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Extrato Prévio: 5012/2016, publicado no DOU em 11 de marco de 2016

Reunido: 2042 Reunido Ordinaria da CTNBIo, realizada eméagbsto de
2017

Deciséo: DEFERIDO

A CTNBIo, ap0s apreciacédo da Solicitacdo de paneaex liberacao
comercial do derivado de OGM alfa-amilase, conchélo deferimento, nos
termos deste Parecer Técnico.

No ambito das competéncias dispostas na Lei 11.3@582u decreto
5.591/05, a Comissao concluiu que o presente ped@hale as normas da
CTNBiIo e a legislacéo pertinente que visam gararbiosseguranca do meio
ambiente, agricultura, salde humana e animal.

1. ldentificacdo do OGM

Designacdo do OGM Bactéria



Espécie Bacillus licheniformis
Caracteristica Inserida Producéo de alfa-amilase
Método de introducéo da caracteristicaTecnologia do DNA recombinante

Uso proposto Enzima seré utilizada em produtos de limpeza

Uso proposto:Uso comercial da enzima alfa-amilase, derivadarganismos
geneticamente modificados, com aplicacdo na areacdieitos de limpeza,
tais como detergentes para lavanderia e loucagpa@aocao de manchas
originadas por amido. Nas modalidades de manipojdig@nsporte, descarte,
Importagéo e exportacdo, bem como quaisquer oatiradades relacionadas,
e para fim Unico e exclusivo para aplicacdo emrdetges e similares, nos
termos da Resolugcdo Normativa N°5 de 12 de mar@as.

O produto comercial contendo a enzima alfa-am#asensiderado um
derivado de organismo geneticamente modificada@poter detritos celulares
que permanecem no meio apoés a etapa de filtragémlpando contém
células vivas. Esses detritos celulares sdo manfadas sdo utilizados no
processo de granulacdo. As cepaBaeillusnéo apresentam atividade
toxigénica e ndo sdo patogénicas para o homemnmabaj foi concedido o
status de QPS (Presuncao Qualificada de Seguranca).

2. Proteinas Expressas:

- a-AMILASE — que catalisa a endo-hidrolise de ligacéks-1,4-D-
glucosidicas em polissacarideos que contém trésaiunidades-1,4
ligadas a D-glucose.

3. Area de Restricio Ambiental:Conforme estabelecido no art. 10 da
Lei 11.460, de 21 de margo de 2007, “ficam vedadumesquisa e 0
cultivo de organismos geneticamente modificadoderaas indigenas
e areas de unidades de conservacao".

4. Confidencialidade:



A CTNBIo informa, que de acordo com o paragrafdd@artigo 38 do
Regimento interno da Comissao Técnica Nacional desBguranca manteve
o sigilo solicitado para algumas informacdes d@@sso.

5. Fundamentacao Técnica:

A empresa DuPont do Brasil S.A. solicitou & CTNBitoaizac&o para 0 uso
comercial da enzima alfa-amilase, uma enzima ddaizie organismo
geneticamente modificado, com aplicacdo na argaatkitos de limpeza, tais
como detergentes para lavanderia e louca para@éentde manchas
originadas por amido. A empresa solicita autoriagggta manipulacao,
transporte, descarte, importacéo e exportacao cbem quaisquer outras
atividades relacionadas, e com fim Unico e exctude aplicacdo em
detergentes e similares. Esta solicitacdo foi caddi® aprovada pela CIBio
da DuPont do Brasil S.A.

A enzima alfa-amilase hidrolisa polissacarideosaomamido, com ampla
especificidade para ligac6es alfa-1,4-D-glicosisligara produzir
oligossacarideos e, posteriormente, acucares redutéssa enzima é
produzida por meio de técnicas de DNA recombina&edo seu gene
pertencente ao micro-organisiBacillus spe introduzido no cromossomo do
hospedeir@acillus licheniformisO produto comercial contendo a enzima
alfa-amilase é considerado um derivado de organi@neticamente
modificado por conter detritos celulares que pesoam no meio apos a
etapa de filtrac&o parcial e ndo contém célulaagsviizsses detritos celulares
sao mantidos, pois sao utilizados no processoateitacao.

