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1. INTRODUÇÃO 

 
As proteínas apresentam papel importante na melhoria das propriedades 

emulsificantes de diversos alimentos industrializados, como maioneses, patês, 
iogurtes, embutidos, chocolates e sorvetes. Uma das principais características 
que permitem que as proteínas sejam capazes de melhorar as propriedades 
funcionais dos alimentos é a presença de regiões hidrofóbicas e hidrofílicas. A 
presença dessas regiões é responsável pela propriedade emulsificante das 
proteínas, visto que as zonas hidrofóbicas e hidrofílicas, na mesma molécula, são 
capazes de reduzir a tensão superficial e interagirem na interface da emulsão 
(FOEGEDING; DAVIS, 2011).  

Recentemente, pesquisadores têm investigado os efeitos da hidrólise 
enzimática sobre as propriedades funcionais e nutricionais de proteínas vegetais 
(JAMDAR et al., 2010). Supostamente, esses efeitos estão relacionados à 
modificação da conformação e estrutura nativa da proteína, sendo associados à 
diminuição do peso molecular, aumento dos grupamentos ionizáveis e à 
exposição de grupos hidrofóbicos, até então ocultos na estrutura enovelada das 
proteínas (ZHAO et al., 2011). AVRAMENKO et al. (2013) avaliaram as 
propriedades emulsificantes de hidrolisados proteicos de lentilha obtidos pela 
ação da enzima tripsina. Segundo esses autores, os hidrolisados proteicos 
obtiveram melhor capacidade emulsificante e maior estabilidade de emulsão do 
que o tratamento controle (isolado proteico de lentilha). 

Estudos relacionados à funcionalidade dos hidrolisados proteicos são 
importantes para a efetiva utilização dos mesmos como ingredientes alimentares. 
O estudo dos efeitos da hidrólise enzimática sobre fontes proteicas abundantes 
no Brasil ainda é pouco explorado, como em feijão, que é importante para o 
desenvolvimento de ingredientes com características aprimoradas e para agregar 
valor aos subprodutos da indústria de feijão (feijão quebrado e feijão velho). 
Assim, objetivou-se com este trabalho avaliar efeitos da hidrólise enzimática, 
realizada com as enzimas comerciais alcalase e pepsina, sobre a fluorescência 
relativa e a estabilidade de emulsão de hidrolisados proteicos de feijão preto. 

 



 

 
2. METODOLOGIA 

 
Foram utilizados grãos de feijão preto (Phaseolus vulgaris L.), obtidos no 

comércio local da cidade de Pelotas, Rio Grande do Sul, Brasil. Os concentrados 
proteicos foram preparados conforme descrito por CARRASCO-CASTILLA et al. 
(2012), bem como as hidrólises enzimáticas. Inicialmente, o concentrado proteico 
foi suspenso em tampão fosfato de sódio 35 mM para obter uma solução 5% 
(p/v). O material permaneceu sob agitação overnight a 4 ºC. O processo de 
hidrólise foi realizado sob condições controladas (temperatura, pH e agitação) 
com proporção enzima/substrato de 1/20. A hidrólise com a enzima pepsina foi 
realizada a 37 ºC e pH 2,0, enquanto para a enzima alcalase a hidrólise foi 
conduzida a 50 °C e pH 7,0. Após 120 minutos de reação, as amostras foram 
imediatamente aquecidas a 90 ºC por 10 min para a inativação enzimática. O pH 
do sobrenadante foi ajustado para 7,0 e o material centrifugado a 13000 rpm por 
15 min. O sobrenadante foi coletado e liofilizado. A fluorescência relativa do 
concentrado proteico de feijão preto (denominado CPFP) e dos hidrolisados 
obtidos pela ação das enzimas pepsina (HPFP Pepsina) e alcalase (HPFP 
Alcalase) foi determinada usando o reagente 1,8-anilinonaftaleno-sulfonato (ANS), 
conforme método descrito por YIN et al. (2008). Utilizou-se espectrofluorômetro 
(Shimadzu corp., Kyoto, Japão) e a intensidade de fluorescência foi medida entre 
400 e 600 nm, com excitação programada a 390 nm. As emulsões foram 
preparadas com o concentrado proteico e com os hidrolisados. Dispersões de 15 
mL contendo 1% de concentrado ou hidrolisado foram homogeneizadas com 5 mL 
de óleo de milho a 12000 rpm durante 2 minutos (Ultra turrax PT 3100 Polytron, 
Suiça). A estabilidade das emulsões foi monitorada visualmente durante o período 
de 30 dias.  
 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

Na Figura 1 estão apresentados os espectros de fluorescência relativa do 
do concentrado protéico de feijão preto (CPFP) e dos hidrolisados obtidos pela 
ação das enzimas pepsina (HPFP Pepsina) e alcalase (HPFP Alcalase).  
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Figura 1. Alterações conformacionais do CPFP monitoradas pela emissão de 
fluorescência do reagente ANS. 



