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RESUMO 

 
 

CHEQUER,T.N. Quantificação da Betacasomorfina-7 após processamento 
tecnológico de leite oriundo de vacas com alelos contrastantes para β-caseína. 
2022. 39f. Dissertação (Mestrado em Zootecnia) – Faculdade de Zootecnia e 
Engenharia de Alimentos, Universidade de São Paulo, Pirassununga, 2022. 

 
A comunidade científica ainda não está totalmente de acordo quanto aos benefícios 

do consumo de leite oriundo de vacas com genótipo A2A2, em relação ao A1A1. 

Considerando que as novas demandas do mercado consumidor estão cada vez mais 

relacionadas à qualidade dos nutrientes e aos benefícios aportados à saúde e o bem-

estar, a identificação e quantificação da BCM-7 em leite e derivados abre caminhos 

para a popularização do leite A2 e serve de base para outros estudos na área. Esses 

peptídeos são derivados a partir da β-caseína do leite e demonstram diversas 

atividades opióides e farmacológicas. As BCM-7 se ligam a receptores, que estão 

localizados no sistema nervoso central, trato gastrointestinal e algumas células 

imunes; podendo desencadear algumas doenças. Este estudo teve a finalidade de 

quantificar a BCM-7 no leite cru e pasteurizado, bem como em seus derivados (iogurte 

e queijo minas frescal) produzidos com leite oriundo de vacas com genótipos A1A1 e 

A2A2 para β-CN, ao longo da vida de prateleira de modo a averiguar se os tratamentos 

industriais têm influência na liberação desse peptídeo bioativo, bem como comparar a 

disponibilidade de BCM-7 em diferentes genótipos. As amostras foram lidas através 

do HPLC e foi possível verificar maior abundância desse peptídeo no genótipo A1A1, 

porém não observou ausência de BCM-7 no genótipo A2A2.  

 
Palavras-chave: Beta-CN, BCM-7, leite A2, derivados lácteos, peptídeos opioides, 

HPLC. 
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ABSTRACT 

 
 

CHEQUER,T.N. Quantification of Beta casomorphin-7 after technological milk 
processing of cows with contrasting alleles for β-casein. 2022. 39p. Dissertation 
(Master of Animal Science) – Faculty of Animal Science and Food Engineering, 
University of São Paulo, Pirassununga, 2022. 

 
The scientific community still does not fully agree on the benefits of consuming milk 

from cows with A2A2 genotype, as compared to A1A1. Considering that the new 

demands of the consumer market are increasingly related to the quality of the nutrients 

and the benefits provided to health and well-being, the identification and quantification 

of BCM-7 in milk and dairy products open the way to popularize A2 milk and serve as 

a basis for further studies in the area. These peptides are derived from the β-casein of 

milk and demonstrate diverse opioid and pharmacological activities. BCM-7 bind to 

receptors, which are located in the central nervous system, gastrointestinal tract and 

some immune cells; they can trigger some diseases. In order to quantify BCM-7 in raw 

and pasteurized milk, as well as in its derivatives (yogurt and minas frescal cheese) 

produced with milk from cows with A1A1 and A2A2 genotypes for β-CN, throughout 

the shelf life in order to investigate whether industrial treatments have an influence on 

the release of this bioactive peptide, as well as to compare the availability of BCM-7 in 

different genotypes. For the quantification of Betacasomorphin-7, the samples were 

read by HPLC and, it was possible to verify a higher abundance of this peptide in the 

A1A1 genotype, however, no absence of BCM-7 was observed in the A2A2.  

 
Key-words: Beta-casein, BCM-7, A2 milk, dairy products, opioid peptides, HPLC. 
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1. INTRODUÇÃO 

 
 

O Brasil produziu, no ano de 2019, um total de 34,8 bilhões de litros de leite 

inspecionados, sendo que, 11,9 bilhões desses litros foram produzidos apenas pela 

região Sudeste (IBGE, 2020). A produção de leite em 2020 foi 2,1% superior a 2019, 

totalizando 35,5 bilhões de litros (CONAB, 2021). Esse número de produção atingiu a 

marca histórica desde o ano de 1974, ultrapassando a marca do ano de 2014 (com 

35,1 bilhões de litros produzidos) (IBGE, 2021). 

 
Figura 1. Produção Brasileira de Leite 

 

Fonte: IBGE 

 

 
Desses litros, estima-se 13% sejam relacionados à produção de A2 

(KARSBURG, 2022). No entanto, esse número ainda é subestimado já que a maior 

parte dos produtores brasileiros não investem em genotipagem dos animais. Por outro 

lado, os benefícios que podem ser atribuídos ao consumo de leite A2 juntamente com 

a possibilidade de venda do litro três vezes maior do que o A1, tem atraído 

investimento nesse setor (KARSBURG, 2022). 

Desde 2019, o Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA), 

através do Ofício 679, autorizou os produtores de leite A2 a usar a expressão ‘leite de 

vacas A2A2’ garantindo a origem do leite (BRASIL, 2019). Em complemento, em 2021, 

a ANVISA (Agência Nacional de Vigilância Sanitária) publicou a Resolução nº4.769, 

de 22 de dezembro de 2021 autorizou a inclusão no rótulo das embalagens de leite 

A2 as seguintes frases: “Leite produzido a partir de vacas com genótipo A2A2” e “O 

leite A2 não promove a formação de BCM-7 (betacasomorfina-7), que pode causar 

desconforto digestivo” (BRASIL, 2021). 
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Todo esse apoio legal e de rotulagem alavancou o desenvolvimento do leite 

A2A2 no Brasil. Retratado pela inserção de leite de vacas A2A2 no portfólio das duas 

maiores fazendas produtoras de leite do estado de São Paulo. 

Aproximadamente um terço da proteína do leite de vaca é beta-caseína (β- CN), 

que é composta por β-CN A1 e A2. Essa diferença estrutural é foco de recentes 

pesquisas (THIRUVENGADAMA et al., 2021; ASLEDOTTIR et al., 2018; NGUYEN et 

al., 2018; BROOKE-TAULOR et al., 2017), pois a diferença conformacional na 

estrutura secundária da proteína expressa, pode exercer influência sobre as 

propriedades físico-químicas e microestruturais do leite (ELLIOTT et al., 1999). 

Elas têm resultados distintos na digestão quando comparadas entre si, devido 

a uma ligeira diferença na sequência de aminoácidos da cadeia peptídica, podendo 

proporcionar a formação de peptídeos bioativos (KAMINSKI et al., 2007). Peptídeos 

bioativos são compostos que possuem entre 2 a 50 resíduos de aminoácidos e que 

possuem numerosas funções fisiológicas no corpo. Alguns desses peptídeos mostram 

atividade opioide que tem ação em receptores específicos distribuídos por todo 

sistema nervoso central e tem a capacidade de modulador e resposta ao estresse, 

dentre outras funções de importância fisiológica (BARBOSA et al., 2019). 

