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RESUMO

"Uso de Pedi ococcus parvul us para a degradacédo e
dest oxi fi cacdo biol 6gica de ocratoxina A, respetivo método e
kitu

A presente invencdo consiste no uso de novas estirpes de
Pedi ococcus parvul us para a degradacdo e destoxificacéao
bi ol 6gi ca da ocrat oxi na A que se encontra emal i nent os ou bebi das
para consunb humano ou aninmal. Estas novas estirpes SEQ. ID no
1, SEQ IDno 2 e SEQ IDno 3, tém a capaci dade de hidrolisar a
ocratoxina A em ocratoxina @ em nmenos de 20 horas. A presente
i nvencdo descreve tanbém o respetivo nétodo que consiste, em
ternmos gerai s na i ncubacdo das estirpes, fernentacédo das nesnas,

producdo e respetiva recolha de células viaveis, liofilizar as
mesmas e por fim adicionar e msturar aos alinentos. Numa
real i zacdo, apresenta-se ainda umkit para uma facil utilizacéo
da i nvencéo.



DESCRIGAO

"Uso de Pedi ococcus parvul us para a degradacédo e
destoxificacdo biol 6gica de ocratoxina A respetivo netodo e

kit”

Cannpb da | nvencao

A presente invencao refere-se ao uso de um m crorgani sno para
a degradacdo e destoxificacao biol 6gica de mcotoxinas, mais
especificanente para a degradagcdo da ocratoxina A em
ocratoxina a. Concretanente, relaciona-se com o0 uso de
Pedi ococcus parvulus para a destoxificacdo de alinentos e
racdes. Qutro aspeto da presente invengao rel aciona-se com o
netodo de destoxificacdo e a sua aplicacdo a um kit. A
invencdo insere-se na area farnmcéuti ca, al i ment ar e

veterinari a.

Ant ecedentes da | nvencao

As Bactérias do Acido Lactico (BAL) sdo um grupo de bactérias
gram positivas geralnente consideradas conp m crorgani Snos
benéficos a salde sendo anpl amente estudadas devido as suas
propri edades probioticas (Naidu et al., 1999). As BAL sao
frequentenente usadas na producdo de produtos alinentares
fermentados conb o iogurte, queijo, leites fernentados, carne,
pei xe e legunes (chucrute e picles), determ nados tipos de
cerveja e vinhos (Stiles, 1996). As BAL tém um estatuto GRAS
(geral nente reconheci do cono seguro) . Al guns pediococos tém
sido anplanente utilizados na fernmentacdo de alinentos para o
Honmem e racdes para aninmais. No caso particul ar de Pedi ococcus
parvul us, sabe-se que esta espécie esta associada a producio
de vegetais fernentados, carne, bebidas alcodlicas, produtos
| acteos e silagem (Bennik et al., 1997; Holzapfel et al.,



2006; Li et al., 2008, Maifreni et al., 2004; Mesas et al.,

2011; Sinpson et al., 2002; Tohno et al., 2012). Varias
estirpes desta espécie (Pediococcus parvulus) tanbém tém
propri edades probio6ticas inportantes. Por exenplo, reduzem o
col esterol uma vez que produzem exopol i ssacarideos (Mrtensson
et al., 2005), possuem propriedades inmunonodul adoras de acordo
com experiéncias in vitro, favorecem a resisténcia ao stress
gastroi ntesti nal e sao capazes de aderir as células
intestinais (Fernandez de Palencia et al., 2009). Para al ém
di sso, estas bactérias tém efeitos inibitérios sobre
m crorgani snos patogéni cos, uma vez que produzem pedi ocinas
(Imerstrand et al., 2010) e tém potencial para serem
utilizadas no fabrico de alinentos funcionais (Garai-|babe et

al., 2010). Uma estirpe de Pediococcus parvulus foi aplicada
com sucesso em enchidos fernentados, contribuindo para
mel horar a qualidade e higiene dos enchidos uma vez que
i ni biram outras bactérias que ndo as BAL (Li et al., 2008).
Esta espécie tanbém foi descrita conb tendo um papel

inmportante na fernentacdo de certas cervejas belgas acidas
(Martens et al., 1997) e tem nostrado possuir alguns efeitos
antifuangicos (Magnusson et al., 2003). Uma caracteristica
benéfica adicional das BAL que € nenos conhecida diz respeito
a capaci dade de algumas estirpes para controlar potenciais
riscos ligados as mcotoxinas e aos seus efeitos na saude
(Abrunhosa et al., 2010; Dalié et al., 2010; Salnminen et al.,

2010; Shetty e Jespersen, 2006).

As micotoxinas sao netabolitos fungi cos secundarios altanente
t 6xi cos que podem ser encontrados em culturas agricolas.
Mui t as sao car ci nogéni cas, nmut agéni cas, t er at ogéni cas,
neurot 6xi cas e inunossupressoras (Bennett e Klich, 2003),
sendo por isso reconendavel que 0s seus niveis em produtos
alinmentares e racdes para aninmai s sejam reduzi dos tanto quanto
t ecnol ogi canent e possivel. Varios nétodos fisicos, quinmcos e

bi ol 6gi cos estdo presentenente disponiveis para controlar a
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probl emati ca das mcotoxinas (Boudergue et al., 2009). No
entanto, de forma a superar as |imtagcbes das tecnol ogias
atuais existe a necessidade de desenvolver sol ugdes
i novadoras. Dentro deste anmbito, as tecnol ogi as bi ol 6gicas tém
vindo a inpor-se conb alternativa aos tratanmentos fisicos e
quim cos, uma vez que sdo nuito mais especificas, eficientes e
Menos agressivas para o anbiente, e adenmai s, porque garantem a
preservacdo da qualidade nutritiva dos produtos tratados. As
t ecnol ogi as  bi ol 6gi cas usam nicrorgani snos, gue podem
deconpor, t ransf or mar ou adsorver m cot oxi nas par a
destoxi ficar produtos contam nados ou para evitar os efeitos
t 6xi cos quando as ni cot oxi nas sao ingeridas.

A ocratoxina A (OTA) é wuma das principais micotoxinas
encontradas em produtos agricolas. Ela € produzida por al gunas
espécies de Penicillium e de Aspergi llus, sendo encontrada
princi pal nente em cereai s, grdos de café e cacau, uvas, passas
de wuva, vinho, figos, carne de porco ou especiarias. Esta
nm cot oxi na e nef r ot 6xi ca, hepat ot Oxi ca, i munot 6xi ca,
teratogénica e carcinogénica (categoria 2B) (Bennett e Klich,
2003) - Para al ém disso, a OTA tem um tenpo de sem-vida nuito
|l ongo em humanos (35 dias), sendo considerada um conposto
t 6xi co cunul ativo. Devido & sua toxici dade aguda, uma i ngestao
diaria toleravel (IDA) de ndo mais que 17 ng OT A/ ~de peso
corporal/dia €& reconendada pela Comi ssdo Europeia. A OTA é
qui mi canmente constituida por uma isocumarina (conhecida conop
ocratoxina a) e unma nol écula de L-P-fenilalanina que estéo
i gadas por uma ligagédo amda (Fig. 1) (van der Merwe et al.,
1965) .

