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Resumo: A CTNBio, após apreciação da solicitação de Parecer Técnico sobre a biossegurança de organismo geneticamente modificado da classe I de risco biológico para comercialização, produção industrial do composto químico farneseno e quaisquer outras atividades relacionadas a esse organismo geneticamente modificado e progênies dele derivados, conclui pelo DEFERIMENTO nos termos deste parecer técnico. A presidente da Comissão Interna de Biossegurança da empresa Amyris Brasil S.A., Dra. Luciana Di Ciero, solicita à CTNBio parecer técnico para liberação comercial de levedura (Saccharomyces cerevisiae) geneticamente modificada para produção de farneseno pela cepa Y5056. O organismo a ser liberado comercialmente é classificado como uma levedura da espécie Saccharomyces cerevisiae que foi transformado geneticamente por meio de engenharia genética usando o gene da farneseno sintase da planta Artemisia annua L. para as finalidades de produção industrial e comercialização do composto químico farneseno deste OGM e progênies dele derivados. A CTNBio considerou sigilosas as informações indicadas como tal pela proponente. No âmbito das competências conferidas pela Lei 11.105/05 e regulamentadas pelo Decreto 5.591/2005, a Comissão considerou que as informações prestadas pelo proponente atestam as biossegurança do produto e atendem às normas da CTNBio e à legislação pertinente que visam garantir a biossegurança do meio ambiente, agricultura, saúde humana e animal.

Descrição inicial e considerações gerais:

A proposta se refere á liberação comercial de uma levedura de panificação que foi geneticamente modificada para a geração de farneseno, um produto natural ubíquo, produzido por inúmeras plantas, mas não sintetizado naturalmente pela levedura Saccharomyces cerevisiae. A CTNBio aprovou em fevereiro de 2010 a cepa Y1979 (derivada da Pedra-2) produtora deste composto por fermentação do caldo de cana. A construção genética atual tem o mesmo propósito e busca uma levedura com mais eficiência na produção do farneseno. O farneseno (C15H24) é um hidrocarboneto que pertence à classe dos terpenos ou terpenóides que formam uma diversificada classe de substâncias naturais, ou metabólitos secundários de origem vegetal, denominados sesquiterpenos. Suas propriedades químicas, físicas e biológicas dependerão do tamanho de suas estruturas, bem como dos grupos funcionais nelas presentes. Alguns sesquiterpenos estão presentes em diversos óleos essenciais, como o α-humuleno, β-cariofileno, β-farneseno e α-bisabolol, este último constituinte principal da essência de camomila (Matricaria chamomilla L., Asteraceae). Já o α-humuleno e o β-cariofileno estão no óleo essencial da erva baleeira (Cordia verbenacea, Boraginaceae), matéria-prima para a produção do fitoterápico Acheflan®. Outros sesquiterpenos mais complexos e mais funcionalizados possuem componentes ativos de algumas plantas medicinais, como as lactonas sesquiterpênicas, presentes, por exemplo, na arnica (Arnica montana, Asteraceae) e no tanaceto (Tanacetum parthenium, Asteraceae), e a artemisinina, usado como antimalárico encontrado em Artemisia annua (Asteraceae). Alguns sesquiterpenos encontrados em plantas podem ser tóxicos (hepatotóxicos, citotóxicos ou neurotóxicos), entre os quais, sesquiterpenos furanóides (FST), ngaione, ipomeanóis, lactonas sesquiterpênicas e esporidesmina (Santos et al. 2009; Passos et al. 2009).

A via metabólica neste OGM envolve vários genes naturais da levedura, genes de Saccharomyces kluyvery, Clostridium butylicum, Brassica juncea e Zymomonas mobilis, para que a via metabólica do mevalonato se torne altamente produtiva devido ao aumento do fluxo de carbono proporcionado pelas enzimas mais eficientes utilizadas. O produto final da via, o farnesil pirofosfato (FPP) é convertido em farneseno pela farneseno sintase, enzima codificada por gene obtido da planta medicinal, não patogênica, Artemisia annua L. O farneseno obtido é separado como um óleo da batelada, sendo usado para a produção de muitos produtos, entre eles um biodiesel sustentável e livre de enxofre.

O produto gerado é um substituto “verde” e renovável de um combustível fóssil de esgotamento possível, não renovável na escala de tempo de interesse humano.