A diferença entre os dois genótipos em específico, é a mudança do aminoácido 

prolina no A2 para histidina em A1 devido à um polimorfismo (KAMINSKI et al., 2007). 

Durante a digestão da β-CN A1 libera preferencialmente o peptídeo bioativo BCM-7. 

Em contraste, a estrutura de A2 limita a liberação de BCM-7 na digestão. Este 

peptídeo opioide tem sido incriminado em doenças cardiovasculares, diabetes, 

síndrome da morte súbita infantil, falha no desenvolvimento psicomotor, autismo, 

dentre outras (GIRIBALDI et al., 2022; UL HAQ et al., 2014). 

Sendo assim, o propósito do presente estudo foi quantificar a BCM-7 no leite 

cru e pasteurizado, bem como em seus derivados (iogurte e queijo minas frescal) 

produzidos com leite oriundo de vacas com genótipos A1A1 e A2A2 para β-CN, ao 

longo da vida de prateleira de modo a averiguar se os tratamentos industriais têm 

influência na liberação desse peptídeo bioativo, bem como comparar a disponibilidade 

de BCM-7 em diferentes genótipos. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 
 

As proteínas lácteas são representadas por quatro caseínas (αS1, αS2, β e κ- 

caseína) e duas proteínas principais do soro (β-lactoglobulina e α-lactoalbumina) 

(KAMINSKI et al., 2007). As caseínas, em especial, exibem efeito imunomodulatório 

(VAN DER DOES et al., 2019; GAUTHIER et al., 2006; BENNETT et al., 2005), anti- 

hipertensivo (LÓPEZ-FANDIÑO et al., 2006), antimicrobiano (ESPÓSITO et al., 2006), 

antioxidante (PHILANTO et al., 2006) e de peptídeos semelhantes a opioides 

(RICHARD et al., 2013; MEISEL et al., 2000). 

Dentre as proteínas lácteas, as caseínas são as proteínas mais abundantes no 

leite, sendo a β-CN a maior constituinte. A β-CN do leite possui 209 aminoácidos com 

13 variantes, A1, A2, A3, A4, B, C, D, E, F, H1, H2, I e G (GALLINAT et al., 

2013; CAROLI et al., 2009; KAMINSKI et al., 2007), as quais A1 e A2 são as variantes 

mais comuns. O alelo A1 é uma mutação do alelo A2 e é encontrado com maior 

frequência em animais de raças taurinas, como a Holandesa. 

Os alelos da caseína também estão associados às características produtivas 

em gado de leite, principalmente ao aumento na produção de proteína. No Brasil, a 

grande maioria do rebanho produtor de leite é mestiço, resultante do cruzamento de 

uma raça zebuína (predominantemente a Gir) com uma taurina (predominantemente 

a Holandesa), que responde por cerca de 70% da produção de leite nacional 

(ÇALDAK, 2005). O leite é fonte de proteína, gordura, minerais e vitaminas de alta 

qualidade (NAGPAL et al., 2011; KAMINSK et al., 2007; SGARBIERI, 2005). 

Há um debate em andamento sobre os efeitos prejudiciais à saúde do alelo A1 

da β-CN no leite em comparação com o alelo progenitor A2 (ASLAM et al., 2020; 

WONG et al., 2020; HEDGE et al., 2019; TULIPANO et al., 2020). A diferença entre a 

variante A1 e A2 é o resultado de um polimorfismo de nucleotídeo único no códon 67 

do gene da β-CN; sendo a histidina na A1 e a prolina em A2 (KAMINSKI et al., 2007; 

TRUSWELL et al., 2005). Enquanto a variante A2 apresenta uma ligação peptídica 

entre prolina e isoleucina (Pro-Ile), a variante A1 apresenta a ligação peptídica entre 

histidina e isoleucina (His-Ile). 
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Figura 2. Representação gráfica das variantes A1 e A2 da β-caseína.

FONTE: Adaptado de A2milk.

Devido a este polimorfismo, a digestão enzimática da variante A1 produz o 

peptídeo opioide BCM-7 (DAMIANI et al., 2009). No caso da β-CN A2, a hidrólise 

enzimática da ligação entre “Pro-Ile” não ocorre ou ocorre a uma taxa muito baixa 

(CIEŚLIŃSKA et al., 2007) porque as proteases intestinais atuam mais fortemente na 

ligação “His-Ile”, resultando no aparecimento da BCM-7 (ALSLEDOTTIR et al., 2018; 

DE NONI et al., 2010; JINSMAA et al., 1999).

Figura 3. Representação esquemática de uma β-CN A1 e A2.

FONTE: traduzido de PARASHAR et al., 2015.

As β-casomorfinas (BCMs) são um grupo de peptídeos bioativos com 

propriedades opioides (DE NONI; CATTANEO, 2010) que apresentam estruturas 

semelhantes, uma sequência de 4 a 11 aminoácidos (KAMINSKI et al., 2007) e a 

mesma sequência para os três primeiros aminoácidos: tirosina, prolina e fenilalanina 

(MUEHLENKAMP; WARTHESEN, 1996). A sequência de aminoácidos da BCM-7

corresponde às posições 60 a 66 da cadeia da β-CN (TIR-PRO-FEN-PRO-GLI-PRO-

ILE) (DE NONI et al., 2009).



15  

Várias fontes de leite, como leite bovino, bubalino, ovino e humano podem ser 

precursores de BCM-7, mas leite de cabras e camelos não são (XU, 2009). Os 

peptídeos BCMs também estão presentes no leite humano e são expressos no 

colostro, bem como no leite materno. A quantidade de peptídeos seria maior na 

semana inicial de lactação e menor no decorrer da lactação. A sequência primária das 

BCMs de várias fontes de leite foi descrita por De Noni et al. (2009) (figura 4). 

 
Figura 4. Sequência primária de BCM em diversas fontes de leite. 

 
 

FONTE: DE NONI et al., 2009. 

 

 
Dentre as BCMs, há também a BCM-5, como a sequência desse peptídeo tende 

a ser mais hidrofóbica, tem sabor amargo e está presente no interior da β-CN. Ele 

permanece ativo até que a molécula original seja digerida pela atividade combinada 

de enzimas proteolíticas do trato digestivo. A digestão adicional do heptapeptídeo é 

difícil devido à grande porcentagem de prolina nesta sequência de 

7 aminoácidos e pode ser alcançada apenas com pepsina. A digestão com 

carboxipeptidase Y deste heptapeptídeo liberaria um pentapeptídeo, Tyr-Pro-Phe- 

Pro-Gly, que tem uma atividade opioide mais alta do que a anterior (HENSCHEN et 

al., 1979). 
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Figura 5. Digestão das β–CN A1 e A2. 
 