Esta |igagcao am da pode ser hidrolisada por mcrorgani snos e
enzimas com ativi dade peptidica, sendo a OTA convertida em
ocratoxina a (OTa). A Ola € considerada ndo-tdéxica e tem um
tenpo de sem-vida 10 vezes inferior ao da OTA (Li et al.,
1997). Portanto, nmétodos e processos que fonentam a converséo



de OTA em Ola sao considerados uma forma de destoxificacéao
desta m cot oxi na.

Varias estirpes de BAL que destoxificam afl atoxi nas (El -“Nezami
et al., 1998), tricotecenos (El -Nezani €t al., 2002),
zear al enona (El -Nezam et al., 2002), ocratoxina A (Fuchs et
al ., 2008) e patulina (Fuchs et al., 2008) foramidentificadas
em experi énci as N Vitr-o. NO ent ant o, nestes casos, conprovou-
se que o necani sno responsavel pela destoxificacdo devia-se a
adsorcdo das m cotoxi nas as paredes celul ares das BAL, una vez
que células nortas renpveramigual nente ou até mai s mn cotoxina
do que as células vivas. O0s exopolissacarideos e o0s
pepti doglicanos sdo considerados a fonte nmamis plausivel dos
locais de ligacdo as micotoxinas (Ddlié et a., 2010) .
Presentenente, ndo sao conhecidas ou estdo descritas na
literatura nenhumas BAL capazes de bi odegr adar ou
bi otransformar a OTA em OTa. No entanto, as BAL sdo conheci das
por produzir uma grande variedade de protéases e peptidases
que, por exenplo, na indastria de lacticinios, favorecem o
desenvolvinento da textura e sabor de produtos |acteos
ferment ados (M shali et al. 2013) . A degradacdo de ocrat oxi na
A por algumas protéases e peptidases € bem conhecida
(Abrunhosa et a1., 2010) . Por isso, dado serem una potenci al
fonte de enzimas proteoliticas, estudaramse bactérias do
acido lactico de forma a verificar a sua capacidade para
bi odegradar a OTA

At ual rente conhecem se varias bactérias, |eveduras e fungos
capazes de bi odegradar e destoxificar a OTA (Abrunhosa et al .,
2010). No entanto, pertencem a espécies que ndo sao
tradi cional mente utilizadas na alinmentacdo humana e animal, o
gue limta a sua aplicacdo para destoxificar m cotoxinas em
tais produtos. Para al ém disso, a sua utilizacdo para fins de

destoxi fi cacdo ndo esta a ser aplicada comnercial nente.



Nesse sentido, apresenta-se uma nova solucdo eficaz de
degradacédo e destoxificacdo da OTA em Ccratoxi na a, ndo nociva
para o ser Humano ou qual quer outro animal, recorrendo-se a um

Nnovo m cror gani sno.

Descricédo Ceral

A presente invencdo refere-se a um nmétodo para a degradacédo e
destoxificacdo de ocratoxina A, utilizando P. parvulus,
concretanente novas estirpes de P. parvulus, que sdo adequadas
para biotransformar a ocratoxina A no conposto ndo-toxico
ocratoxina a e, por conseguinte, para destoxificar essa

m cot oxi na.

A presente invencdo descreve tanmbém um kit que conpreende
estas bactérias em cultura pura ou em cultura msta e
respetivos nmétodos para prevenir ou tratar alinentos,
mat eéri as-primas alinmentares, bebidas, produtos agricolas,
col heitas, alinentagdo, alinentos e nmatérias-primas para
racoes ou forragens para aninmais que estéo contam nadas ou

hY

suscetivei s @ contam nagdo coma ni cot oxi na ocr at oxi na.

De acordo com a presente invencdo, as novas bactérias, foram
i sol adas de vinhos do Douro e identificadas cono P. parvulus
UTAD 168, P. parvulus UTAD 334 e P. parvulus UTAD 473. As
estirpes foram depositados em cultura pura na Colecdo de
Cul turas Ti po Espanhola (CECT)y sob o nunero de depoésito CECT
7950, CECT 7951 e CECT 7952, respetivanente. As novas
bactérias tanbém s&o definidas pelas suas sequéncias
nucleotidicas do gene 16s RNA ribossomal, que foram
deposi tadas no National Center for Biotechnology- |Information
(NCBI), com os numeros de registo KF886568, KF886569 e
KF886570, respetivanente. As sequéncias s&ao nencionados na
Li sta de Sequéncias conb SEQ ID nd, SEQ ID n02 e SEQ I D n03,
e consistem respetivanmente, em



SEQ I D no 1:

1 gcaagt cgaacgcactttcgttgaat gaattagaggtgcttgcaccgaagatgattttag

61 ct at aaagt gagt ggcgaacgggt gagt aacacgt gggt aacct gcccagaagt ggggga

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841

t aacacct ggaaacagat gct aat accgcat aacaaagt aaaccgcatggtttactttta
aaagat ggct t cggct at cact t ct ggat ggacccgcggegt at t agct agt t ggt gaga
t aaaggct caccaaggcagt gat acgt agccgacct gagagggt aat cggccacat t ggg
act gagacacggcccagact cct acgggaggcagcagt agggaat ct t ccacaat ggacg
aaagt ct gat ggagcaacgccgcgt gagt gat gaaggct t t agggt cgt aaaact ct gt t
gt t ggagaagaacgt gt gt gagagt aact gct cat gcagt gacggt at ccaaccagaaag
ccacggct aact acgt gccagcagccgceggt aat acgt aggt ggcaagcgt t at ccggat

ttattgggcgt aaagcgagcgcaggeggt ctttt aagt ct aat gt gaaagccttcggett
aaccgaagaagt gcat t ggaaact ggaagact t gagt gcagaagaggacagt ggaact cc
at gt gt agcggt gaaat gcgt agat at at ggaagaacaccagt ggcgaaggcggct gt ct

ggt ct gt aact gacgct gaggct cgaaagcat gggt agcgaacaggat t agat accct gg
t agt ccat gccgt aaacgat gaat gct aagt gt t ggagggt tt ccgccctt cagt gct gc

agc

SEQ I D n02:
1 acat gcaagt cgaacgcactttcgtt gaat gaattagaggtgcttgcaccgaagat gatt

61 ttagct at aaagt gagt ggcgaacgggt gagt aacacgt gggt aacct gcccagaagt gg

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841

gggat aacacct ggaaacagat gct aat accgcat aacaaagt aaaccgcat ggttt act
ttt aaaagat ggctt cggct at cact t ct ggat ggacccgceggcegt at t agct agt t ggt
gagat aaaggct caccaaggcagt gat acgt agccgacct gagagggt aat cggccacat
t gggact gagacacggcccagact cct acgggaggcagcagt agggaat ct t ccacaat g
gacgaaagt ct gat ggagcaacgccgcgt gagt gat gaaggct t t agggt cgt aaaact ¢
t gt t gt t ggagaagaacgt gt gt gagagt aact gct cat gcagt gacggt at ccaaccag
aaagccacggct aact acgt gccagcagccgceggt aat acgt aggt ggcaagegttatcc
ggat tt at t gggcgt aaagcgagcgcaggcggt ctttt aagt ct aat gt gaaagccttcg
gctt aaccgaagaagt gcat t ggaaact ggaagact t gagt gcagaagaggacagt ggaa
ct ccat gt gt agcggt gaaat gcgt agat at at ggaagaacaccagt ggcgaaggcggct
gt ct ggt ct gt aact gacgct gaggct cgaaagcat gggt agcgaacaggat t agat acc
ct ggt agt ccat gccgt aaacgat gaat gct aagt gt t ggagggt t t ccgcccttcagt g

ct gcagct aacgcat t aagcat ccgect gggagacacc

SEQ 1 D n03
1 acat gcaagt cgaacgcact tt cgtt gaat gaat agaggt gctt gcaccgaagat gattt