Esta construção genética teve origem em um projeto de responsabilidade social, que acabou dando origem à empresa, apoiado pela Fundação Bill e Melinda Gates e que buscava a produção de artemisina para tratamento da malária resistente, tratamento este limitado pelo custo e dificuldades de obter a quantidade necessária da planta que produz o princípio ativo (Artemisia sp.). O projeto teve sucesso e a produção será cerca de 90% mais barata que a extração convencional. O processo, sem finalidade lucrativa, foi transferida para a Sanofi-Aventis com participação do Institute for OneWorld Health, sem finalidade lucrativa, para produção da artemisina. No entanto a concepção da via produtora do sesquiterpeno, tem muitas outras aplicações, com enorme potencial para gerar outras moléculas de grande valor como produtos químicos complexos, medicamentos, aditivos de cosméticos (exemplo: a Amyris já produz esqualano, um emoliente), combustíveis e lubrificantes, gerando produtos na área denominada biologia sintética. A empresa está dedicada ao desenvolvimento de produtos que substituem material derivado de hidrocarbonetos não renováveis com redução do “carbon footprint”, gerando produtos químicos por meio da modificação do metabolismo de microrganismos. 

A empresa encaminhou documentação detalhada em dois documentos: um deles descreve a aplicação comercial em 398 páginas compreendendo o texto, 66 figuras, 34 tabelas, extenso detalhamento dos métodos utilizados, plano de monitoramento pós-liberação comercial, 153 referências bibliográficas e 9 anexos. O outro apresenta o detalhamento dos procedimentos para geração do OGM com os dados que a empresa considera confidenciais. Este documento (o décimo, anexo J do processo) se estende por 79 páginas apresentando os genes introduzidos e suas origens, os genes inativados, etapas do processo, vetores utilizados, análise molecular da levedura OGM para exame do número de cópias e outras características, listando os elementos genéticos inseridos/modificados e apresentando as sequências nucleotídicas das regiões em questão. 

Este parecer consolidado reúne as avaliações individuais dos relatores: Dr. Francisco G. Nóbrega e Dr. Pedro C. Binsfeld (Sub Comissão Setorial Permanente das Áreas de Saúde Humana e Animal), Dra. Maria Lúcia Carneiro Vieira e Dr. Francisco José Lima Aragão (Sub Comissão Setorial Permanente das Áreas Vegetal e Ambiental) sendo que todos aprovaram a solicitação de liberação comercial.

Informações sobre o Organismo Geneticamente Modificado

A levedura Saccharomyces cerevisiae foi o primeiro organismo utilizado pelo homem para processar alimentos e gerar comestíveis representando a biotecnologia mais antiga. Em sítio de uma aldeia neolítica chinesa, jarros com uma bebida fermentada de arroz, mel e frutas com 9.000 anos de idade foram encontrados (McGovern et al., 2004). Este organismo é um representante clássico da categoria GRAS (“generally recognized as safe”) sem restrição para o consumo humano, segundo o FDA, presente na produção de bebidas e pão. A confiança em sua segurança levou também o NIH a liberar experimentos com a levedura da maior parte de suas restrições, e a EPA a isentar a S. cerevisiae da maior parte das cláusulas previstas no Toxic Substance Control Act (legislação americana que regula a introdução de novos produtos químicos no mercado). A EPA em 2009 autorizou a inclusão de até 20% do diesel de cana no diesel comum. O seu desempenho foi comprovado em uso puro em veículos Mercedes Benz que receberam prêmios em avaliações da indústria automobilística.

Tem sido também muito usada na alimentação animal, como fonte de proteína e outros nutrientes. Na alimentação humana, a levedura tem sido utilizada na forma de derivados, como aromatizante, para realçar sabor e como complemento nutritivo, possuindo proteína de alta qualidade, rica em lisina, vitaminas do complexo B e minerais importantes como selênio e zinco além de fonte de fibras, representadas por mananas e glicanas da parede celular. Mesmo leveduras modificadas por engenharia genética já foram aprovadas para o consumo humano na produção de vinho nos EUA e Canadá e no Reino Unido para a produção de cerveja e pão (Aldhous, 1990; Dequin, 2001) considerações que atendem ao item 1 da RN-5, anexo III. Como consequência de suas facilidades de cultivo e manipulação genética, tanto para genes nucleares como mitocondriais, a levedura S. cerevisiae  tornou-se o organismo eucarioto unicelular cientificamente mais bem estudado e caracterizado, tendo sido o primeiro deles a ter seu genoma totalmente sequenciado (Goffeau, 1996) e sendo considerado um eucarioto unicelular modelo para pesquisas. Há mais de dez anos temos disponível uma coleção de cepas de S. cerevisiae, cada uma delas contendo uma mutação específica em cada um de seus 6.000 genes, permitindo estudos de função gênica de grande interesse (Brachmann, 1998). 