O organismo hospedeirBacillus licheniformisfoi considerado seguro pela
Agéncia Europeia para Seguranca Alimentar (Europeand Safety Agency -
EFSA) e pela agéncia americana UFDA (US Food and Bdministration).
A cepa deB. licheniformisGICC03299 é derivada de uma cepa laborat8ial
licheniformisBra7. Esta cepa foi desenvolvida em uma cepa Hespepela
Genencor Internacional, atualmente parte da Duldnstrial Biosciences,
desde 1989. Esta cepa também foi alterada paradguaais produzisse
esporos.



A modificagdo genética envolve técnicas de DNA ndzoante para
introduc&o de mdltiplas copias do gene da alfaasmaitidBacillus sp no
cromossomo do hospedeBo licheniformis(Bra7).

A cepa deB. licheniformisGM expressa uma alfa-amilaseBkcillus Esta
proteina é uma alfa-amilase (nimero IUB 3.2.1.inend CAS 9000-90-2)
que catalisa a endo-hidrdlise de ligac@ds4-D-glucosidicas em
polissacarideos que contém trés ou mais unidades ligadas a D-glucose.

A bactéria GM também produz uma enzima que comésisténcia a
clorafenicol que é utilizada apenas para a seléga®pa, mas néo durante a
producdo da enzima. Portanto, a preparacao enzaméb contém
cloranfenicol.

A descricao detalhada do vetor, do cassete deragiég, da construcéo
génica, incluindo regides reguladoras e marcadiweselecao utilizados e
cassete de integracao utilizados, foi apresentaslapéndicesomo
informacé&o confidencial

O Bacillus licheniformig onipresente no ambiente (solo, agua, plantas e
animais). Este organismo vem sendo utilizado had#écaa producéo de
enzimas alimenticias sem nenhum caso reportadfeiieseadversos

causados a saude humana ou ao meio ambiente. Gmae® hospedeiro

estad em variobabitats como resultado, ele também pode ser encontrado em
alimentos.

Cepas dd. licheniformisem geral tém sido usadas por mais de 20 anos para
a producéo industrial de alfa-amilase. A cepa pgal@&nlicheniformisBra7 e

as cepas derivadas dele tém sido usadas para poénncescala industrial de
alfa-amilase para aplicacbes em processamentonciendabs desde 1989.

Como a cepa produtora nao produz esporos, na@seragie 0 organismo
produtor sobreviva no ambiente ou que cause aldeito @rejudicial ao solo,

ar ou agua. Ainda assim, esta avaliacao foi reddizeela empresa e é
apresentada no processo. A espBciicheniformisndo é capaz de colonizar
humanos ou animais com respostas imunes normarsicds-0rganismos

nao viaveis ndo causam efeito téxico ou alergémmdiumanos ou animais.



Apesar destes fatos, cepaB#eillusderivadas da mesma origem foram
testadas quanto a patogenicidade e toxicidadespgbaesa. A conclusdo da
pesquisa foi que nenhuma substéancia toxica foiyzidd pela cepa e que néao
€ toxica ou patogénica.

Uma reviséo da literatura revela quBaxillus licheniformisdo produz
substancias toxigénicas. Contudo, tém havido a@sgmstroenterite aguda,
autolimitada, associada ao isolamento de grandasigades desta espécie;
entretanto, um efeito téxico ou direto no epit@i@stinal néo foi
demonstrado. Uma série de espécies do g@8amitius incluindo
licheniformis,B. subtilis B. megateriune B. pumilusforam capazes de
produzir uma lecitinase, que € uma enzima que pmdper membranas
celulares de mamiferos.