61 tagctat aaagt gagt ggcgaacgggt gagt aacacgt gggt aacct gcccagaagt ggg

121 ggat aacacct ggaaacagat gct aat accgcat aacaaagt aaaccgcatggtttactt

181 ttaaaagatggcttcggctatcacttctggat ggacccgcggegtattagctagttggtg

241 agat aaaggct caccaaggcagt gat acgt agccgacct gagagggt aat cggccacat t

301 gggact gagacacggcccagact cct acgggaggcagcagt agggaat ctt ccacaat gg
361 acgaaagt ct gat ggagcaacgccgcgt gagt gat gaaggct t t agggt cgt aaaact ct

421 gttgttggagaagaacgt gt gt gagagt aact gct cat gcagt gacggt at ccaaccaga

481 aagccacggct aact acgt gccagcagccgceggt aat acgt aggt ggcaagcgtt at ccgy
541 gatttattgggcgt aaagcgagcgcaggceggt cttttaagtct aat gt gaaagecttcgg

601 cttaaccgaagaagt gcattggaaact ggaagacttgagt gcagaagaggacagt ggaac

661 tccat gt gtagcggt gaaat gcgt agat at at ggaagaacaccagt ggcgaaggcggct g

721 tctggtctgtaactgacgct gaggct cgaaagcat gggt agcgaacaggat t agat accc:
781 tggtagtccat gccgt aaacgat gaat gct aagt gt t ggagggtttccgccctt cagtgce:
841 tgcagctaacgca

Conforne referido, a degradacdo netabdlica de ocratoxina A é
real i zada por uma enzinma que € capaz de efetuar a hidrdlise de
péptidos, libertando L-P-fenilalanina a partir de ocratoxina A
e originando a ocratoxina a ndo toxica conforme denonstrado na
Figura 1. Esta reacdo hidrolitica ocorre a tenperaturas entre
20 e 45 OC, de preferéncia a 30 OC ou a 37 OC e emnenos de 20
h.

As estirpes de P. parvulus identificadas na SEQ no 1, SEQ no
2 e/ou SEQ no 3, noneadanente CECT 7950, CECT 7951 e/ou CECT
7952 respetivanente, com a capacidade para biodegradar a
ocratoxina A e com atividades enzimaticas enol 6gicas
rel evantes, tais conp atividade naloléatica, atividade P-
glicosidica, auséncia da via deimnase da arginina e auséncia
de histidina e tirosina descarboxilases foram isoladas de
vi nhos da Regi &0 Demarcada do Douro. As multipl as propri edades
benéfi cas desta espécie e sua tradicdo de uso em alinentos e
racoes para animais permte a sua aplicacdo conercial para
fins de destoxificacédo da ocratoxi na A



Estes mcrorganisnos produzem uma enzima com atividade
peptidica que pode hidrolisar ocratoxina A A hidrélise da
ocratoxina A ocorre na ligacdo am da que liga a nol écula L-P-
fenilal anina a ocratoxina a, porc¢ido ndo toxica da ocratoxina A
(Figura 1). Ap6és a hidrélise, a L-P-fenilalanina e a
ocratoxina a séo |ibertadas, inativando os efeitos toéxicos da
ocratoxina A. A reacao é irreversivel.

Em ternos de producdo destas estirpes, o neétodo consiste em
as estirpes em culturas congel adas sédo ativadas em placas de
Petri com MRS-agar ou outro neio adequado. As estirpes séo
cul tivadas em MRS |iquido, ou outro neio adequado, utilizando
um processo de fernentacdo de forma a se produzir indculo.
Células viaveis das estirpes sado produzidas num biorreator
utilizando um neio de cultura que pronove o crescinento das
bactérias. As células viaveis sdo recolhidas por neio de
centrifugacdo e desidratadas usando um liofilizador ou outra
t ecnol ogi a adequada.

Para se conseqguir a degradacdo de ocratoxina A em
ocratoxina a, as células liofilizadas ou em neio de cultura
sdao adicionadas a neios, solucdes, produtos alinentares
destinados a consunb Humano ou al i nentos destinados a consuno
ani mal .

Para a destoxificacdo da ocratoxina A, células liofilizadas ou
células recémcul tivadas das estirpes de P. parvulus confornme
SEQ no 1, SEQ no 2 e/ou SEQ no 3, isto & CECT 7950, CECT
7951 e/ou CECT 7952 respetivanente, sao adicionadas ao neio
MRS (Man Rogosa Sharpe) suplenentado com 0,01, 0,1 ou 1,0 pg
OTA/nL e incubado a tenperaturas entre 20 e 45 QC até 7 di as.

Estes mi crorgani snos podem tanbém ser adicionados ao vinho,
nosto ou leite, ou a qual quer outro produto alinmentar |iquido
destinado a consunb humano ou animal, bem cono a nmatérias-
primas suplenmentadas com ocratoxina A ou naturalnmente



cont am nados com ocratoxina A destinadas a consuno humano ou
animal, como objetivo de destoxificar essa m cot oxi na.

A hidrélise da ocratoxina A e a libertacdo da ocratoxina a
ocorre quando as estirpes CECT 7950, CECT 7951 e/ ou CECT 7952,
comas SEQ IDnd, SEQ ID n02 e/ou SEQO ID no 3 entram em
contacto com a ocratoxina A e de preferéncia quando a
concentracdo de inoculo utilizado é igual ou superior a 109
UFC/nmL e a tenperatura entre 20 e 45 OC, preferencial nente a
30 ou 37 OC (Figura?2).

Numa realizacdo, apresenta-se um kit para a destoxificacao da
ocratoxina A, que conpreende as referidas novas estirpes de

Pedi ococcus parvulus: e umou nmai s dos segui ntes:

a) um ou mais veiculos para suportar/reter, suspender,
diluir, aderir, revestir, cul tivar, crescer,
congel ar/criopreservar, ou para produzir netabdlitos
ativos a partir das bactérias ou a propria bactéri a;

b) um ou mai s dispositivos para a conbinar ou fornular as

bact érias comum ou mai s veicul os de a);

C)um ou mais dispositivos para tratar um produto
al i mentar destinado ao consuno humano ou ani mal com as
bactérias ou com unma conposi¢cdo que conpreende as
bact éri as, e

d) instrucdes para o crescinento das bacteérias, formulacao
das bactérias comum ou mai s veiculos, utilizando um ou
mai s dispositivos para o tratanento de um produto
al i mentar destinado ao consuno humano ou ani mal, ou unma
conbi nagcao dos nesnos.



Breve descricdo das figuras

FIG 1. Estruturas noleculares de (A) ocratoxina A; e (B)

ocratoxi na a.

FIG 2. Efeito da concentracdo do inoculo na biodegradacdo de
OTA pela estirpe P. parvulus CECT 7952 quando cultivada em
nmei o MRS- OTA (A) concentracdo de OTA e (B) concentracdo "
Ora no neio de cultura ao longo do tempo. (-@-- 103 UFC/ni; -H-
y 106 UFC/ nL; As- , 109 UFC/ )

FIG 3. Cronmatogramas obtidos nostrando a biodegradacdo de OTA
com a estirpe P. parvulus CECT 7952 quando inoculada a 106
UFC/nL (a-h: o, 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7 dias).