Sua patogenicidade foi considerada nula até que casos muito raros de presença de S. cerevisiae foram descritos em isolados clínicos de indivíduos com extrema deficiência imunológica. Também há raros relatos de alergia principalmente em trabalhadores de panificação. Além de seu papel na produção de alimentos esta levedura está sempre à nossa volta, presente em cascas de frutas e superfície de grãos. Sua segurança e importância industrial são patentes já que é responsável pelos 5 principais produtos industriais derivados de fermentação: cerveja, vinho, proteína celular, levedura de panificação e ácido cítrico. Seu efeito como probiótico na alimentação humana e animal foi comprovado em vários estudos (Gaiotto, 2005 e Caballero-Cordoba e Sgarbieri, 2000).

A cepa Y5056 é derivada da levedura Y002 designação Amyris da EUROSCARF 30000A on CEN.PK2-1C (ura3, trp1, leu2, his3, descrição parcial). A aprovação anterior da produtora de farneseno Y1979 foi feita sobre a PE-2, muito utilizada para a produção de etanol no Brasil, linhagem responsável por 10% do etanol produzido no mundo. A importância econômica desta linhagem estimulou sua caracterização genética completa, sendo seu genoma recentemente sequenciado (Argueso et al., 2009). 

Resumo das manipulações moleculares envolvidas:

A partir da cepa Y002 uma complexa sequência de manipulações gerou a cepa Y5056. Os procedimentos fundamentais envolveram: a) transformação genética por inserção de DNA e recombinação homóloga no sítio desejado com a técnica do acetato de lítio, b) cruzamentos convencionais para que a cepa adquira outras características desejáveis e c) mutagênese química com seleção dos melhores produtores de farneseno. Pelo menos 30 etapas utilizando as abordagens referidas foram executadas.

As etapas compreendem 3 fases principais: inicialmente para gerar a cepa produtora de farneseno, etapa intermediária destinada a aumentar o fluxo de carbono na via e fase final na qual a levedura modificada é convertida em linhagem diplóide, os marcadores de resistência a antibióticos usados nas construções são eliminados e genes ligados à fertilidade e esporulação são nocauteados para impedir a disseminação dos transgenes no meio ambiente em caso de liberação acidental.

Os procedimentos iniciais foram executados nas cepas Y002 tipo de acasalamento a ou alfa para permitir cruzamentos em etapas posteriores. Os genes vindos de outros organismos foram sintetizados por empresa especializada, ajustando os codons de maneira e maximizar a expressão em S. cerevisiae.

Resumo de detalhes das etapas:

· Inserção do promotor MET3 adiante do gene ERG9 

· O gene LEU2 de Candida glabrata substitui o gene ADE1 da linhagem 

· Introdução (em mat a) de cassete para superexpressão de ERG13 e de ERG10 com ERG12 ambos usando promotor forte PGAL1.10 que contém o gene HIS3 de S. kluyveri
· Introdução (em mat alfa) de cassete para superexpressão de ERG2 e ERG19 e ERG8 ambos usando promotor forte PGAL1.10

· Acasalamento das construções anteriores gerando um diplóide que foi depois transformado com um cassete destinado a remover o marcador LEU2 de C. glabrata e reconstituir o gene ADE1.
· Indução de esporulação para gerar haplóides de tipo de acasalamento a e alfa.

· Deleção do locus GAL80 por inserção do gene HygB (resistência a higromicina).

· Transformação da linhagem com o plasmídeo multicópia pAM404 contendo o gene da farneseno sintase de A. annua (gene com o codon otimizado para expressão em S. cerevisiae.