FONTE: Traduzido de PARSHAR et al., 2015. 

 

 
A hidrólise da β-CN, além de acontecer durante a digestão por proteases 

intestinais envolvidas na digestão do leite, também pode acontecer pela ação de 

proteases endógenas do leite, proteases microbianas e durante os processamentos 

térmicos e enzimáticos utilizados na produção de leite e derivados (NGUYEN et al., 

2015). 

Outra hipótese de digestão é através da atividade proteolítica endógena no leite 

decorrente da ação da plasmina que está associada à fração de caseína 

(RICHARDSON, 1983). O plasminogênio presente no leite é convertido em plasmina 

e pode ser prontamente ativado por células somáticas. Uma vez convertido, resulta na 

ação proteolítica das frações de caseína αS1, αS2 e β (CORASSIM et al., 2013; 

BASTIAN et al., 1996; VERDI et al., 1991; RICHARDSON et al., 1983). 

Tais peptídeos também são liberados durante o processamento de alimentos 

que acontece na indústria de laticínios durante produção de leite pasteurizado, 

queijo, iogurte e outros produtos lácteos (NGUYEN et al., 2015). BCM-7 são 

geradas como resultado da digestão enzimática da β-CN A1 no intestino. Essa 

liberação ocorre quatro vezes mais do que no leite A2 (NGUYEN et al., 2015). O 

processamento do leite para a produção de derivados libera peptídeos bioativos da 

caseína, não apenas pela hidrólise enzimática, mas também pela hidrólise ácida 

(NGUYEN et al., 2015; BITRI, 2004; LOTFI, 2004; EL-ZAHAR et al., 2003) e 

tratamentos térmicos (ASLEDOTTIR et al., 2017; CIESLINSKA et al., 2012; 

MELTRETTER et al., 2008). 

Tendências analíticas na análise de BCMs indicam a cromatografia líquida de 

alta eficiência de fase (RP-HPLC) como a escolha preferida para a separação destes 
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peptídeos em uma variedade de produtos lácteos. Para detecção, a absorbância (UV-

Vis) tem sido amplamente utilizada em laboratórios todo o mundo (NGUYEN et al., 

2015). Atualmente, na vanguarda das técnicas de detecção, está espectrometria de 

massa acoplada à ionização por eletropulverização (ESI) que é de longe a técnica de 

detecção mais confiável para pequenos peptídeos (DE NONI et al, 2010). 

Alternativamente, o ensaio imunoenzimático (ELISA) tem sido aplicado para detectar 

e quantificar BCMs em produtos lácteos (CIESLINSKA et al., 2012). Cromatografia 

líquida de alta eficiência acoplada a UV-Vis e detecção de espectrometria de massa, 

bem como ensaio imunoenzimático (ELISA) são usados para analisar BCMs em 

produtos lácteos (NGUYEN et al., 2015). 

BCMs foram detectadas em leite cru de vaca, leite humano e em uma variedade 

de queijos comerciais, mas sua presença ainda não foi confirmada em iogurtes 

comerciais (NGUYEN et al., 2015). 

A presença de BCMs no queijo depende de vários fatores que estão envolvidos 

na produção de diferentes variedades de queijo. Esses fatores incluem o processo de 

tratamento do leite, coagulante, pH na manipulação da coalhada, salga, tipo de cultura 

iniciadora e a temperatura e umidade durante a maturação (THIRUVENGADAMA et 

al., 2021). 

A descoberta de que as BCMs estão presentes no queijo sugere que elas 

também possam se formar no iogurte, mas serem degradadas durante o seu 

processamento. A formação das BCMs no iogurte e a quantidade de BCM formada 

em diferentes etapas de processamento dependerá do tratamento térmico e do 

processo de fermentação (NGUYEN et al., 2015). 

 
2.1. Efeitos associados à BCM-7 

 

Evidências epidemiológicas sugerem que ela pode aumentar o risco de 

doenças crônicas (CIESLINSKA et al., 2007; CIESLINSKA et al., 2012), doença 

cardíaca isquêmica humana, arteriosclerose, diabetes tipo 1 e síndrome da morte 

súbita do lactente (LAUGESEN et al., 2003; BIRGISDÓTTIR et al., 2002; SUN et al., 

1999, 2003; THORSDÓTTIR et al., 2000; McLACHLAN, 2001; ELLIOTT et al., 1999). 

BCM-7 foi identificada como um fator de risco nessas doenças causadas por 

sua associação com os receptores opioides nos sistemas nervoso, endócrino e 

imunológico  (ASLEDOTTIR  et  al.,  2019).  Eles  são  absorvidos  no  trato 
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gastrointestinal imaturo de bebês e nos segmentos da borda em escova do intestino 

em adultos (THIRUVENGADAN et al., 2021). Este peptídeo bioativo também pode ser 

absorvido por regiões cerebrais relevantes para a esquizofrenia e o autismo (SUN, 

1999). Essas regiões também são promotoras e/ou integrantes de vias 

dopaminérgicas, serotoninérgicas e gabaérgicas, além de interagir com receptores de 

serotonina 5-HT2, podendo afetar todos esses sistemas (SOKOLOV et al., 2005). 

Sobre a atividade opioide no sistema nervoso central após a ingestão oral, é 

necessária a passagem de BCM-7 derivado do leite A1 através da mucosa intestinal 

e ainda através da barreira hematoencefálica (EFSA, 2009). No entanto, os 

mecanismos de transferência de peptídeos intactos através da barreira intestinal não 

são claros. A presença de material imunorreativo de BCM-7 foi relatada no sangue em 

dois estudos com bezerros e cães neonatos (UMBACH et al.,1985; SINGH et al.,1989). 

Umbach et al. (1985), não encontraram BCM-7 em amostras coletadas antes da 

primeira ingestão de leite. Em contraste, em amostras coletadas após a ingestão de 

leite, foi detectado BCM-7. 

Singh et al. (1989) descobriram que a BCM-7 aumentou significativamente em 

filhotes de 2 e 4 semanas de idade após a alimentação com leite bovino, enquanto os 

níveis de BCM-7 foram indetectáveis em cães adultos antes ou após a alimentação 

com leite bovino. Ambos os estudos indicaram que a BCM detectada consiste em 12-

13 resíduos de aminoácidos e pode representar um precursor do heptapeptídeo BCM-

7 (UMBACH et al.,1985; SINGH et al.,1989). No entanto, a presença de moléculas de 

BCM-7 intactas no sangue após a ingestão de leite não foi comprovada em estudos 

in vivo. Em certos casos, como em recém-nascidos, a mucosa intestinal é mais 

permeável a peptídeos relativamente grandes durante a formação pós-natal, 

tornando-os candidatos mais prováveis do que os adultos a experimentar os efeitos 

opioides da BCM-7 (KOST et al., 2009). 

