? explaining 91% of the total variation of the response variable, shows
us a predictive model. This answer depends on factors such as cooking time and the shape of the
dough, in addition to the quality and quantity of proteins (which were present in greater quantities
where VOL was higher) which, in the mixing process, hydrate and absorb water, and the more The
faster the formation of this continuous network of proteins, the more limited the expansion of the
starch will be, ensuring firm consistency in the doughs, directly reflecting on the final bulk
(MENEGASSI; 2006). Observing the correlation graph (Figure 5) there is a high positive
correspondence between the bulk of pasta and weight gain. This relationship can be observed in
the T1 and T6 formulations.
For cooking loss (SS), the negative interaction effects of the factors, negative linear and

positive quadratic effect of the blend were significant. The models presented a high coefficient of
determination (R? > 99%), showing that they adjusted well to the experimental data. Pasta with
more millet and higher processing moisture (T4) had the lowest SS (Table 2), where we also found
the lowest WSI value, proving the direct influence of this parameter on cooking quality. According
to Silva et al. (2016), greater hydration can benefit swelling, reducing losses during pasta cooking.
Thus, its suggested that the increase in moisture level may have contributed to the denaturation of
the proteins, which, consequently, happened the insolubilization of proteins, better retaining the
starch in the matrix of the pasta, thus reducing the losses of soluble solids. Furthermore, the
intrinsic characteristics of the raw materials (amount of lipids and starch) also directly interfere
with cooking properties (CHEFTEL, 1986).
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COOKING TIME=25,106-0,6373* blend+0,0068*blend*2
-0,1235*moisture-0,0009*blend*moisture
R adj=0,9999

Ly SR

WEIGHT=177,04-1,175*blend-0,014583*blend"2-3,1833
*moisture+0,0616*blend*moisture

R adj= 0,9464
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BULK=203,02-1,2291*blend-0,0164*blend"2-2,591
*moisture+0,0575*blend*moisture
R adj=0,9139

COOKING LOSS=-5,4708+0,5216*blend-0,002791*
blend*2+0,5766*moisture-0,011*blend*moisture

R adj= 0,9967

2410
g
2
A 2
1 =
23 B 14
o ) 10

[y

Figure 4. Response surfaces of the effect of moisture and millet/chickpea ratio on the
quality paste properties: weight, bulk density and cooking time.

The instrumental texture of pasta after cooking was determined by measuring hardness,
adhesiveness, cohesiveness, elasticity, chewiness and resilience. The mathematical models
presented coefficient of determination greater than 0.91, indicating a good fit of the experimental
data. The treatments did not differ from each other (p > 0.05) for any of the texture responses,
showing that the variables processing moisture content and millet/chickpea proportion, in the
experimental studied range did not affect the texture of the pasta (data not shown).
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Figure 5. Multivariate analysis of extruded flours and pasta without addition of Tgase (a) main
component analysis PCA- Biplo; and (b) correlogram. ISA: water solubility index (%); IAA: water
absorption index (g water/g sample); PV: peak viscosity (cP); MV: minimum viscosity after
heating (cP); BD: breakdown or breakdown of viscosity (cP); SB: setback or tendency to
retrogradation (cP); CV: initial viscosity (cP); W: weight MVC: maximum viscosity during
cooling; FV: final paste viscosity (cP). TC: cooking time (min); VOL.: increase in bulk of pasta
(%); SS: cooking loss (%); D: Hardness (N); A: adhesiveness; E: elasticity; C: cohesiveness; G:
gumminess; M: chewiness; R: resilience.

Optimization of pasta production

In order to optimize the extrusion process to obtain pre-cooked flour for the preparation of
pasta, the technological performance of the cooked product was considered. The ideal pre-cooked
millet and chickpea pasta would be the one with a higher value in bulk density, lower cooking time

and, lower soluble solids content. Based on these criteria, the pasta that meet the aforementioned
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restrictions was the one with 54% millet and 46% chickpea processed at 36% moisture. At these
conditions, the predictive value for the overall desirability of pasta was 68%, which was the oner

chosen to be added of Tgase.