· Introdução de um promotor GAL4 mutante anexo ao gene ERG9 para reduzir a inibição por glicose (cassete com marcador de resistência a nourseotricina).

· Integração de cópia adicional do gene ERG12 removendo o marcador higromicina e introduzindo um marcador de resistência a G418.

· Mutagênese desta cepa intermediária (Y677) para selecionar alto produtor de farneseno (Y1778).

· Aumento do fluxo de carbono na via do FPP por inserção de cassete contendo uma acetoacetil tiolase de S. cerevisiae e uma acetoacetil tiolase de C. butylicum, ao mesmo tempo inativando o gene HXT3 que codifica para um transportador de hexoses o que reduz a glicólise e produção de etanol aumentando a produção de farneseno. Nesta etapa uma cópia do gene da HMG CoA sintase de Brassica juncea é também introduzida.

· Novo ciclo de mutagênese e seleção de altos produtores de farneseno seguida da introdução do gene GAL80 e inativação simultânea do gene URA3.

· A cepa mutagenizada na etapa anterior foi novamente mutagenizada e depois transformada com cassete que introduziu um marcador de resistência à higromicina e uma cópia do gene MAT alfa no locus MAT transformando a linhagem para o tipo alfa de acasalamento.

· As cepas resultantes foram acasaladas para formar o diplóide. Após esporulação do diplóide, haplóides foram selecionados para alta produção de farneseno e perda do locus GAL80 o que torna a linhagem constitutiva para produção de farneseno.

· O gene URA3 foi eliminado por inserção de um cassete não funcional contendo hisG de Salmonella enterica e selecionados em meio contendo 5-FOA.

· Adição de cassete contendo uma cópia extra do gene da acetil CoA sintase de S. cerevisiae e uma cópia do gene da piruvato descarboxilase de Z. mobilis (para conversão de piruvato em acetil-CoA (marcador URA3).

· Nova rodada de mutagênese aleatória para melhorar a produção de farneseno.

· Em seguida, em procedimentos consecutivos, quatro cópias do gene da farneseno sintase (FS) foram inseridos no genoma da linhagem e o plasmídeo contendo a farneseno sintase foi eliminado.

· As etapas finais consistiram em restauração do gene GAL80, remoção do  marcador de resistência à higromicina e do gene URA3 próximos ao gene HXT3. Depois remoção do marcador de higromicina e do gene URA3 do locus MAT com restauração do MAT alfa.
· Remoção do marcador de resistência a nourseotricina e URA3 do locus ERG9.

· Remoção do marcador de resistência a G418 e URA3 do locus GAL80.

· Inativação do gene STE5 para impedir acasalamento.

· Seleção de cepa com ADE1 restaurado por perda do alelo GAL80.

· As cepas geradas até aqui receberam os genes STE5 (permite acasalamento) e HO (induz "switching" do tipo de acasalamento) por introdução dos plasmídeos correspondentes portando estes genes que permitiram sua transformação em diplóides. Em seguida houve cultivo não seletivo para perda dos plasmídeos. 

A cepa Y5056, em resumo, diplóide, estéril e incapaz de esporular, contendo 5 cópias do gene FS controlados pelos promotores de S.c. GAL1 ou GAL10; o gene das piruvato descarboxilase (zPDC) de Zymomonas mobilis com o promotor de S.c. GAL7; a tiolase de Clostridium butylicum e a HMG CoA sintase de Brassica juncea ambos com o promotor TEF de Kluyveromyces lactis e o gene HIS3 de Saccharomyces kluyveri. O marcador URA3 for removido assim como todos os marcadores de resistência a antibióticos (genes NatA, KanA e hph). Também  foram nocauteados os genes STE5, DIT1 e NDT80. A lista completa dos elementos genéticos usados nas construções está na Tabela V.7 indicando: fase, etapa, cepa parental, cepa resultante, modificação genética (integração, deleção, mutagênese, esporulação, acasalamento), integração genética, comentários, identidade do cassete utilizado.

Em seguida a empresa apresenta as sequências genéticas dos cassetes utilizados.