FI G 4. Confi rmacéo da OTA e Ora por LC- M5/ VB. (A
Cr omat ogr ama TIC para a estirpe P. parvulus CECT 7952
nonitorizado dos O aos 20 rnin a mz 255 e dos 20 a 40 rnin a
mz 402. (B) Espectro de nassa ap6s fragnmentacdo do pico de
Ora aos 3,38 rnin no cromatograma A. (C) Espectro de massa do

pico de OTA aos 34,00 rnin no cromatogram A.

FIG 5. Concentragcdo de Ola detetada ao longo do tenpo em (a)
vinho, ) nosto e (A leite suplenentados com 1,0 pg de

OTA/nL e inocul ados com a estirpe P. parvulus CECT 7952.

Descri ¢cao detal hada da invencgéao

A presente invengdo consiste no uso de novas estirpes de

P. parvul us que sdo adequados para biotransformar ocratoxina A
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no conposto ndo-toxico, ocratoxina a e, por conseguinte, para
dest oxi ficar essa m cotoxina, no nétodo de destoxificacdo para
a inativacao de ocratoxina A e ainda numkit.

As caracteristicas das bactérias descritas na invengcao nostram
gue sao estirpes Gampositivas e catalase negativas que
pertencem a fanilia Lactobacillaceae; que s&o cocos néo-
novei s, nado fornadores de esporos e ndo encapsul ados, que
ocorrem em pares ou tétradas; e que sao bactérias anaerobias
facul tativas e estritanente honofernentativas.

De acordo com a invencdo, a OTA foi biodegradada em OTa pel as
estirpes P. parvulus CECT 7950, CECT 7951 e/ou CECT 7952,
guando cul tivadas em nei o MRS supl enent ado com ocratoxi na A. A
conversao de ocratoxina A em ocratoxina a indica que a |igacéo
am da da nol écula de ocratoxina A foi hidrolisada por una
enzima. A ochratoxin a f oi confirmada  por Li qui d
chr omat ogr aphy-t andemmass spectronetry (LC-MS/ MS).

A vel oci dade da bi odegradacdo de OTA depende da concentracéao
do inoculo e da tenperatura de incubagcdo. Em condi ¢cdes Oti nas,
0 tenpo necessario para degradar 50 e 90%da ocratoxina A € de
6 e 19 h, respetivanente.

Qutras BAL (Lactobacillusplantarum CECT 748T; Oenococcus oen

CECT 217T, Pediococcus parvulus CECT 7350T; Lactobacillus
pl antarum UTAD 346, 350, 460, 461; OCenococcus oeni UTAD 224,
228, 244, 279, 295, 296, 474, 602, 653) nao denonstraram ter
capaci dade para bi odegradar a ocrat oxi na A

Os ensaios de adsorcdo com células nortas de P. parvulus
i sol adas de vinhos do Douro nostraram que apenas 1,3% .+ 1,0 da
ocratoxina A foi adsorvida pelas paredes celulares, o que
excl ui a influéncia desse necanisnb na elimnagcdo da
ocrat oxi na A por essas estirpes.
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As bactérias foram capazes de degradar a ocratoxina A quando
cul tivadas em suno de uva e leite.

De acordo com a invencdo, as estirpes identificadas possuem um
especial interesse para aplicacdes nos alinmentos destinados a
consunb hurmano e animal, uma vez que neutralizam os efeitos
t 6xi cos da ocratoxina A, e uma vez que a espeécie P. parvulus
t ambém possui al gumas propri edades probi 6ticas relevantes e é
| arganente utilizada na alinmentacédo humana e ani nmal

Bact érias de acordo com a i nvengao

As estirpes de BAL associadas as reivindi cagbes foram obtidas
da col ecdo de bactérias do acido | actico da UTAD. Essa col ecéo
tinha sido previanente isolada de vinhos tintos oriundos da
regi ao demarcada do Douro que sofreram fermentacdo mal ol atica
espont @nea. Resuni danente, selecionaramse estirpes Gam
positivas em forma de cocos e bacilos com reacdo negativa a
catalase, tendo uma cultura pura de cada isolado sido
armazenada a -80 oc em neio MRS com 15 a 20% de glicerol. Os
i sol ados foram de seguida caracterizados usando abordagens
fenotipicas e noleculares. A sua tipagem quim otaxonomnica e
nol ecul ar foi efetuada com recurso a SDS-PAGE dos perfis
totais de proteinas e fingerprinting geném co utilizando NSP-
PCR com o priner csM3. Isto permtiu a identificacdo de
varias espéci es de Lactobacillus, Oenococcus oeni, Pediococcus
parvulus e Leuconostoc nesenteroides (lInés, 2007). Entre
outras, as enzimas da via da arginina desam nase, p-
glicosidase, e histidina e tirosina descarboxilases foram
pesqui sadas emtodos os isolados (Inés et al., 2008).

As seguintes 19 estirpes associadas as reivindicacgbes foram
escol hidas aleatorianente a partir de diferentes géneros: 9
estirpes de 0. oeni, 6 estirpes de P. parvulus e 4 estirpes de
L. plantarum (listadas na Tabela 1). A identificacdo das



a OTA foi
ef etuada utilizando a chave sinplificada para a diferenciacgao

estirpes que tém capacidade para biodegradar

fenotipica de espécies de BAL proposta por Hol zapfel et al.
(2006) e por sequenci agdo do r RNA 16s.

TABELA 1. OTA elimnada por estirpes quando cultivadas em MRS

supl ementado com 1 pg OTA/nL durante 7 dias a 30'c Os
valores sdo a nmédia de trés ensaios independentes + desvio
UTAD168, UTAD334 e UTAD473
depositados na Col ecdo Espanhola de Culturas Tipo com o0s

P. parvul us CECT 7950, CECT 7951

padr &o. (*p.  parvul us est ao

segui ntes respetivos cdédi gos:

e CECT 7952).
Espécie Estirpe OTA (p/mL) OTa (plmL) OTA diminada (%)
e

Controls - 1.173+ 0.033 o o

Lactobacillus plantarum CECT 74gT 1.013 ;0.‘004 : o 14*0.4

Oenococcus oeni CECT 217T 0.936 ;0.034 o 20 4*2.9

Pediococcus parvulus ~ CECT 7350T 0.986 ;0.028 o 16 4*214

Lactobacillus plantarum UTAD 346 1.051 J*O.OOY o 10 ;0.6
UTAD 350 1.023;0.006 o) 134*0.5
UTAD 460 1.059+ 0.004 o 10404
UTAD461 1.041 4.0.007 o 11406

Oenococcus oeni UTAD 224 0.988 ;0.004 o 16+ 0.3
UTAD 228 0.997 4.0.003 o) 15k 0.3
UTAD 244 0.997 4.0.006 o 15;0.‘5
UTAD 279 1008;0.009 o 14+ 0.7
UTAD 295 0.990 4.0.009 o 16+ 0.8
UTAD 296 0.999 4 0.005 o 15*0:4.
UTAD 474 0.993 4.0.005 o 15 ;0.4
UTAD 602 1.0094 0.006 o 14+ 05
UTAD 653 1.008,4.0.010 o 14+ 0.9