Outra condição associada aos efeitos da BCM-7 é a intolerância à lactose a 

qual costuma ser erroneamente diagnosticada: ela é caracterizada por sintomas 

atribuíveis em decorrência da má absorção de lactose que pode ser causado pela 

baixa atividade ou mesmo a ausência da enzima lactase ou por uma síntese reduzida 

ou ausente da mesma enzima. A gravidade dos sintomas é subjetiva e dependente de 

inúmeros fatores, os quais incluem a concentração de lactase presente na mucosa 

intestinal, a microbiota intestinal, a quantidade de lactose 
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ingerida, a motilidade gastrointestinal e a sensibilidade individual na percepção dos 

sintomas (CATANZARO et al., 2021). Pessoas nessa condição não podem ingerir leite 

proveniente de vacas com alelos A1, nem A2 para β-CN. 

Entretanto, estudos realizados pela National Institutes of Health de 2010 sobre 

intolerância à lactose, afirmam que pessoas que relatam intolerância à lactose não 

mostram nenhuma evidência de má absorção de lactose. Com isso, o mais provável 

é que os sintomas gastrointestinais sejam causados por outro componente lácteo, 

sugere-se, então que, parte desses sintomas sejam provenientes do mecanismo de 

digestão da BCM-7(SUCHY et al., 2010). 

Já o quadro de Alergia à Proteína do Leite de Vaca (APLV) consiste em uma 

reação orgânica generalizada, ou seja, atinge o sistema imunológico, de “combate” e 

tentativa de expulsar o agente alergênico (antígeno) neste caso, as proteínas do leite 

de vaca (caseína, lactoglobulina, lactoalbumina, soroalbumina e imunoglobulinas) e 

elas geram sintomas como dor e distensão abdominal, flatulência, diarreia (em alguns 

casos, constipação), borborigmo, náusea e vômito (LUIZ et al., 2005). APLV não está 

associada aos efeitos da BCM-7 e sob essa condição, também não se pode ingerir 

leite bovino. 

 
2.2. Presença da BCM-7 no Leite cru e no Leite beneficiado ou 

pasteurizado 

A formação de novos peptídeos durante o tratamento térmico de leite depende 

da força térmica das ligações peptídicas β-CN (NGUYEN et al., 2015). O autor relatou 

a formação de peptídeos de baixo peso molecular em leite cru desnatado aquecido a 

120ºC por 30 minutos. Dez peptídeos, não presentes no leite cru, foram identificados; 

dois dos quais foram liberados da β-CN, mas nem BCMs nem precursores de BCMs 

foram encontrados. BCM-7 foi detectado no leite cru, mas não no leite pasteurizado 

(NYUGEN et al., 2015). 

Ainda segundo o Nguyen et al. (2015), peptídeos liberados após o tratamento 

térmico são principalmente resultado da hidrólise de ligações peptídicas envolvendo 

ácido aspártico, asparagina ou ácido glutâmico ligado a qualquer outro aminoácido, 

conhecidos por serem mais suscetíveis a hidrólise durante o tratamento térmico. 

Portanto, suspeita-se que as ligações peptídicas contendo asparagina são mais 
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suscetíveis à hidrólise do que aqueles que não contêm estes resíduos de aminoácidos 

durante o tratamento térmico do leite. 

BCM-7 foi relatado como detectável em vários produtos lácteos como leite, 

queijo, iogurte e outros produtos lácteos antes e depois dos tratamentos térmicos e 

processamentos (THIRUVENGADAM et al., 2021; SUMMER et al., 2020; NYUGEN et 

al., 2015; PAL et al., 2015; RAIKOS et al., 2014). 

 
2.3. Presença da BCM-7 em iogurte 

A ocorrência de BCM-7 em iogurte tem sido bastante controversa e relatada 

principalmente para fabricação de iogurte não comercial em escala laboratorial 

provavelmente devido à hidrólise por bactérias específicas do iogurte (NGUYEN et al., 

2015). 

O leite fermentado é um produto lácteo popular, geralmente fermentado por 

duas bactérias lácticas, L. delbrueckii ssp. bulgaricus e S. thermophilus (NGUYEN et 

al., 2015). Os principais passos no processamento de leite fermentado incluem 

tratamento térmico, fermentação e armazenamento refrigerado. Além de induzir 

mudanças no pH e na viscosidade, a cultura microbiológica do leite fermentado pode 

hidrolisar as proteínas do leite em peptídeos com bioatividade (NGUYEN et al., 2015). 

A formação de BCMs a partir de produtos lácteos fermentados é improvável, 

pois as bactérias do ácido lático contêm x-prolil-diaminopeptidil peptidase: essas 

enzimas têm especificidade para resíduos de prolina, enquanto as BCMs também são 

peptídeos ricos em prolina e podem ser facilmente degradadas. No entanto, muitos 

desses estudos foram realizados em bactérias deficientes em x-prolil- diaminopeptidil 

pep tidase (UL HAQ et al.,2014). 

Vários peptídeos bioativos foram isolados de iogurte, como peptídeos ACE-I 

(DONKOR et al., 2007; KUNDA et al., 2012) e peptídeos anti-hipertensivos 

(SCHIEBER et al., 2000; KUNDA et al., 2012; MUGUERZA et al., 2006). No entanto, 

nenhum estudo relatou a formação ou degradação de BCMs em específico em leite 

fermentado. A falta de informações sobre BCMs em iogurte pode ser em parte devido 

à dificuldade na identificação e quantificação dos baixos níveis destes peptídeos 

dentro da matriz complexa de leite fermentado (EFSA, 2009). 
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Conforme relatado por Donkor et al. (2007), peptídeos derivados de β-CN foram 

isolados de iogurte inoculado com fermento próprio (cultura e organismos probióticos: 

L. casei L26, L. acidophilus L10 e B. lactis B94). Esses peptídeos incluíam diferentes 

fragmentos de β-CN, mas não foram identificados nem BCMs, nem precursores de 

BCM. De forma similar, Schieber e Bruckner (2000) identificaram 30 peptídeos em 

iogurte fermentado com L. delbrueckii ssp. bulgaricus e S. salivarius ssp. thermophilus, 

produzido principalmente a partir de β-CN A1. Esses autores observaram dois 

precursores de BCM, β-CN f57-68, e β-CN f57-72, contendo histidina na posição 67. 