Para a detecção da presença do transgene na cepa Y5056, ensaios foram conduzidos com colônias isoladas obtidas do cultivo de até 72 horas e submetidas à técnica de PCR (Reação em cadeia da polimerase), utilizando iniciadores especificamente desenhados para as regiões flanqueadoras na posição 5’ e 3’ do gene FS transferido. Os iniciadores específicos para detecção geral de leveduras (banda de 279 pb) e para detecção da levedura modificada Y5056 (banda de 642 pb) foram desenhados para alta sensibilidade de detecção do OGM na eventualidade de qualquer acidente ou contaminação.Os resultados mostraram a presença do transgene em todas as etapas do ensaio, mostrando estabilidade genética para a cepa Y5056 por aproximadamente 40 gerações. 

Estabilidade da cepa construída e competitividade:

A cepa é diplóide com duas cópias idênticas de cada cromossomo. Efeitos adversos em função dos vários genes superexpressos e do gene heterólogo FS, pleiotrópicos ou epistáticos não foram observados na cepa.  A estabilidade do gene FS foi testada molecularmente  por mais de 40 gerações (72 horas de cultivo) e as colônias exibiram as mesmas 5 integrações do gene FS. 

A inativação dos gene STE5 reduz o acasalamento para mais de seis ordens de magnitude. A inativação do gene DIT1 impede a maturação da parede do esporo e os torna inviáveis. Testes de cruzamento resultaram completamente negativos para o acasalemento acasalamento com uma linhagem competente.

O teste de competitividade em co-cultivo com cepas utilizadas na produção de etanol foi iniciado com 90% da cepa transgênica e 10% da convencional. Ao longo de 72 horas de cultivo (diluições para meio fresco feitas a cada 24 horas) a proporção passou para cerca de 90% para as linhagens convencionais e abaixo de 10% da transgênica (de 0,65% a 0,03%) demonstrando sua menor vitalidade e competitividade nas mesmas condições de fermentação.
Avaliação de risco à saúde humana e animal:

A empresa contratou os serviços especializados da Cantox Laboratories (Canadá) para examinar os possíveis efeitos adversos face á exposição e consumo de ração ou derivados na saúde animal e humana (Anexo A do documento).

A Nuchro Technics (EUA) foi encarregada de teste utilizando ratos. A linhagem Y5056, para esses testes e para facilitar sua recuperação frente a microbiota do animal recebeu um gene marcador de resistência ao antibiótico geneticina (denominada Y5148). A levedura controle Y5149 também resistente à geneticina e não modificada geneticamente de outra maneira foi o controle nos experimentos. Os testes foram de toxicidade oral aguda. Para tal as culturas foram incubadas por dois dias em meio rico e concentradas  100x por centrifugação e ajustadas para o título indicado e administradas por gavagem em 1 ml. Controles: 4 machos e 4 fêmeas (~ 7 x 107 cfu), teste: 6 machos e 6 fêmeas (~ 6 x 107 cfu). No 3o dia após a ingestão 3 e 3 animais foram sacrificados e no 21o dia todos os demais. Órgãos, tecidos e sangue total foram coletados para análise, peso anotado semanalmente, e todos foram necropsiados. As coletas foram examinadas quanto à presença das leveduras para análise de infectividade e persistência. Após 24 horas nas fezes encontraram ~ 22% do controle e 0,3% da linhagem GM. Não se encontrou a linhagem GM viável em qualquer tecido, órgão ou no sangue. No dia 21 nenhum organismo viável, seja da linhagem controle seja da GM, subsistiram. A conclusão (detalhes em ~ 73 páginas) anuncia: sem evidência de toxicidade ou patogenicidade para a linhagem GM ou controle. A persistência da linhagem GM nas fezes, bem inferior à controle mostra sua baixa viabilidade natural e dificuldade em colonizar o animal.

A Cantox Laboratories buscou nas bases de dados MedLine, ToxFile, Biosis Previews, Agricola, Embase e CAB abstracts informações sobre os genes presentes na linhagem similar Y4352 que (informação confirmada pela empresa) contém os mesmos transgenes da linhagem Y5056 sem a remoção dos genes de resistência a nourseotricina, geneticina e higromicina B. Esta estratégia facilita a identificação desta levedura GM na microbiota normal que costuma ter a levedura S. cerevisiae. 

A Cantox revê as raras descrições de infecções causadas pela levedura em casos de pessoas severamente imunocomprometidas e casos de alergia associados a trabalhadores de panificação trabalhando com levedura em forma de pó. A conclusão é de que os trabalhadores da empresa, com os cuidados estabelecidos na manipulação e inativação de efluentes estarão seguros.