 

 
O HPFP Alcalase apresentou maior emissão de fluorescência relativa do 

que os tratamentos CPFP e HPFP Pepsina. A intensidade de fluorescência está 
relacionada a interação do reagente fluorescente ANS com os aminoácidos 
hidrofóbicos expostos na proteína. No equipamento, as moléculas absorvem 
energia atingindo seu estado excitado, quando retornam ao estado basal emitem 
luz. Sendo assim, quanto maior a fluorescência relativa, maior será a exposição 
dos aminoácidos hidrofóbicos na superfície dos hidrolisados (PALLARES`S et al., 
2004). A menor intensidade de fluorescência do HPFP Pepsina deve-se, 
provavelmente, a agregação das proteínas através de interações hidrofóbicas 
ocultando esses resíduos e expondo mais grupos hidrofílicos. Um declínio similar 
na intensidade de fluorescência no mesmo tempo de reação foi observado em 
hidrolisados proteicos de lentilha utilizando a enzima tripsina (AVRAMENKO et al., 
2013). 

Na Figura 2 está apresentada a estabilidade das emulsões preparadas com 
CPFF, HPFP Pepsina e HPFP Alcalase. No 15° dia foi claramente observada 
separação de fases nas emulsões preparadas com CPFP e HPFP Pepsina, 
enquanto a emulsão preparada com o HPFP Alcalase continuou semelhante ao 1° 
dia. Apesar de ser notória a separação de fases nas emulsões preparadas com 
CPFP e HPFP Pepsina no 15° dia, ambos os tratamentos ainda apresentavam 
turbidez na fase aquosa. Além disso, o HPFP Pepsina apresentava uma fina 
camada de precipado. No 30° dia, a emulsão preparada com HPFP Alcalase 
continuou apresentando maior estabilidade. Este resultado pode ser associado à 
maior fluorescência relativa verificada para o HPFP Alcalase (Figura 1). A 
hidrólise com a enzima alcalase expôs mais grupos hidrofóbicos, tornando-os 
mais disponíveis para interagir com os lipídeos durante a formação da emulsão. 
Dessa maneira, houve uma maior adesão das proteínas na interface entre as 
gotículas de óleo dispersas e a fase aquosa da emulsão, o que determinou a 
maior resistência das gotículas à coalescência. No 30° dia, o CPFP apresentava 
completa separação de fases e uma camada espessa de precipitado, enquanto a 
emulsão preparada com o HPFP Pepsina manteve comportamento semelhante 
ao 15° dia. As emulsões são sistemas termodinamicamente inerentemente 
instáveis, onde ao longo do tempo as duas fases tendem a se mover em direção a 
uma maior estabilidade. Com o passar do tempo de armazenamento, as proteínas 
formam ligações não-covalentes (ligações hidrofóbicas e ligações ponte de 
hidrogênio) e modificam sua estrutura conformacional ligando-se a outras 
proteínas adjacentes (KIM et al., 2005; TCHOLAKOVA et al., 2006). Este 
fenômeno provoca a redução da estabilidade de emulsão. 

 

 
Figura 2. Estabilidade das emulsões preparadas com concentrado proteico de 
feijão preto (CPFP) e com os hidrolisados obtidos pela ação das enzimas pepsina 
(HPFP Pepsina) e alcalase (HPFP Alcalase). 
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4. CONCLUSÕES 

 
A hidrólise enzimática com a enzima alcalase melhorou a estabilidade de 

emulsão do CPFP. Esta melhora se deve à maior hidrofobicidade do HPFP 
Alcalase comparado ao CPFP e ao HPFP Pepsina. Este resultado fomenta 
estudos futuros visando a aplicação do HPFP Alcalase em produtos alimentares. 
Os efeitos do tempo de reação enzimática sobre as propriedades físico-químicas, 
funcionais e nutricionais do CPFP compreendem a continuação deste trabalho. 
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