Porém, ndo ha uma correlacao entre a producaoldesitaase com doencas
humanas. Além disso, ndo se encontrou nada sugegireB.
licheniformisseja um patdégeno de plantas. Ndo ha mencéao dgugual
atividade patogénica a plantasManual of Systematic Bacteriologgm na
lista do Departamento de Agricultura dos EUA dégahos mediante

o Federal Plant Pest Ad7 CFR 330, et seq.). Uma vez que o unico DNA no
OGM nao derivado do préprio hospedeiro € a alfdesmiisolada
deBacillussp. #707 (M202L), € altamente improvavel que hagquer
alteracédo, com respeito a patogenicidade compa@deganismo hospedeiro.
Apenas este gene sintético foi usado no organismpatucao final,

portanto, nenhum efeito patogénico € esperado.

O produto, uma alfa-amilase, como qualquer outéepra, pode causar
reacoes alérgicas como a febre do feno, quandadaatendo uma enzima, o
produto € irritante para a pele e membranas mucAdasPont construiu

uma vasta experiéncia no controle de exposicoagimas para proteger a
saude dos funcionarios, clientes e consumidorésdéstria de enzimas e
detergentes desenvolveu documentos orientadores gobanuseio seguro de
enzimas no local de trabalho. A implementacéo déroles especificos de
engenharia, praticas recomendadas para manuseie  desenvolvimento de
produtos com enzimas encapsuladas tém reduzidificagimamente as
exposicdes a enzimas no local de trabalho; adicr@rde, a redugéo no risco
de sensibilizacdo a enzimas, ao longo dos anas)gstente com uma relacao
exposicao-resposta.



Foi apresentado um estudo de impacto ambiental mnando que ndo ha
producao de esporos pelo OGM e tao pouco maimstéesia a dessecacao
gue o organismo parental. Observou-se também qugamismo pode ser
inativado utilizando todos os métodos conhecidoa peativarBacillus
licheniformis(lisozima, aquecimento, hipoclorito 10%, UV, etc.).

A empresa também apresentou testes de sobrevidancigpa GM utilizando
amostras naturais de solo e agua, e os resultadicariam que o organismo
tem menor capacidade de sobrevivéncia do que asebggem. A
sobrevivéncia e dispersdao do OGM na agua, ar daicdwaliada. Como 0s
nutrientes sdo limitados no ambiente comum, céllgds licheniformisséo
frequentemente encontradas em seu estado dormarftgma de esporos.
Como a cepd. licheniformisBra7 nao pode formar esporos, isso limita
severamente sua sobrevivéncia no meio ambiente.

Os resultados dos estudos de sobresi&om cepas esporulantes e
nao esporulantes d& licheniformissdo totalmente consistentes com estudos
independentes realizados c@8msubtilis ou seja, também foi observado
apenas a sobrevivéncia de longo prazo em soldl elstérepa com capacidade
de esporulagdo. Em nenhum dos ambientes naturamsfeibm significativo ou
duradouro na microflora endégena foi observado aantroducado de
10° células daB. licheniformis o que indica que este micro-organismo nédo
tem capacidade de competicao.

Quatro estudos foram realizados pateranar a patogenicidade e a
toxicidade de cepas derivadas da cepa selv@galus licheniformiBra
7, utilizada para desenvolver as cepas de produgfigteo estudos
toxicoldgicos foram realizados com a cepa de pr@dugEm todos os estudos
feitos, os resultados apresentados foram neggis@sproducéo de toxinas
sob as condi¢des dos métodos e o organismo degdrodéo foi considerado
mais toxico, infeccioso ou patogénico do que a agpalmente nao toéxica,
nao infecciosa e ndo patogéniBalicheniformisBra 7, da qual é derivada.

Este OGM é classificado como de Classe de Ris8o licheniformis aceito
como hospedeiro seguro para a construcéo de Migansmos



Geneticamente Modificados em diversos paises, @&dermanha e Paises
Baixos, reconhecido e certificado como hospedearsistemas hospedeiro-
vetor noNIH Guideline$EUA).