Technological characterization of pasta with added Tgase

The results for cooking time, increase in weight and bulk and the cooking loss of pasta
prepared with the addition of enzyme ranged from 3 to 3.17 min, 88 to 111%, 90 to 172% and 8.8
to 15%, respectively (Table 3). The models presented R? greater than 82%, showing that they
adjusted well to the experimental data. The TC was influenced by the negative linear effect of
Tgase, by the interaction of factors and by the positive linear effect of incubation (Figure 6). As
the Tgase concentration increases along with the interaction with the incubation time, the TC is
smaller. The TC according to Cruz & Soares (CRUZ; SOARES, 2004)is a function of the cohesion
of the pasta, by the interaction of the proteins and the present starch. Enzyme-catalyzed cross-
linking strengthened the protein network, making it more cohesive, but decreasing protein-starch
interactions, making the starch more available for water absorption, thus leading to faster cooking.
The negative linear effect of incubation exerted a significant influence on weight gain and the
interaction effect influenced bulk increase (p < 0.05). For weight, the bulk response would have a
cumulative Tgase effect, with more crosslinks between proteins being formed if the enzyme has
more time to act, as observed in the experiment for bread doughs in the work of Gerrard et al.
(1998), in addition to being able to be associated with greater water retention provided by the
presence of Tgase (HUANG et al., 2010). The cooking loss was influenced by the linear effect of
adding Tgase (p <0.05) (Figure 6), indicating that cross-linking between protein chains (by Tgase)
may have decreased protein-starch interactions, resulting in greater starch leaching into the
cooking water and where the incubation time was longer, a decrease in weight gain was found. A
high value of cooking loss is not desirable, not only because of the loss of product yield, but also
because it results in a baked product with a sticky surface, which affects the sensory aspects
(SHIAU; CHANG, 2013).
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Table 3. Cooking test of pasta with and without Tgase and a commercial product.

Test Independent dependent variables

variables

Tgase Incubation

content  time (min) | CT W VL SS D A E Cc G M R CT

(%)
Togl 0.50 15 3.17 111 172 115 101 -036 101 0.73 071 0.727 040 2.50
Tg2 2.00 15 3.00 109 90 136 095 -022 107 072 066 0.675 030 241
Tg3 0.50 45 3.15 88 102 88 100 -0.37 096 0.72 0.74 0.736 0.30 253
Tgd 2.00 45 3.12 92 133 152 0.72 -0.34 098 064 046 0459 030 220
Rg5 1.25 35 3.12 101 100 11.7 069 -0.10 098 0.73 051 0553 040 1.85
Tg6 1.25 35 3.13 108 114 126 091 -056 101 0.73 066 0.635 040 1.80
Tg7 1.25 35 3.12 107 9 116 089 -083 094 074 066 0.640 040 212
Control* 4.00 118 189 145 090 -0.30 1.02 075 068 070 043 321
Commercial** 11.20 125 122 224 596 122 1.00 080 550 592 0.60 6.00

TC: cooking time (min); W: weight; VL: increase in bulk of pasta (%); SS: cooking loss (%); D: hardness (N); A:
adhesiveness; E: elasticity; C: cohesiveness; G: gumminess; M: chewiness; A: resilience; CT: cut; *without
enzyme; **based on rice.



COOKING TIME=3,25-0,1377*enzyme-0,0088*enzyme*2
-0,0022*incubation+0,0031*enzyme*incubation

R adj=0,9887

P SO0

BULK=286,35-175,29*enzyme+33,1851*enzyme*2-3,58
*incubation+2,51*enzyme*incubation
R adj=0,8917
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COOKING LOSS=13,25-0,9962*enzyme+0,3851
*enzyme’2-0,1377*incubation+0,0955*enzyme*incubation
R adj=0,9233

HIEEONSRCAD
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WEIGHT=108,75+35,18*enzyme-15,40*enzyme’2
-0,8333*incubation+0,1333*enzyme*incubation
R adj=0,82356
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HARDNESS=-122,73+291,78*enzyme-88,58*enzyme*2
+0,0108%incubation-0,0221*enzyme*incubation
R adj=0,9996