 
2.4. Presença da BCM-7 em Queijos 

O queijo é um produto lácteo mais comumente consumido e é majoritariamente 

produzido de leite bovino. As principais etapas na fabricação do queijo incluem o 

tratamento térmico do leite, coagulação com coalho e cultura inicial, separação da 

coalhada do soro e maturação da coalhada para produzir o queijo final. O tratamento 

térmico do leite é feito por pasteurização a 72° C por 15 segundos (HAYALOGLU, 

2010). Estudos de queijo que usaram leite aquecido acima 72ºC envolvendo perfis 

peptídicos mostraram desnaturação da proteína do soro do leite, levando à interação 

entre proteína do soro e caseína (HOUGAARD et al., 2010). O tratamento de alta 

temperatura pode afetar significativamente a proteólise do queijo durante sua 

maturação, bem como seu sabor e textura finais (BENFELDT et al., 2001). A proteólise 

durante o amadurecimento pode envolver a formação de grandes peptídeos, alguns 

dos quais são posteriormente degradados em peptídeos menores, como as BCMs 

(NGUYEN et al., 2015; BENFELDT et al., 2001). 

Apenas alguns estudos investigaram a formação de BCMs em variedades de 

queijo (figura 6). 
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Figura 6. Presença de BCMs em diferentes tipos de queijos reportadas na literatura. 
 

FONTE: traduzido de NGUYEN et al., 2015. 

 

Além de BCM-7, BCM-5 foi encontrado em Brie, Rokpol, Edamski, Gouda e 

Kasztelan (SIENKIEWICZ-SZLAPKA et al., 2009), BCM-9 (SAITO et al., 2000; 

TOELSTEDE et al., 2008; HOFMANN et al., 2008) e BCM-10 em Gouda 

(TOELSTEDE; HOFMANN, 2008) e BCM 11 em Caprino del Piemonte, um queijo de 

cabra italiano (RIZZELLO et al., 2005). Em contraste, Muehlenkamp e Warthesen 

(1996) relataram que BCM7 não foram detectadas em Brie e Cheddar. De acordo com 

esses autores, a ausência de BCM-7 nestes produtos pode ser devido a não formação 

de BCMs de β-CN, degradação de BCM-7 durante o amadurecimento, ou quantidades 

menores de BCM-7 do que o nível mínimo detectável por HPLC (<2 mg/mL de extrato 

de queijo). 

Por outro lado, BCM-7 em queijo foi relatada como não proveniente da 

originalmente presente no leite, uma vez que peptídeos seriam removidos do coalho 

durante a drenagem de soro de leite (GIRIBALDI et al., 2022). Além disso, acredita- 

se que a fabricação, a maturação de queijos, proteólise por bactérias lácticas e 

probióticos, exerçam um papel fundamental na modulação da liberação BCM-7 antes 

e depois da produção (SUMMER et al., 2020). Por exemplo, a BCM-7 foi 
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relatada ser maior em queijos com culturas (Brie e Rokpol) do que em queijos 

semiduros, embora enzimas proteolíticas de culturas iniciais de queijo foram relatadas 

como redutoras de BCM7 durante o amadurecimento (GIRIBALDI et al., 2022). 

 
3. MATERIAIS E MÉTODOS 

Para a realização do experimento, foram produzidos 10 litros de leite 

pasteurizado, 10 frascos de 500mL de iogurte e 10 queijos minas frescal de 200g, com 

50 litros de leite do pool de 5 vacas de cada grupo com os diferentes genótipos (A1A1 

e A2A2). O leite foi obtido das vacas da prefeitura do Campus USP Fernando Costa, 

já que as vacas já são genotipadas para a β-CN. A etapa de produção foi realizada no 

Laticínio da Prefeitura do Campus USP Fernando Costa e no Laboratório Quali-POA 

da Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, de acordo com o descrito por 

Vidal e Saran Netto (2018). As amostras foram obtidas e preparadas para análise de 

quantificação de BCM-7 no início e final da vida de prateleira do leite pasteurizado e 

de cada derivado. A quantificação de BCM-7 foi realizada no Laboratório Multiusuário 

de Proteômica, Metabolômica e Lipidômica da ESALQ/USP. 

 
 Leite Pasteurizado 

Após a coleta da matéria-prima, o leite foi pré-aquecido (para evitar 

instabilidade) a uma faixa de temperatura entre 40 a 45ºC, na sequência, pasteurizado 

entre 73 a 75ºC por 15 a 20 segundos para redução da microbiota contaminante. Na 

refrigeração subsequente, a temperatura de saída do leite foi de 4°C (VIDAL; SARAN 

NETTO, 2018). Assim, parte desse leite foi direcionado ao acondicionamento das 

amostras de leite pasteurizado e o restante foi utilizado para produção dos derivados 

no laboratório Quali-POA. 

 
 Iogurte 

Após a pasteurização, o leite foi acondicionado em recipiente estéril e 

encaminhado ao laboratório Quali-POA, onde foi aquecido a uma temperatura de 

41ºC, ao atingir a temperatura, foi inoculado o fermento (fermento lácteo Bio Rich 

contendo L. acidophilus LA-5, Bifidobacterium BB-12 e S. thermophilus em 
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quantidades recomendadas pelo fabricante) e ficou fermentando por 4 horas para que 

ocorresse a fermentação da lactose em ácido lático e se estabelecesse a coagulação 

ácida e o desenvolvimento das características sensoriais do produto, por meio da 

formação de um gel de aspecto liso, brilhoso, sem presença de gases ou liberação de 

soro (VIDAL; SARAN NETTO, 2018). A acidez titulável foi em torno de 70 a 72ºD, e o 

pH, em torno de 4,4 a 4,7). Por fim, foi resfriado com agitação a 4ºC, envasado em 

embalagens estéreis e armazenado sob refrigeração. 

 
 Queijo minas frescal 

Após a pasteurização, o leite foi acondicionado em recipiente estéril e 

encaminhado ao laboratório Quali-POA, onde 13 litros de leite foram aquecidos a 

40ºC, momento no qual foi adicionado o coalho (Coalho liquido Estrella – enzima 

quimosina – em quantidades recomendadas pelo fabricante) e o cloreto de cálcio (a 

40% – usado na proporção de 0,5mL para cada 10L de leite) e foi incubado por 

aproximadamente uma hora até a formação do coágulo desejado. Após a coagulação, 

foi realizado o corte e a mexedura do coágulo, a fim de gerar fragmentos menores 

para ocorrer a separação do soro. Depois do corte, a massa foi colocada em formas. 

Após 24 horas de armazenamento a 4ºC, o queijo foi desenformado, embalado em 

sacos plásticos tipo ziploc e armazenado sob refrigeração. 

 

3.1. Preparo dos extratos de peptídeos solúveis em água 

O preparo dos extratos de peptídeos solúveis em água (PSA) das amostras de 

leite cru, leite pasteurizado, iogurte e queijo minas frescal, seguiu a metodologia 

proposta por De Noni et al. (2010), na qual: 

Leite cru (LC) e pasteurizado (LP): 50 mL de leite foi acidificado para o pH 

4,60 e centrifugado a 5000x g por 20 minutos à 4ºC. Na sequência foram separados o 

pellet do sobrenadante e ambos foram armazenados à -80°C. A preparação do PSA 

para cada amostra foi realizada em dois momentos (LPT1 e LPT2). Sendo LPT1 o dia 

da produção e o LPT2 final da vida de prateleira do leite pasteurizado (LPT2 = 7 dias). 