Preparacdes de alfa-amilasesBdéicheniformissdo consideradas GRAS
(Comumente Reconhecidas como Segura), inclusiaeytdizacdo em
ingredientes alimenticios. A requerente cita vavigtsas enzimas produzidas
a partirB. licheniformise consideradas GRAS.

Risco a saude humana e animal

O B. licheniformis2 onipresente no ambiente (solo, agua, plantasree).

A cepa produtora ndo produz esporos, portantoseaspera que o
organismo produtor sobreviva no ambiente ou tefdwaaefeito prejudicial
no solo, ar ou agua. Esse micro-organismo vem saiidado ha décadas na
producdo de enzimas alimenticias sem que nenhumrelasado de efeitos
adversos causados a saude de humanos ou ao mésmi@nb

A cepa produtora foi testada quanto a sua capaeidadobrevivéncia na
agua, ar e solo e os resultados mostraram gqueaniengo tem menor
capacidade de sobrevivéncia do que a cepa selv&@ymno ela ndo produz
esporos (limitado), n&o se espera que o0 organisbredva no ambiente
(agua, ar, solo). Foi também realizado um estutiorpguerente que
demonstrou que a capacidade de sobrevivéncia @gpcegutora € menor do
gue a da cepa selvagem.

A espécieB. licheniformisndo € capaz de colonizar humanos ou animais com
respostas imunes normais. Os micro-organismos id@eis ndo causam

efeito toxico ou alergénico em humanos ou anin@Zapas ddacillusforam
testadas quanto a patogenicidade e toxicidad@rduséo do trabalho foi

gue nenhuma substancia téxica foi produzida pgla eajue esta ndo € toxica
ou patogénica.

Estudos de patogenicidade e Toxicidade

Quatro estudos foram realizados para determinatagpnicidade e a
toxicidade de cepas derivadas da cepa selvagentuBdiheniformis Bra 7,
utilizada para desenvolver cepas de producao. Eagestiudos toxicolégicos



foram realizados com a cepa de producado. Os estodsisaram que 0 micro-
organismo nao é patogénico e nem toxigénico e mealsubstancia toxica
produzida por esse microrganismo. A enzima serageatuso em detergente,
nao € para consumo, mas mesmo assim foram redairestes de toxicidade.
Ela é destinada para uso da enzima em detergentepsia liberacédo do
OGM no meio ambiente, mas foram realizados testeslgmonstram a
seguranca do microorganismo. Entdo mesmo em capoofravel) de escape
do microorganismo no meio ambiente, n&o sao vistadds riscos
significativos ao meio ambiente.

O primeiro teste foi o Estudo de Toxidd®ral de 13 semanas em
Ratos: micro-organismos testes foram administradalsnente em ratos
fémeas e machos do tipo Sprague-Dawley com dosg35]d.250 e 2500
mg/kg/dia por 13 semanas consecutivas. Animaisamwics foram utilizados
como grupo de controle. Todos 0s animais sobresineté a data de
sacrificio, exceto um animal fémea que morreu Hasgéfhana do estudo.
Nenhuma lesdo ou anormalidade foi encontrada mapsa. Todos 0s outros
animais foram sacrificados apés o término do estua® necropsias foram
realizadas. Nenhuma anormalidade foi encontradeoa@usao foi de que a
administracdo oral do micro-organismo teste nd@xiédlogicamente
significativa.

O segundo foi o Estudo de Toxidade Oral Aguda eroR&t toxicidade de
uma Unica dose oral do micro-organismo teste faliasa em ratos Sprague-
Dawley. As anormalidades observadas, como colordedezes e urina e
acizentamento do baco, foram encontradas tantoupm gle animais que
receberam o micro-organismo teste quanto nos gmgtea controle que
receberam apenas o padréao negativo. Concluiu-sa tpxécidade causada
foi, provavelmente, devido a formulacéo e ndo arerbrganismo teste. Sob
as condicdes realizadas, o estudo LD50 oral agadoicko-organismo foi
estimado como sendo maior do que 5.000 mg/kg era.rat

O terceiro foi o Ensaio de Mutacado Read3acteriana em cepas
de Salmonella typhimuriurifA98, TA100, TA1535 e TA1537, além da cepa
teste E.coli WP2 uvrA na presenca e auséncia dadrd® (homogeneizado
de figado de rato induzido por Aroclor), ou sempdesenca ou auséncia de
metabolizacao. Utilizou-se o método de incorporalgiplacas. Nas
condicOes descritas, ndo foram observadas resppus#ivas. A dose
maxima do ensaio foi de 5000 g por placa. A ca@dfoi de que o micro-



organismo de teste é considerado negativo paraaidcde Mutacdo Reversa
Bacteriana.