A busca centrada nos genes de levedura que são ativamente expressos para que a via do farneseno seja produtiva mostra que são ubíquos na natureza e apesar de grande número de "hits" com esses genes não se encontra referência que aponte para qualquer atividade tóxica derivada de sua expressão. Também as buscas não revelam evidência de aumento na invasividade, persistência, patogenicidade em comparação com a levedura controle. Na verdade os estudos de toxicidade aguda mostraram que esta levedura desaparece bem mais rapidamente do animal em teste do que a levedura selvagem.

Os genes recebidos, originários de outros organismos, foram avaliados como perfeitamente seguros embora haja algumas referências de raras infecções com S. enterica e mais raramente ainda com S. kluyveri e C. butylicum, irrelevantes já que os genes utilizados para a transformação não estão associados a qualquer atividade que possa ser tóxica ou danosa para humanos ou animais.

O sesquiterpeno farneseno pertence a uma classe de produtos amplamente disseminados na natureza. Em dose elevadas pode ser tóxico. O farneseno produzido é também naturalmente produzido por certos insetos, e em grandes quantidades, é tóxico para os mesmos. Na solicitação anterior da Amyris foi relatado estudo do laboratório independente MB Research para avaliar aspectos de segurança relacionados ao farneseno resultante da fermentação. Foram avaliados a toxicidade oral aguda, toxicidade dérmica aguda, irritação aguda ocular, sensibilização dos linfonodos e mutagenicidade. Em todos os casos, os resultados sugeriram que o farneseno é, em geral, bem tolerado e não é mutagênico. A DL50 do farneseno em ratos foi determinada como sendo superior a 5000 mg/Kg de peso. A aplicação desta dose na pele foi feita em coelhos e não houve reação dermal em 24 horas, com pequena resposta no sétimo dia e  mais fraca ainda após 15 dias. Derivados do farneseno também estão presentes em refrigerantes como, por exemplo, coca-cola. Isso significa que a população consome farneseno quando usa perfumes, bebem caipirinhas, sucos cítricos e refrigerantes como Coca-Cola, Soda Limonada, Fanta Laranja, etc. Mas este produto não estará sendo produzido para liberação no meio ambiente. 

Os compostos deste grupo podem agir como feromônios de alarme em cupins e outros insetos e constituir parte substancial de substâncias odoríferas como as presentes no perfume de gardênia. Plantas atacadas por parasitas emitem compostos voláteis entre os quais o farneseno (Kannaste et al., 2009). Estes compostos tem efeito inibidor da proliferação bacteriana. Os frutos que consumimos produzem o farneseno como maçãs, laranjas, e o composto está presente nos óleos essenciais de sândalo, manjericão, mexericas, limões, limas, semente de cenoura, gardênia, gengibre, uva, e muitos outros. A empresa destaca que não há referências na literatura que possam associar a enzima farneseno sintase com efeitos adversos à saúde humana, animal ou ambiente, já que estas classes de enzimas, como as terpeno sintases, são ubíquas em diversas espécies de microrganismos, plantas, animais e no ser humano, fazendo parte da rota metabólica do mevalonato e do colesterol.

Quanto às diferenças de composição química e nutricional entre o alimento oriundo do vegetal geneticamente modificado e do vegetal não modificado, in natura ou após processamento e a existência de equivalência substancial entre o OGM e seu organismo parental assim como a investigação da digestibilidade da levedura e suas frações, a empresa não apresentou estudos alegando que no momento não solicita aprovação para uso em alimento ou ração. 

Para a inativação após a fermentação a empresa decidiu-se pelo uso de vapor superaquecido gerado com facilidade em sua fábrica e que efetivamente mata as leveduras e não deixa resíduos ambientalmente agressivos. Informa que bastam 62ºC por 90 minutos para inativar completamente a cepa nas várias condições examinadas (em água ou vinhaça). Na produção a Amyris usa temperaturas bem superiores (120ºC) garantindo completa segurança de inativação.