Iogurte (I): 50 mL de iogurte foi centrifugado à 10000x g por 20 minutos, a 4ºC. 

O PSA recuperado foi ajustado para o pH 4,60 e centrifugado à 5000x g por 20 

minutos, à 4ºC. Foram separados o pellet do sobrenadante e ambos foram 
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armazenados à -80°C. Os PSA foram preparados no dia da produção (IT1) e o IT2 no 

final da vida de prateleira do iogurte (T2 = 10 dias). 

Queijo Minas frescal (QMF): 20 gramas de queijo foram homogeneizados com 

40 mL de água, utilizando um aparelho Ultraturrax. A mistura foi aquecida à 40ºC por 

1 hora, com agitação lenta, filtrada e, em seguida, centrifugada a 10000 x g por 30 

minutos, à 10ºC. Foram separados o pellet do sobrenadante e ambos foram 

armazenados à -80°C. A preparação dos PSA ocorreu no dia da produção (QMFT1) e 

o QMFT2 no final da vida de prateleira do queijo (QMFT2 = 21 dias). 

Ao final da extração, 1 mL de cada PSA obtido, foi submetido à ultrafiltração e 

ficaram estocados à -40ºC até que a técnica de cromatografia líquida de alta eficiência 

(HPLC) tenha sido realizada. 

 
3.2. Identificação e quantificação da β-casomorfina7 (BCM-7) 

A separação e identificação de BCM-7 das amostras de leite e derivados 

foram pesquisadas nos extratos de PSA obtidos e realizadas por cromatografia líquida 

de alta eficiência e espectrometria de massa (HPLC-MS/MS), segundo a metodologia 

proposta por De Noni (2008). Para este teste, 1-50 pmoles de BCM-7 sintético foram 

dissolvidos em água e submetidos ao HPLC-MS/MS como padrão externo para a 

quantificação. As análises de HPLC-MS/MS foram realizadas, no Laboratório 

Multiusuário de Proteômica, Metabolômica e Lipidômica da ESALQ/USP. 

 
3.3. Preparo das amostras para análise de HPLC-MS/MS 

Após a obtenção dos peptídeos solúveis em água das amostras conforme 

descrito acima, as amostras foram submetidas à ultra filtragem, com auxílio dos filtros 

seletivos (3KDa cut-off, da Millipore), com o objetivo de remover peptídeos de alta 

massa molecular. Dessa forma, o percolado foi coletado e liofilizado a -50°C. Depois 

da secagem, o pellet foi ressuspendido em 300uL de 0.1% TFA em H2O grau LC-MS, 

seguido de dessalinização com auxílio das colunas (Pierce Peptide Desalting Spin 

Columns, da Thermoscientific). Os peptídeos dessalinizados foram secados com 

auxílio de SpeedVac e ressuspendidos em 10uL de 0.1% ácido fórmico em H2O grau 

LC-MS, para serem analisados por HPLC-MS/MS. 
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3.4. Análise de espectrometria de massas 

As análises de espectrometria de massas foram realizadas com o auxílio do 

sistema cromatográfico nanoElute nanoflow, da Bruker Daltonics, Bremen, Germany, 

acoplado online a um espectrômetro de massas hybrid trapped ion mobility 

spectrometry-quadrupole time-of-flight mass spectrometer-timsTof Pro, da Bruker 

Daltonics. 

Uma alíquota (1µL) das amostras, equivalente a 200ng de peptídeos digeridos 

foi injetada em uma coluna Aurora 2 C18 trap column (1,6µm, 250mm x 75µm), da 

ionOpticks, Austrália. Um gradiente típico RP (Solvente A: 0.1% AF, 99.9% H 2 O 

MilliQ; Solvente B: 0.1% AF, 99.9% CH 3 CN) foi estabelecido em um sistema de 

nanofluxo de cromatografia líquida e separado a uma taxa de fluxo de 250nL.min-1. A 

temperatura da coluna foi mantida a 50°C. A corrida cromatográfica foi de 60 min (2% 

a 13% do Solvente B durante 30 min; elevada a 20% aos 45 min; elevada a 30% aos 

50 min; elevada a 85% aos 55 min e finalmente 85% por 5 min para lavagem da 

coluna). A coluna foi acoplada, online, a um timsTOF-Pro com uma fonte de íons 

CaptiveSpray, ambos da Bruker Daltonics GmbH. A temperatura da linha de 

transferência capilar de íons foi ajustada para 180°C. O acúmulo de íons, por 123ms 

e a separação por mobilidade foram obtidos com uma rampa de potencial de entrada 

de -160V a -20V dentro dos 123s. Durante à aquisição, para habilitar o método PASEF, 

i.e. o acúmulo paralelamente à fragmentação dos íons, as informações de precursor 

de m/z e mobilidade foram derivadas primeiramente de um experimento de full scan 

Tims-MS, com uma faixa de m/z de 100-1700. O modo operacional do TIMS-ToF, MS 

e PASEF foi controlado e sincronizado com o auxílio do software OtofControl 5.1 de 

controle instrumental da Bruker Daltonics (Macron et al., 2020). 

 
3.5. Parâmetros de processamento e busca em banco de dados 

públicos 

O processamento dos dados, a identificação de proteínas e as análises de 

Identificação da BMC-7 foram realizadas utilizando-se o Software PEAKS studio, 

Version 10.6, Bioinformatics Solutions Inc., Waterloo, ON. 

A tolerância de desvio de massa de íons para peptídeos e fragmentos foi 

ajustada para 20 ppm e 0,05 Da, respectivamente. 
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Uma máxima taxa de falso positivos (FDR) de 1% será utilizada para 

identificação dos peptídeos e proteínas, considerando-se como critério, ao menos um 

peptídeo único para identificação de proteínas. Todas as proteínas serão identificadas 

com um grau de confiança ≥ 95%, utilizando-se o algoritmo do PEAKS Software e 

busca dentro da base de dados de proteínas de Bos taurus, disponível no Uniprot. 

 
RESULTADOS 

 
As figura 7 e 8 representam a sequência dos 209 aminoácidos da β-CN A1 e 

A2 da amostra de leite cru obtida através das corridas do HPLC, na qual é possível 

verificar a identificação de BCM-7, que ocorreu pelo rastreio e quantificação da 

sequência YPFPGPI (Tirosina, Prolina, Fenilalanina, Prolina, Glicina e Isoleucina), 

ainda na cadeia da β-CN. 

 
Figura 7. Apresentação visual de uma β-CN A2 (amostra de leite cru). 

 

FONTE: acervo pessoal, 2022. 
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Figura 8 . Apresentação visual de uma β-CN A1 (amostra de leite cru). 