Pediococcus parvulus UTAD 11:B 0.328 + 0. 139 0.635 ;0.‘117 72* *11.8
UTAD 168* 0.133 ;0.072 0.810 + 0.051 89+ 6.2
UTAD 333 0.037 ;0.007 0.949 + 0.001 97 ;0.6
UTAD 334* 0.070 + 0.059 0.863 ;0.035 94 4*5.1
UTAD 335 0.025 + 0.001 0.957 3 0.007 98+ 0.1
UTAD 473* o 0.922 + 0.034 100*0

El aborou-se unma arvore filogenética baseada na analise de
sequénci as parciais do gene 16s rRNA (497-836 nt) y que nostra

a posi ¢do taxonom ca das estirpes que revel aram ativi dade mai s
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el evada na destoxificacdo da OTA. A arvore foi construida
apli cando o nodel o de dois paranetros de Kimura (Kinmura, 1980)
e o0 método de agrupanmento pelo vizinho mais proxi nb ('.Nei ghbor
Joining') (Saitoue Nei, 1987). A sequéncia de Bifidobacterium
bifidus foi utilizada conbo outgroup na definicdo da raiz da
arvore. 0Os val ores Bootstrap foramcal cul ados a partir de 1000
repeti cdes (Felsenstein, 1985). As analises foram realizadas
como programa MEGA5 (Tanuraet al., 2011).

As bactérias P. parvulus UTAD 168, P. parvulus UTAD 334 e
P. parvul us UTAD 473 foram depositadas na Col ecdo de Cul turas
Ti po Espanhola (CECT, Universidade de Val éncia, Espanha) com
0S sequintes nuanmeros de depdésito: Pediococcus parvulus CECT
7950, CECT 7951 e CECT 7952, respetivanente. As estirpes de
referéncia OGenococcus oeni CECT 217T, Pedi ococcus parvul us CECT
7350T e Lactobacillus plantarum CECT 748T foramutilizadas cono

contr ol os.

Métodos e uso de acordo com a invencao

Estirpes e condi ¢cbes de cultivo

As estirpes depositadas na Col ecao de Culturas Tipo Espanhol a
(CECT) com o nunmero de depodsito Pediococcus parvulus CECT
7950, CECT 7951 e CECT 7952 foramutili zadas.

As estirpes Lactobacillus plantarum CECT 748T, Cenococcus oeni
CECT 217T, Pediococcus parvulus CECT 7350T; Lactobacillus
pl antarum UTAD 346, 350, 460, 461; QCenococcus oeni UTAD 224,
228, 244, 279, 295, 296, 474, 602 e 653 foram tanbém
utilizadas.

O neio de cultura Man-Rogosa-Sharpe (MRS) com agar e |iquido
f oram preparados para cultivar as bactérias. O MRS € conposto
por: peptona, 10 g/L; extrato de carne, 10 g/L; extrato de
| evedura, 4 g/L; glucose, 20 g/L; acetato de sdédio, 5 g/L;



Tween 80, 1 g/L; dipotéassio hidrogenofosfato, 2 g/L; citrato
de triandnio, 2 g/L; sulfato de nagnési o heptahidratado, 0,2
g/L; sulfato de manganés tetrahidratado, 0,05 g/L; agar (para
nei o solido), 12,4 g/L; pH ajustado a 6, 2.

As estirpes foram reativadas de culturas congel adas em pl acas
de Petri comMRS-agar, incubando-as de preferéncia a 30 CC

Os inbéculos foram produzidos em 5 mM de MRS liquido a
tenperaturas entre 20 e 45 OC, preferencialnente a 30 OC. A
concentracdo dos inoculos foi determ nada por contagem de
uni dades formadoras de colo6nias (UFC) em placas de MRS-agar
por plaqueanento de dil ui cdes sucessi vas.

Bi odegradacdo de OTA pel as bactéri as

Preparou-se neio de cultura MRS supl enmentado com ocratoxina A
(MRS-OTA). Para cada estirpe, em triplicado, 5 nL de MRS-OTA
foram i nocul ados com 0,1 m de ind6culo com concentracao de
células entre 103 e 109 UFC/ nL. Trés controi os negativos foram
t anmbém preparados utilizando 0,1 nL de MRS estéril em vez de
i n6bcul 0. 0s tubos foram entdo incubados preferencial nente a

30 c: durante 7 dias. Tenperaturas de incubagdo entre 20 "C e

45 aC tanbém podem ser utilizadas. ApOos o periodo de incubacéo,
o neio de cultura em conjunto com as células das bactérias
foram extraidos por adicdo de 5 nL de acetonitrilo/éacido
acético (99/1, v/iv) e por agitacdo vigorosa durante 1 min. U
anostra de 2 nL foi entdo recolhida e filtrada para frascos de
anbar borosilicato de 2 nL wusando filtros de seringa de
polipropileno (PP) com 0,45 pm de porosi dade e preservados a 4
QC at é seremanal i sados por HPLC.
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Caracteri zacdo da bi odegradacao de OTA

A influéncia de trés fatores na capaci dade de P. parvul us CECT
7952 para bi odegradar a OTA foi estudado. Os fatores avali ados
foram a concentracdo do inb6culo (103, 106 e 109 UFC/nmL), a
concentracdo de OTA presente no neio MRS (0,01, 0,1 e 1,0 pg
OTA/ L) e a tenperatura de incubacdo (20, 30 e 37 OC) . Para
cada condi ¢éao, sete experiéncias foram realizadas em
triplicado, seguindo o procedinento descrito anteriornente com
al gumas nodi fi cagcbes. Para avaliar o efeito da concentracédo do
i nécul o, tubos com 5 nL de MRS-OTA foram inocul ados com 103,
106 e 109 UFC/ nL e incubados preferencialnmente a 30 OC. Para
avaliar o efeito da concentracao de OTA, tubos com5 nL de MRS
supl enentado com 0,01, 0,1 e 1,0 pg OTA/nL foram inocul ados
com 109 UFC/nmL e incubados preferencialnmente a 30 OC. Para
avaliar o efeito da tenperatura, tubos com 5 nL de MRS-OTA
forami nocul ados com 109 UFC/ nL e i ncubados preferencial nente a
22, 30 e 37 OC. A OTA e Ora foram determ nadas ao |ongo do
tenmpo através da extracdo destrutivamente de trés tubos por
dia conb ja referido atras. As anobstras foram conservadas a 4
QC até serem analisados por HPLC. Trés controlos negativos
foram t anbém preparadas para cada um dos paranetros aval i ados,
utilizando 0,1 nL de MRS estéril em vez de inbculo. Estes

foramextrai dos ap6s 7 dias de incubacéo.