COHESIVINESS=-134,89+187,53*¢nzyme-35,04*
enzyme”2+4,47*incubation2,20*enzyme*incubation
R adj=0,9993
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o
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RESILIENCE=-136,96+189,85*enzyme-35,43*enzyme”2
+4,53*incubation-2,23*enzyme*incubation
R adj= 0,9993

orEneIR

Figure 6. Response surfaces of the effect of enzyme concentration and incubation time on
cooking quality and texture attributes of whole grain millet and chickpea blend pasta

Regarding the texture properties, hardness, cohesiveness and resilience showed significant
effects (p <0.05). Hardness relates to the force within the mouth required to compress a substance
between the molar teeth or between the tongue and palate. VValues ranged from 0.6 to 1.0 N and were
highly influenced by linear and quadratic effects of enzyme addition. Cohesion and resilience were
significantly affected by all variables studied. Cohesiveness is defined as the force that keeps the
dough intact, and affects the chewiness of the pasta (OJUKWU et al., 2020), and resilience indicates
the product's ability to recover after applying force. Values for cohesiveness ranged from 0.6 to 0.7
and for resilience from 0.3 to 0.4 (Table 3). For these responses, all factors were significant (p <0.05),
with the incubation time factor being more expressive. In added doughs containing Tgase, cross-
linking promoted by the enzyme produces a stronger protein network and encloses the starch, thus
helping to limit excessive water absorption during cooking, which contributes to lower solubility,
more bulk and weight of the dough (YEOH et al., 2011). Figure 7 shows the high correlation (values
closer to 1 indicate high correlation and values in red indicate inversely proportional correlation)
between cooking properties and pasta texture. Higher concentrations of Tgase, in general, improved
the cooking properties since they reduced the cooking time, and increased the weight and bulk of the
pasta, except for the loss of solids in water, which was higher. This characteristic negatively affects
the textural properties of the pasta. Behaviors similar to these were found in fiber-enriched pasta
(SISSONS et al., 2010). In addition, extrusion may have contributed to the reduction of the available
lysine (VALIM; BATISTUTI, 2000) thus reducing the power of action of the enzyme in the pasta.
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Figure 7. Multivariate analyzes of pasta with Tgase: (a) main component PCA-Biplo analysis and
(b) correlogram. TC: cooking time (min); w: weight; VL: pasta bulk increase (%); SS: cooking loss
(%); D: hardness (N); A: adhesiveness; E: elasticity; C: cohesiveness; G: gumminess; W: Weight; M:
chewiness; A: resilience.
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Protein digestibility of pasta

Protein digestibility is measured by the amount of protein hydrolyzed by digestive enzymes
to amino acids, therefore available for absorption as amino acids by the animal or human body (PIRES
et al., 2006). Digestibility is the first factor that reflects the efficiency of protein utilization in the diet,
which is a condition for defining its nutritional quality. Table 4 shows the values of soluble protein
concentrations and tyrosine content of pasta evaluated after in vitro digestion, where Tg3 has 54%
millet, 46% chickpea, 0.5% Tgase with an incubation time of 45 min, Tsem no enzyme was added
and commercial pasta of brown rice. The results referring to the quantification of soluble proteins
evaluated in the supernatant of the matrices tested after digestion did not differ significantly from
each other ( p >0.05), but showed that when compared with the commercial pasta, the pasta without
Tgase presented 3.3% the more soluble protein, in the pasta with Tgase this increase was 9.5%.
Quantifying the tyrosine content when compared with the commercial pasta, the pasta without Tgase
presented 24% more tyrosine content, in the pasta with Tgase this increase was 22%. The
determination of tyrosine refers to the amino acids that are being “released” from the protein structure
during the digestion process, indicating the action of proteolytic enzymes in the reaction system
(GOODWIN; MORTON, 1946). Based on this information, the greater protein digestibility of the
extruded product is confirmed, as already explored in the literature (CHEFTEL, 1986;
COMETTANT-RABANAL et al., 2021; DE MESA et al, 2012). Several recent studies have reported
the role of TG application in reducing protein digestibility (GLUSAC, et al., 2020; ROMANO et al.,
2016), while other research have shown opposite results (HAVENAAR et al, 2013; ROMANO et al.,
2019).

Table 4. Soluble protein content and tyrosine content after digestion of pasta.