 

FONTE: acervo pessoal, 2022. 

 
Há uma predominância de BCM-7 no genótipo A1A1, cerca de 3,5 vezes mais 

no leite cru (controle) como apresentado na figura 9. 

Com o processo de pasteurização, que serviu de base para a produção dos 

derivados, a BCM-7 foi extinta; já no tempo final de vida de prateleira do leite 

pasteurizado, o índice de BCM-7 atingiu 2001300 para o genótipo A1A1 e 1947100 

para o A2A2 (figura 9). 

 
Figura 9 – Abundância de BCM-7 através da HPLC para as amostras de leite cru, leite pasteurizado 

no dia da produção (LPT1) e leite pasteurizado no final do período de validade (LPT2). 
 

Amostra 
Genótipo 

A1A1 A2A2 

Leite cru 1,87E+06 5,29E+05 

 

Leite pasteurizado 
LPT1 0 0 

LPT2 2,00E+06 1,95E+06 

 

Após a fermentação do leite, o genótipo A1A1 atingiu a marca de 8217300 e no 

A2A2, não foi registrado presença de BCM-7. No entanto, no final da vida de prateleira, 

foram registradas 2113400 unidades relativas de BCM-7 para A2A2 e 1475400 para 

A1A1, como apresentado na figura 10. 
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Figura 10. Abundância de BCM-7 através da HPLC para as amostras de leite pasteurizado no dia da 
produção (LPT1) (matéria-prima para o iogurte) e iogurte no dia da produção (IT1) e iogurte no final do 
período de validade (IT2).

Amostra 
Genótipo 

A1A1 A2A2 

Leite pasteurizado LPT1 0 0 

Iogurte 
IT1 8,22E+06 0 

IT2 1,48E+06 2,11E+06 

No presente estudo, após o processamento do leite para produção de queijo, 

apenas no genótipo A1A1 foram encontradas 3560900 unidades relativas de BCM-7, 

sem registro para esse momento do genótipo A2A2, como apresentado na figura 11. 

Após o final da vida de prateleira dos queijos de ambos os genótipos, não foram 

encontradas nenhuma BCM-7

Figura 11 – Abundância de BCM-7 através da HPLC para as amostras de leite pasteurizado no dia da 

produção (LPT1) (matéria-prima para o queijo) e queijo minas frescal no dia da produção (QMFT1) e 
queijo minas frescal no final do período de validade (QMFT2).

Amostra 
Genótipo 

A1A1 A2A2 

Leite pasteurizado LPT1 0 0 

Queijo minas 

frescal 

QMFT1 3,56E+06 0 

QMFT2 0 - 

Figura 12. Abundância de BCM7 em leite cru, pasteurizado, iogurte e queijo minas frescal.

Fonte: Autoria própria, 2022.

DISCUSSÕES

O processamento do leite para a produção de derivados libera peptídeos 

bioativos da caseína, não apenas pela hidrólise enzimática, mas também pela
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hidrólise ácida (BITRI, 2004; EL-ZAHAR et al., 2003; LOTFI, 2004; NGUYEN et al., 

2015) e tratamentos térmicos (ASLEDOTTIR et al., 2017; CIESLINSKA et al., 2012; 

MELTRETTER et al., 2008). Por isso, foi quantificado BCM-7 em diferentes momentos 

e tratamentos produtivos para comparação. 

A quantificação de BCM-7 encontrada no leite cru do genótipo A1A1 foi 3,53 

vezes maior do que no A2A2 em concordância com o reportado por Jinsmaa et al. 

(2007), Hartwig et al. (1997); e Yoshikawa (1999) que encontraram aproximadamente 

4 vezes mais BCM-7 no genótipo A1A1. No entanto, ainda assim há formação de 

BCM-7 no leite A2A2, diferentemente do afirmado por Parashar (2015) e 

Thiruvengadama (2021) que dizem que o heptapeptídeo não é formado pelo processo 

de digestão do leite. 

Quanto ao leite pasteurizado, verificou-se que a pasteurização desnatura as 

BCM-7 e assim, não foi detectável sua presença. Nguyen et al. (2021) afirmou da 

mesma maneira que após o tratamento térmico (73 °C/20 s, 85 °C/5 min e 121 

°C/12 min), BCM-7 não foi liberada em todos os genótipos. Por outro lado, Meltretter et 

al. (2008) acredita que haja fragmentação do esqueleto proteico durante o tratamento 

térmico de leite, pois identificou cinco novos peptídeos não presentes no leite cru, após 

aquecimento a 120° C por 30 minutos. Por outro lado, Meltretter et al. (2008) exclui a 

formação de peptídeos por hidrólise enzimática e ácida. Já que durante o tratamento 

por calor do leite a 120°C por 30 minutos, as enzimas são inativadas e é improvável 

que o pH do leite mude muito. Durante o tratamento térmico do leite também ocorre a 

reação de Maillard, que é uma reação entre um açúcar redutor (lactose) com 

aminoácidos. Esse processo forma radicais que podem atacar as ligações peptídicas 

dentro da proteína para clivar as ligações e produzir novos peptídeos (MELTRETTER 

et al., 2008). 

Já no final da vida de prateleira os leites provenientes dos genótipos A1 e A2, 

tiveram o mesmo comportamento atingindo os mesmos índices de BCM-7 que o leite 

cru do genótipo A1. No entanto, os artigos referenciados não estudam a formação da 

BCM-7 no final da vida de prateleira. 

O mesmo não ocorre quando se realiza a fermentação do leite para a fabricação 

de iogurte. A fermentação comporta-se diferentemente nos dois genótipos. Para o 

A1A1, elevou cerca de 8 vezes o nível de BCM-7 encontrado no leite cru, mesmo 

após passado a pasteurização. Já na fermentação do leite A2, os 
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índices de BCM-7 se mantiveram indetectáveis pela metodologia utilizada. Porém, no 

final da vida de prateleira, o nível de BCM-7 encontrado foi 5,56 vezes menor que após 

a fermentação, se equiparando ao nível encontrado no genótipo A2A2. Schieber e 

Brückner (2000) também encontraram BCMs por HPLC-MS/MS no armazenamento 

de iogurte a 4◦C por 3 semanas que foi preparado a partir de leite desnatado (44oC 

por 3 h) usando L. delbruekii ssp. bulgaricus Lb1466. De Noni et al. (2010) e Kahala 

et al. (1993) não encontraram a liberação da BCM de vários produtos lácteos 

fermentados finlandeses, iogurtes, produzidos com uma cultura inicial mista de L. 

bulgaricus e S. thermophilus. O motivo pode ser devido à utilização apenas de leite 

A2, que não é uma forte fonte formadora de BCMs. 