Aval i acdo da adsorcdo de OTA as paredes celul ares

Para investigar se a OTA foi adsorvida pel as paredes cel ul ares
de P. parvulus, células nortas das estirpes CECT 7950, CECT
7951 e CECT 7952 foram utilizadas. O ino6culo foi preparado
cono descrito anteriornente e, em segui da, 0os tubos

autocl avados a 121 c: durante 15 min. Emtriplicado, as célul as
nortas foram adicionadas a 5 nL de MRS-OTA, de forma a obter-
se uma concentracao final equivalente a 109 UFC/nL. 0Os tubos
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foram agitados no vortex durante 30 segundos e durante um
periodo de 1 h, a nmesma agitacdo foi repetido a cada 15 mn.
Fi nal mrente, os tubos foram centrifugados (20mn a 9000 g) e o
sobrenadante foi recolhido e filtrado para tubos |inpos,
utilizando filtros de seringa de PP com uma porosidade de 0,2
pm A extracdo da ocratoxina A do sobrenadante foi realizada
cono referido anteriormente. As células sedinmentadas tanmbém
foram extraidas por adicdo de 2 nL de acetonitril o/ dgual/acido
acético (99/99/2, v/iv/iv) aos residuos. Apbés agitacao no vortex
durante 1 mn, os extratos foram filtrados para frascos de

vidro e conservadas a 4 OC até serem anal i sados por HPLC.

Técni cas analiticas

As anostras foram analisadas por HPLC com detecdo por
fluorescéncia tal conp descrito em Abrunhosa e =~enéncio (2007)
mas com al gumas nodificagcdes. Resum danente, utilizou-se um
sistenma de HPLC constituido por uma bonba Varian Prostar 210,
um anostrador automatico Varian Prostar 410, um detetor de
fluorescéncia Jasco FP-920 (Aexc=333nm e Aenr460 nnm ganho=100)
e um forno de colunas Jones Chromatography 7971 mantido a 30
OC. O0s instrunentos e o0s dados cromatograficos foram
respetivanente geridos por um sistema de interface de dados
Vari an 850-MB e pelo programa de gestdao de dados
cromat ogr afi cos @l axi e. A separacao cronmatografica foi
ef etuada com uma coluna analitica ci18 de fase reversa YMC Pack
ODS-AQ (250 X 4,6 nmm ID, 5 pm 4y equipada com uma pré-col una
com a nmesna fase estacionaria. Os conpostos foram el uidos a um
caudal de 0,8 nL/mn ao longo de uma corrida isocratica de 21
mn. O volume de injecdo foi de 50 pL. A fase nbvel utilizada
consistia numa mnmstura de acetonitrilo/agual/acido acético
(99/99/2, v/iviv), filtrada e desgaseificada com unma nenbrana
de 0,2 vm A OTA foi identificada por conparacao do tenpo de
retencdo dos picos nas anostras com padrdes de referéncia. Os
tenpos de retencdo registados para a Ola e OIA foram
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aproxi mdanente 7,5 e 19,8 mn, respetivanente. Padrdes com
0,5, 1,0, 2,5, 50 e 7,5 pg OTA n foram preparados por
di | ui cbes sucessivas de uma solucgdo inicial de OTA (25 pg/nL)
e utilizados para a elaboracdo de unma curva de calibracéo,
tendo esta sido verificada regularnmente. A quantificacdo da
OTA foi feita nmedindo a area dos picos e conparando-as com a
respetiva curva de calibragcdo. A Ora foi quantificada em

equi val entes de OTA

Confirmagédo da ocratoxina a

As anobstras tratadas com a estirpe P. parvulus CECT 7952 e
descritas na Tabela 1 foram utilizados para confirmar a
presenca de Olfa wutilizando LC-MS/Ms. As analises foram
real i zadas utilizando um espectronetro de nassa |linear de tipo
ion trap (ThernoFinniganLXQ que se encontrava acoplado a um
si stema HPLC Fi nni gan surveyor. A separacdo foi realizada numa
coluna phenonex Hidro-RP 100A (100 x 3,0 mm |1.D, 2,5 pnm
utilizando uma mstura de acetonitrilo/agual/acido acético
(40:60:1, v/v/iv) a um caudal de 0,20 nmL/m n durante 40 mn.

Ura anostra de 20 pl foi injetada.

O nodo de ionizacdo por el ectropul veri zagdo negativa (ESI) foi
utilizado para a preparacao dos ides. As condic¢cbes foram
previ anent e det erni nadas através de um processo de aj ustanento
para otimzar a eficiéncia da anadlise. As condicdes de
operacdao foram as seguintes: fluxo de gas de cortina, 10
I b/in2; fluxo de gas de varrimento, 30 Ib/in2; fluxo de gas
auxiliar, 30 I|b/in2; voltagem da fonte, 5 kV, voltagem do
capilar, -45,00V; voltagemda |ente, -95,87 V.

A anélise por MS/MS foi realizada utilizando dois segnentos
para os i0es precursores de 2555 e 402,00 Para identificar os
conpostos, 0s seguintes fragnmentos foram nonitorizados: mz
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402. 0+358.0 para OTA e mz 255.0-211.0 para OTla. A energia de
colisdo para os i0es produzidos nmz 358, 0 e 211,0 foi de 35
eV. As condi ¢cdes das analises de M5/ M5 foram as seguintes: Q,
0, 25; tenpo, 30 ns; tipo, CID

Aval i acdo da bi odegradacdo de OTA por P. parvulus CECT 7952 em
matri zes alinentares

Para avaliar se as estirpes de P. parvulus isoladas de vinhos
do Douro tém a capaci dade de biodegradar a OTA em matrizes
alinmentares, utilizaramse anostras de vinho, de nosto e de
leite que foram suplenentadas com 1,0 pg OTA/nL. A OTA foi
adicionada tal conb descrito anteriornmente para o0 nmeio MRS
| iqui do. Depois de autoclavadas, aliquotas de 30 nL das
anostras foram transferidas para tubos falcon de 50 nL
estéreis e foram inocul adas em triplicado com 103UFC/ nL de P.
parvul us CECT 7952. De seguida, procedeu-se a incubacdo a 30
QC durante 7 dias. Diarianente, recol heramse aliquotas de 1
nL de cada ensaio. As aliquotas de 1 nL foram subnetidas a
extracdo com 1 nL de acetonitrilo/acido acético (99:1, v/iv) e
preparadas conb anteriornente descrito para serem anali sadas
por HPLC. A OTA e Ofla foram detetadas e quantificadas nas
anostras tanbém cono descrito anteriornente.

Exenpl o de aplicacao

| sol anento. identificacdo e caracterizacdao das BAL

As 19 estirpes avaliadas foram sel eci onadas al eatori anente, de
entre diferentes géneros: 9 estirpes de 0. oeni, 6 esti rpes de
P. parvulus e 4 estirpes de L. plantarum (listadas na Tabel a
1) . Estas estirpes foram escolhidas porque apresentavam
atividades enzimaticas enoldgicas relevantes, tais conop:
atividade mal ol atica, atividade P-glicosidica, auséncia da via



da arginina desam nase e auséncia das histidina e tirosina
descarboxi | ases. As ativi dades f oram veri ficadas
fenoti picanente em neios de cultura adequados e foram
confirmadas genoti pi canente pela identificacdo dos genes que
codi ficam as enzimas de interesse (Inés et al., 2008; Inés,
2007) .