Avaliação de impacto ambiental da cepa GM:

Esta investigação foi extensamente avaliada em múltiplos testes (capacidade da cepa produzir esporos e ser competente em cruzamentos - mating, procedimentos de esterilização, composição da vinhaça resultante, microbiologia de amostras do solo para identificação do OGM mostrando que não afeta a diversidade da microbiota do solo, medida de sobrevivência do ADN de levedura controle e GM em solo, por PCR quantitativo - ADN cai fortemente e fica indetectável aos 60 dias da aplicação para controle e OGM, efeito em reprodução de minhocas e colêmbolos, contagem de bactérias após adição de leveduras ou vinhaça por 125 dias totais e amostragem periódica, efeito sobre peixes, na decomposição da matéria orgânica, todos sem indicação de risco significativo ou comportamente distinto da cepa não-OGM)

A metodologia utilizada nos vários testes acima comentados está descrita em detalhe da página 142 até a página 197 (ao todo 17 métodos são descritos). Estes aspectos foram examinados pelos especialistas da área vegetal ambiental da CTNBio.

Plano de monitoramento:

Está descrito entre as páginas 198 e 203. Seu objetivo inicial é garantir e acompanhar a eficiência da inativação do MGM no efluente industrial produzido em fermentadores de 180 mil litros em sistema fechado. Qualquer escape será monitorado para avaliar persistência do organismo no meio ambiente.  O trabalhador não terá contato com o MGM mas será acompanhado regularmente quanto à saúde. Por meio do registro de ocorrências, haverá acompanhamento do padrão de saúde dos trabalhadores visando detectar qualquer efeito adverso. Os dados obtidos serão apresentados em relatório semestral por 2 anos.

A técnica de PCR de colônia será utilizada de rotina nas amostras de levedura recolhidas no ambiente da empresa para monitorar vazamentos. A metodologia molecular para acompanhamento no meio ambiente é descrita. Monitoramento para avaliação de eventual dispersão do OGM a cada 90 dias e sendo negativo a cada 4 meses. O protocolo de acompanhamento ambiental será avaliado em detalhe pelos especialistas da setorial vegetal/ambiental. O plano de monitoramento de campo onde será dispersa a biomassa prevê a realização de dois anos de monitoramento, após o início da utilização da levedura Y5056, sendo que no primeiro ano as avaliações serão realizadas a cada 90 dias durante o período de corte da cana e no segundo ano – caso não tenha sido detectado a liberação ocasional da levedura Y5056 – as avaliações serão feitas a cada quatro meses durante a safra.

Os benefícios da produção do biodiesel de cana-de-açúcar frente ao etanol são significativos: maior densidade energética e compatibilidade com a infra-estrutura existente para derivados do petróleo. Para a saúde humana os benefícios indiretos decorrem, por exemplo, da ausência de enxofre e consequente redução da poluição atmosférica com sua queima. Ambientalmente o processo é sustentável tendo uma fonte renovável em contraste com o combustível fóssil. Estrategicamente é benéfico para a economia e nossa base industrial, ao diversificar nossas fontes de energia renováveis. 

Conclusão:

Considerando que não existem efeitos adversos resultantes de interações indesejáveis entre os genes expressos em levedura e o transgene inserido ou que sua ação resulte em alteração do comportamento (virulência/patogenicidade /competitividade) desta levedura no meio ambiente ou em humanos e animais; que a linhagem de origem é de uso corrente e segura; que o produto da fermentação é substância presente de maneira abundante na natureza, de toxicidade significativa apenas para insetos e que sua produção será em sistema fechado e que os métodos de inativação do efluente são eficientes e a proposta de monitoração adequada, concluímos que os riscos à saúde humana e animal são praticamente inexistentes e esta produção industrial é segura atendendo a legislação brasileira de biossegurança que visa a proteção do meio ambiente, agricultura, saúde humana e animal. 
Relatório de vistas ao processo: o Dr. Geraldo Deffune Gonçalves de Oliveira (Representante suplente do Ministério do Desenvolvimento Agrário) solicitou vistas ao processo na 151ª Reunião Ordinária da CTNBio em 19 de abril de 2012 e na Reunião Ordinária de 17 de maio não apresentou o relatório do pedido de vistas, mas concordou verbalmente com os pareceres anteriores.

A CTNBio decidiu por dezoito votos favoráveis pela aprovação e um voto contrario da Dra. Solange Teles da Silva (Representante suplente especialista em Defesa do Consumidor), ficando aprovada a liberação comercial da levedura Y5056 para a produção de farneseno.
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