Durante a fermentação, as proteases associadas à parede celular da cultura 

iniciadora ou bactérias contaminantes podem hidrolisar caseínas em grandes 

peptídeos e possivelmente até BCM7 (NIELSEN et al., 2009). Consequentemente, L. 

delbrueckii ssp. bulgaricus e S. thermophilus usados para produzir iogurte podem 

digerir β-CN em BCM-7 e outros BCMs relacionados; no entanto, estes podem ser 

subsequentemente degradados em peptídeos menores (NGUYEN et al., 2015). 

Finalmente, na produção do queijo minas frescal, o comportamento do A2 se 

manteve indetectável pela metodologia utilizada no momento da industrialização e não 

quantificado no final de vida de prateleira. Quanto ao A1, a industrialização incentivou 

a formação de BCM-7, porém não foi detectável no final de vida de prateleira. 

De acordo com Giribaldi et al. (2022) e Jarmolowska et al. (1999), a presença 

de BCM-7 em queijo não se origina daquela inicialmente presente no leite, porque 

peptídeos derivados do leite seriam removidos da coalhada durante a drenagem do 

soro. A formação de BCM-7 em alguns queijos deve-se à digestão de β-CN com 

enzimas derivadas de cultura iniciadora. 

Além disso, acredita-se que a fabricação, a maturação de queijos, proteólise 

por bactérias lácticas e probióticos, exerçam um papel fundamental na modulação da 

liberação BCM-7 antes e depois da produção (SUMMER et al., 2020). Os queijos 

maturados possuem menos lactose do que os queijos frescos, pois as bactérias 

utilizadas no processo fermentativo consomem a lactose. Já os queijos processados 

(tipo cheddar), contém mais lactose do que os tradicionais. Por exemplo, o BCM-7 foi 

relatado ser maior em queijos com culturas (Brie e Rokpol) do que em queijos 
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semiduros, embora enzimas proteolíticas de culturas iniciais de queijo foram relatadas 

como redutoras de BCM-7 durante o amadurecimento (GIRIBALDI et al., 2022). 

De Noni e Cattaneo (2010) encontraram 0,11 mg/g de BCM-7 em queijo 

Cheddar fazendo uso comum culturas iniciadoras que são uma mistura de 

Lactococcus ssp. lactico cremoris e L. lactic ssp. lactico (ROBINSON, 1995). 

Muehlenkamp e Warthesen (1996) mostraram que enzimas derivadas de L. lactic ssp. 

cremoris são capazes de reduzir a quantidade de BCM-7 encontrada por 50% em pH 

5,0 e 1,5% NaCl após 6–15 semanas, condições semelhantes às de fabricação de 

queijo Cheddar. Assim, a concentração de BCM-7 no início da maturação no queijo 

pode ser superior ao do queijo curado (DE NONI et al., 2010), uma vez que BCM-7 

pode ter sido formado a partir de β-CN na adição da cultura inicial, mas degradada em 

peptídeos menores durante a maturação. 

Assim como por meio de culturas iniciadoras, há potencial para peptídeos 

bioativos (incluindo BCMs) serem formados por hidrólise de β-CN por proteases 

endógenas e cultura bacteriana por equipamentos contaminados (EFSA, 2009). No 

entanto, a protease endógena da plasmina não demonstrou liberar BCMs (GAUCHER 

et al., 2008) e da mesma forma as enzimas do coalho usadas para coagular o leite 

também não libera peptídeos bioativos excluindo as atividades de enzimas como 

fontes de BCMs (MCSWEENEY, 2004). Hayaloglu et al. (2010) investigaram o perfil 

peptídico de queijo Malatya feito de leite cru sem adição de cultura iniciadora. Os 

autores demonstraram consideravelmente maior concentração de peptídeos, mas não 

mediu BCMs, embora elas possam ter estado presentes neste queijo. 

Nguyen et al. (2015) afirma que queijos tem diferenças entre si perante a 

formação de BCM-7, considerando que o Queijo Minas Frescal é um macio, fresco, 

realizado através de leite pasteurizado e sem maturação (PERRY,2004), poderia 

compará-lo com o Fontina e o Caprino, ambos macios e sem maturação. No caprino, 

De Noni e Cattaneo (2010) não detectaram BCM-7 e no Fontina, 0,04 µg/g, nível baixo 

comparado com outras categorias de queijo, mostrando padronização do 

comportamento de formação de BCM-7 para queijos macios e sem maturação. No 

entanto, não há comparação entre os genótipos. 
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Com os resultados obtidos e na condição em que o experimento foi realizado 

foi possível verificar que a BCM-7 mostrou-se sensível ao tratamento térmico de 

pasteurização, utilizado pela indústria preliminarmente para a produção da maioria dos 

derivados. No entanto, ao longo da vida de prateleira do leite pasteurizado, do iogurte 

e do queijo minas frescal foi possível detectar a presença do BCM-7, possivelmente 

em decorrência de ações endógenas de hidrólise da β-CN, reforçando a hipótese 

apontada por Corassim et al. (2013); a qual afirma que o plasminogênio presente no 

leite é convertido em plasmina e pode ser prontamente ativado por células somáticas 

e uma vez convertido, resulta na ação proteolítica das frações de caseína αS1, αS2 e 

β-CN. 

E, por fim, a frequência de formação de BCM-7 mais abundantemente no 

genótipo A1A1 comprova a ideia de que as ligações “His-Ile” sofre maior hidrólise 

como descrito por Alsledottir et al. (2018), De Noni et al. (2010) e Jinsmaa e Yoshikawa 

(1999). 

De acordo com a literatura consultada, o método analítico escolhido para a 

quantificação de BCM-7, o HPLC-MS/MS, é apresentado como melhor opção de 

identificação e quantificação de BCM-7 (HAQ, 2014). Além disso, nenhum teste 

bioquímico rápido e confiável foi desenvolvido até o presente momento. 

 

 
CONCLUSÃO 

 
O presente estudo constatou que os diferentes genótipos exercem efeito na 

formação de BCM-7, cujo genótipo A1A1, propicia a liberação desse peptídeo bioativo. 

A industrialização dos derivados favorece a hidrólise da caseína. BCMs podem ser 

formadas em nos processos de produção do iogurte e queijo minas frescal, bem como 

pode ser degradado durante o processamento e não ser detectável no produto. 

Fatores de processamento que pode afetar a formação e/ou degradação de BCMs 

incluem tratamento térmico, fermentação, maturação e armazenamento a frio. 

Faz-se necessário maiores investigações sobre os efeitos das combinações de 

fatores de processamento na formação e/ou degradação de BCM em derivados. Para 

a quantificação, a aplicação de métodos analíticos empregando espectrometria de 

massa ou espectrometria de massa de alta resolução é fortemente recomendado 
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para identificar com confiança e com precisão quantificar BCMs em matrizes de 

produtos lácteos complexos. E, finalmente, há a necessidade de um desenvolvimento 

de um teste rápido para a pesquisa de BCM. 
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