Samples Soluble proteins Tyrosine content
(mg/ mL) (mg/ mL)
Tg3 0.264 £ 0.03 2 0.338+0.00°
Tsem 0.249+0.01° 0.344+0.01°
Commercial 0.241+0.002 0.227 +0.05 ¢

Tg3: better pasta with Tgase; Tsem: pasta without Tgase of the optimization blends; Commercial:
commercial brown rice pasta; different letters in the same column represent statistically different values

(p <0.05) by Tukey's test for paired samples.

Conclusions

The quality of the pasta produced, it was possible to obtain products from pre-cooked pearl
millet flour and chickpea flour with low cooking time, twice as much weight and volume gain and
cooking losses, desirable parameters for dry pasta. As for the texture characteristics, the enzyme
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provided improvements in the hardness and cohesion of the dough, but it could be better with the use
of specific transglutaminase for pasta already on the market. Extrusion cooking improved the water
absorption capacity of whole grain flours allowing them to approximate the viscoelastic properties of
a gluten network, however, it may have reduced the availability of lysine by the maillard reaction,
which may have reduced the Tgase action potential. From a nutritional point of view, chickpea-pea
millet pasta showed excellent nutritional quality, with a higher protein content (more than 12 g/100
g). As for digestibility, there was no significant difference in the soluble protein content, and as for
amino acids, millet and chickpea pasta showed higher values than commercial pasta.
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CONCLUSAO GERAL

Massas alimenticias de milheto e gréo-de-bico podem ser considerados produtos que possuem
grande potencial de comercializac¢do pela industria de alimentos e especificamente mercado brasileiro
aparece como um nicho de producdo agricola e industrial ja que é praticamente nula a exploracéo do
milheto. Tendo em vista que diante das novas regras de informacdes e padrfes para caracterizagao
dos produtos como integrais, as massas alimenticias de milheto e grdo-de-bico produzidas, por serem
produzidas com matérias-primas 100% integrais, tornam o produto atrativo ao mercado nacional.

Quanto a qualidade das massas alimenticias produzidas, foi possivel obter produtos a partir
de farinha pré-cozida de milheto e farinha de grdo-de-bico com baixo tempo de coccdo, ganho de
peso e volume duas vezes maior e perdas no cozimento, parametros desejaveis para massas
alimenticias secas. Quanto as caracteristicas de textura, a enzima proporcionou melhorias na dureza
e coesdo da massa, mas podendo ser melhor com o uso da transglutaminase especifica para massas
alimenticias ja existentes no mercado. O cozimento por extrusao melhorou a capacidade de absor¢édo
de 4gua das farinhas de grdos integrais permitindo que elas se aproximassem das propriedades
viscoelasticas de uma rede de glaten, porém, pode ter reduzido a disponibilidade de lisina pela reagédo
de maillard, o que pode ter reduzido o potencial de acdo da Tgase. Do ponto de vista nutricional, a
massa integral de milheto e gréo-de-bico apresentou excelente qualidade nutricional, destacando-se
0 maior teor de proteina (mais de 12 g/100 g). Quanto a digestibilidade, ndo houve diferenca
significativa no teor de proteina sollvel, e quanto aos aminoacidos, o macarrdo integral de milheto e
grédo-de-bico apresentou valores superiores aos do macarrdo comercial.
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ANEXOS

Anexo A. Imagens das massas alimenticias pré-cozidas a base de milheto e grédo-de-bico.

T1: 20% Umidade, 30% milheto; T2: 20% Umidade, 70% milheto; T3: 50% Umidade, 30% milheto; T4:50% Umidade, 70%
milheto; T5 a T7: 35% Umidade, 50 % milheto.

Anexo B. Imagens das massas alimenticias pré-cozidas a base de milheto e grao-de-bico adicionadas
da enzima transglutamlnase

TG1: 0,5% de Tgase, 15 minutos de incubacéo; TG2: 2% de Tgase, 15 minutos de incubagéo; TG3: 0,5% de Tgase, 45 minutos de
incubacéo; TG4: 2% de Tgase, 45 minutos de incubagdo; TG5 a TG7: 1,25% de Tgase, 35 minutos de incubacéo.
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