As estirpes de P. parvulus isoladas do vinho do Douro foram as
Uni cas estirpes que evidenciaram capaci dade para bi odegradar a
OTA. A confirmacdo de que estes pediococos pertenciam a
espécie P. parvulus foi realizada wutilizando a chave
sinplificada para a diferenciacdo fenotipica das especies
dentro dos géneros Pedi ococcus e Tetragenococcus proposta por

Hol zapfel et al. (2006). Todas as trés estirpes de interesse
sdo capazes de fernmentar gal actose, crescer a pH 7.0, crescer
a 35 oc e nado fernmentam a lactose. A identificacédo foi

val i dada tanmbém por una andalise BLAST as sequéncias parciais
do gene 16s rRNA obtidas das trés estirpes que apresentavam
mai or capaci dade para destoxificar a OTA. Conforne a arvore
filogenética baseada na anéali se de sequénci as parciais do gene
16s rRNA (497-836 nt) y que se apresenta de seguida, nostra a
posi ¢do taxondm ca das estirpes que revelaram atividade nais
el evada na destoxificacédo da OTA
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IUTAD iiNb
UTAD 168
UTAD 331
UTAD 333
UTAD 473

083228 YFedincocous panulus JCM 5889 T

13rJT9246.i 4 1~Pediococcus panulus AV1
EU-I7TAI0131 1lPediococcus pa~iu lus A1333 iUTAD 3331

F1R-03206?" [(Pediocaccus damnosus DSM 20331 T
97 N

78 L fIR-025388 3 1-Pediocciccus inop~natus DSM 20285 T

rX52653 j53 1~lactobacillus plantarum CECT 748 T

EU477406 llLactobacillus sp A1461
EU177405 11 Lactobacillus sp AI160

HFv1107~11 {ILactobacillus sp 2012010)

HF571129 lLactobacillus  plantarum VITESO?

PIR-O75030; I+Oeiigcoccus oenl PSU-1

100 | EU377104 1~Oenococcus aeni strain Al455

|Ai3596939 I~Oenococcus  oeni JCM 6125 T

98 ,EU477407 1llLeuconostoc mesenteroides A1177
4‘ P~12303511Leuconostoc mesenteroides CiSM 20333 T
100
PIR-073957" 1lLeuconostoc rnesenteroides ATCC 3293

F~I38018 I+ Bifidobacter~u  bmifidum DSM 20156 T

002

Aval i acdo da bi odegradacdo de OTA

A percentagem de OTA elim nada pel as estirpes apés um periodo
de crescinento de 7 dias em MRS-OTA é apresentada na Tabela 1.
Verificou-se que a biodegradacdo de OTFA em Ola foi apenas
consegui da com as estirpes de P. parvulus isoladas dos vinhos
do Douro. Em ensaios que envolveram outras estirpes, nao foi
det et ada OTa, enbora al guna OTA tivesse sido elimnada do neio
de cultura (entre 11 e 20%, dependendo da estirpe). Para al ém
di sso, quando os cromatogramas referentes a essas estirpes
foram conparados com os controlos (dados nao apresentados)
ndo foram detetados picos adicionais que possam resultar de
uma via de netabolizacdo alternativa. Esta ligeira elimnacgao
de OTA deve-se, nuito provavel nente, ao método de extracéo
utilizado, que ndo foi capaz de solubilizar a OTA adsorvida as
par edes cel ul ares.
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O nel hor desenpenho foi obtido coma estirpe P. parvulus CECT
7952, que elimnou conpletanente a OTA do neio de cultura.
Curi osanente, a estirpe tipo P. parvulus CECT 7350T s6 elim nou
16% da OTA do neio de cultura, nédo tendo biotransformado a OTA
em OTa. Concl ui-se portanto, que a capaci dade de bi odegradacéo
da OTA por P. parvulus € especifica das estirpes isoladas dos
vinhos do Douro. De seguida, estudou-se o efeito da
concentracdao do inocul o, da concentracédo de m cotoxina no neio
de cultura, e o efeito da tenperatura de incubagdo na
capaci dade da estirpe P. parvulus CECT 7952 para bi odegradar a
OTA. Para al ém disso, a adsorcdo de OTA as paredes celul ares

da estirpe P. parvulus CECT 7952 tanbémfoi avali ada.

Car act eri zacao da bi odear adacdo de OTA Dor P. ~arvufus

O efeito da concentracdo do inb6culo na biodegradacdo da OTA
estd apresentado na Fig. 2. Pode observar-se que as taxas de
conversdo de OTA em Ola aumentam nitidanmente quando a
concentracdao do inéculo aunmenta de 103 para 109 UFC/ ni. Para
além di sso, oS ensaios realizados com iné6culo nenos
concentrado apresentaram uma fase lag mais |onga tendo,
portanto, |evado nmais tenpo a iniciar a biodegradacdo da OTA e
a atingir a sua total conversdo em Ola. |sso pode ter ocorrido
porque as ceélulas precisam de tenpo para se adaptar ao neio
MRS- OTA e sintetizar a enzi na necessaria para degradar a OTA
O efeito das diferentes concentracées de inbéculo é tanbém
claro quando os paranetros DI50 e DT90 (0O tenpo necessario
para que 50% e 90% da OTA seja degradada) sao conparados
(Tabela 2), uma vez que se observa, respetivanente, um
decréscino de 92 e 81% nestes paranetros quando as
concentracdes do inoculo foram aunentadas de 103 para 109
UFC/ mL. Quando o inéculo mais concentrado foi utilizado, o
tenpo necessario para degradar 50 e 90% da OTA foi de 6 e 19
h, respetivanente. Al guns dos cromatogranas obti dos referentes



aos ensaios realizados com a estirpe P. parvulus CECT 7952
estao apresentados na Fig. 3, de forma a ilustrar a reducdo do
pico da OTA (tr = 19,8 mn) e o respetivo aunento do pico da
Ora (tr = 7,5 mn) que ocorreu ao | ongo do tenpo.

TABELA 2. Efeito da concentracao de indécul o, concentracdo de
OTA e tenperatura na capaci dade da estirpe P. parvulus CECT
7952 para biodegradar a OTA. Expresso por DI50 e DT90 em
hor as.

DT50(h)  DT90 (h)

Concentragdo do

Inoculum
10" CFUImL 79 10
106 CFUImML 55 70
109 CFUImL 6 19
Concentragdo de OTA
0.01 pg/mL 9 30
0.1 pglmL 6 25
10 pglmL 6 25
Temperatura
2"C 32 63
30"C 9 31
37"C 6 24

A partir da Tabela 2 tanmbém pode ser inferido que a
bi odegradacdo da OTA pela estirpe P. parvulus CECT 7952
depende da tenperatura de incubacdo. Em particular, a 22 OC os
val ores obtidos para os DI50 e DT90 foram significativamente
mai ores do que os obtidos a 30 e a 37 OC, o que indica uma
di m nui cado das taxas de biodegradacdo da OTA, provavel nente
devido ao crescinento mais lento das células da bactéria. As
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di ferencas de DI50 e DT90 obtidos a 30 e 37 OC ndo foramtao
grandes. No entanto, foi observada uma reducdo adicional
destes paranetros, o que indica uma degradacdo nmais rapida da
OTA a 37 OC. A esta tenperatura os DT50 e DT90 foramde s e 24
h, respetivanente.

Em contraste com os fatores anteriores, a concentracao de OTA
nos neios de cultura ndo influenciou tanto as taxas de
bi odegradagcdo da micotoxina. Observou-se apenas um ligeiro
aumento dos DT50 e DT90 quando uma concentracdo de 0,01 pg
OTA/mL foi wutilizada. Por outro |ado, obtiveramse valores
i dénticos de DT50 e DT90 com 0,1 e 1,0 pg OTA/nL, tendo este
sido de 6 e 25 h, respetivanente.

Rel ati vanent e aos ensaios realizados para avaliar a adsorcao
da OTA as células de P. parvulus, verificou-se que 98,7%+ 1,6
da OTA pernaneceu no neio de cultura e que apenas 1,3% | 1,0
da nicotoxina adsorveu as paredes celulares. A influéncia
deste necani sno de elim nacdo da OTA por estas estirpes €, por

i sso, negligenciavel .

Confirnacado da ocr at oxi na a

A analise por LC-MsS/MS da anobstra de P. parvulus CECT 7952
revel ou que o pico comtenpo de retencdo de 3/38 mn tinha as
mesmas caracteristicas de transicdo de massa (mz 255.0-211.0)
da Ola; e que o pico comtenpo de retencdo de 34.00 mn tinha
as nesmas caracteristicas de transicdo de massa (nlz
402.0-358.0) da OIA (Fig. 4). Estes dados identificam
i nequi vocanente que a Ofa €é o netabolito que resulta da
bi odegr adacdo da OTA pel as estirpes de P. parvulus isol adas de

vi nhos do Dour o.
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Aval i acdo da bi odegradacdo de OTA por P. parvulus CECT 7952 em

matri zes al i nent ares

A bi odegradacédo de OTA por P. parvulus CECT 7952 foi observada
em sunb de uva (nosto) e em leite. A concentracdo de Ola
detetada ao longo do tenpo nestas matrizes alinentares €
apresentada na Fig. 5. Ap6s 7 dias de incubacdo, uma reducdo
de 15% e 18% nos niveis de OTA foi observada no sunpb de uva e
no leite, respetivanente. No vinho, ndo se observou qual quer
reducdo dos niveis de OTA. 0s niveis de SOz do vinho, a
concentracao de etanol, ou baixo pH podem ter inibido o
crescinento da estirpe P. parvulus CECT 7952, o que pode ter
dimnuido a hidrélise da OTA. Uma potencial estratégia para
ul trapassar esse probl ema pode envol ver a inocul agdo de vi nhos
com P. parvulus antes da fermentacéo al coélica. E interessante
notar que a estirpe CECT 7952 foi capaz de biodegradar a OTA
no suno de uva (nosto). A inocul acdo sinultéanea de vinhos com
bactérias |acticas e |eveduras tem sido defendida por alguns
i nvestigadores, unma vez que as bactérias tém uma nel hor
oportuni dade para se adaptar ao neio e crescer, na auséncia de
etanol e quando os nutrientes s&o abundantes (Bou et al.,
2005). Esta estratégia pode ser utilizada para as estirpes de
P. parvul us que degradama OTA, como intuito de elimnara OTA
durante o processo de vinificacéao.
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REIVINDICACOES

Uso de Pediococcus parvulus para a degradacédo e
dest oxi fi cacdo bi ol 6gi ca de ocratoxina A em ocratoxi na a.

Uso de P. parvulus, de acordo com a reivindicacao anterior,
caracterizado por as estirpes deste mcrorgani sno serem
escol hidas entre as estirpes CECT 7950, CECT 7951 e/ ou CECT
7952, que contém as sequéncias nucleotidicas do gene 16s
r RNA nmenci onadas na Lista de Sequéncias cono SEQ I D nOl, SEQ
I D n02 e SEQ I D n03, respetivanente.

Uso de P. parvulus, de acordo com a reivindicacdo anterior,
caracterizado por a degradacao biol 6gi ca ocorrer pel o nenos

num produto alinentar

Uso de P. parvulus, de acordo com a reivindicacdo anterior,
caracterizado por o produto alinmentar ser destinado a consuno
humano.

Uso de P. parvulus, de acordo com a reivindicacdo 3,
caracterizado por o produto alinmentar ser destinado a consuno
ani mal .

Uso de P. parvulus, de acordo com as reivindicacfes 1 a 5
caraterizado por o produto alinentar ser alinentos, produtos
al i ment ar es, bebi das, cul turas agricol as, pr odut os
agricolas, colheitas, alinentos para animis, racdes ou

forragens.

Met odo para a destoxificacdo de ocratoxi na A, que conpreende
0 uso das novas estirpes de P. parvulus conforne descritas
nas reivindicacbes 1 a 6, caracterizado por conpreender o0s
segui ntes passos:

a) Ativacdo de culturas congel adas de P. parvul us em pl acas
de Petri comMRS agar ou outro nei o adequado de i ncubacéo



10.

11.

a uma tenperatura entre 20 'c a 45 "c de preferéncia a
30 "¢

b) Producdo de inéculo através do cultivo das células
ativadas e obtidas anteriornente em MRS ou outro neio
adequado, utilizando um processo de fernentacdo em neio
1'iqui do;

C) Producado de células viaveis de P. parvulus transferindo
©0 inbéculo referido na alinea b) para umbi orreator .comum

mei o de cul tura que pronove 0 «crescinmento «das bact éri as;

d) Recol her as «células viaveis através de um processo de
centrifugacdo ou outro processo adequado;

e) Liofilizar .as «células das lbactérias, wtilizando um

liofilizador ou outro processo .adequado;

f) Adicionar € misturar as células liofilizadas ou.as célul as
ativas emnei os de cultura a neios, :solucbdes, alinentos
para «consuno humano ©ou «consuno aninmal, de fornma a se

«conseqgui r @ «degradacéao «da ocrat oxi na A «em:cr at oxi na a.

IMét odo, de acordo «com @ reivindicacdo .anterior
caracterizado por ino passo f), .a concentracdo de «célul as
liofilizadas a adicionar .aos produtos alinentares estar
entre 10" a 10" WUFC nL.

IMet odo, de .acordo «com @ reivindicacao .anterior
«caract eri zado jpor @ concentracado «de «células liofilizadas sser
preferencial mrente 10 UFC/ nmi.

IMBt odo, «de :.acordo com.as reivindi cacoes 7 @ 9, caraterizado
jpor @ «dest oxi ficacdo «da ocrat oxi na A «©mcr at oxi na @ ocorrer

por mei o «de thidrélise.

IMEt odo, «de :acordo «ccom:a reivindi cacdo .anterior, caraterizado
por -athidrdlise de .ocratoxina.A ocorrer na ligacédo .am da .que

liga @a ol écul a de iL-P-fenilal anina .a ocratoxina a ;porcéo



nado t 6xi ca da ocratoxi na A, resultante da enzi na das estirpes
gue possui atividade peptidi ca.

12. Método de acordo com as reivindicacdes anteriores,
carateri zado por a degradacédo e destoxificacao total ocorrer
em nmenos de 20 hor as.

13. Mét 0dO, de acordo com a rei vindi cacédo anterior
caracteri zado por qual quer uma das estirpes degradarem 50
da ocratoxina A numperiodo de 6h e degradar 90 num periodo
de 19h.

14. Método de acordo com as reivindicacées 7 a 13, caraterizado
por ser usado em produtos naturais ou frescos, bem conb em
produt os processados, contam nados ou suscetiveis de serem
cont am nados pel a m cot oxi na ocratoxina A ou organi snbs que
produzem a m cot oxi na ocrat oxi na A.

15. Método para a destoxificacdo de ocratoxina A, utilizando

novas estirpes de Pediococcus parvulus de acordo com as
reivindicacbes 1 a 6 e o processo 7 a 14, caracterizado por
prevenir a contam nacdo da ocratoxina A quando usado cono

aditivo em alinentos para consuno humano e ani nmal .

Vila Real, 05 de agosto de 2015
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