O quarto € o Teste de Citogenética deiferos, aberracéo
cromossoOmica, usando Linfécitos Periféricos Humdnad4tro, também na
presenca e auséncia de ativacdo metabdlica, em dpge maxima testada foi
de 5000 pg/mL . Sob as condi¢cdes do método utilizactum base nos
resultados do estudo, concluiu-se o micro-organissi@ utilizado € negativo
para aberragdes cromossOmicas estruturais e nasénc linfocitos de
sangue periférico humano.

Aspectos Ambientais

Possivel producéao de esporos pelo OGM e sua possiesisténcia a
dessecacao

B. licheniformis é&im Bacillusformador de esporos. Contudo, esta cepa é
deficiente na producéo de protease extracelulatimitara a sobrevivéncia
no ambiente. Além disso, a cepa de producédo gansticte modificada
apresenta uma excluséo de um dos genes da esposul@mmando a cepa
incapaz de formar esporos (Apéndice 3-INFORMACAONEMENCIAL).

Estudos de sobrevivéncia no microcosmos (solo, & ficiais, e aguas
residuais) com um conjunto comparavel de cepdladeniformis(cepas
alfa-amilase com cépias do gene alfa-amilase iatigg no cromossoma, mas
com uma mutacéo de esporulacdo menos estaveicalaseostraram uma
sobrevivéncia reduzida de cepas asporogénicasygeacadas com o tipo
selvagem d8. licheniformise a flora endégena (Apéndice 1).

O B. licheniformisBra7 € unBacillusque utiliza estruturas de esporos para
sobrevivéncia em condi¢cdes desfavoraveis (estrgSeajudo, a cepa
desenvolvida é deficiente na producéo de protedsacelular limitando sua
sobrevivéncia no ambiente.



Além disso, a cepa de producao geneticamente roadiiapresenta uma
excluséo de um dos genes da esporulacéo, tornarejzaancapaz de formar
esporos. Estudos de sobrevivéncia no microcosmas gguas superficiais, e
aguas residuais) com um conjunto comparavel desaigia
licheniformigcepas alfa-amilase com cépias do gene alfa-amiésgradas
Nno cromossoma, mas com uma mutacéo de esporulag@srastavel,
classica) mostraram uma sobrevivéncia reduzidaplascasporogénicas se
comparadas com o tipo selvagenBddicheniformise a flora enddgena.

Quanto aos agentes esterilizantes efetivos cor@@mM, o
B. licheniformispode ser inativado por tratamento com lisozima,
agquecimento, hipoclorito 10%, UV etc.

Possiveis efeitos do OGM na qualidade da agua, aselo:

Os Bacilliformam um grupo de bactérias quimo-organotrofidatadas de
mobilidade, em sua maioria Gram-positivas, em fodm#&astonetes, que
formam esporos, usando uma variedade de acidosicogé&e aminoacidos
como fontes de carbono. A maioria das cepas satahsds saprofiticos,
aparentemente comuns do solo e da agua que ocupamvaniedade de
nichos ecolégicos no mundo todo. O género compeeas@spécies
mesofilicas, termofilicas, acidofilicas e alcaloéik.

Estudos de sobrevivéncia do microcosmo mostram gjgélalas dd.
licheniformisndo sdo capazes de sobreviver em uma variedadehierdes
testados (consulte o Apéndice 1). Isso € verdadeqgagas proficientes e
deficientes em esporulacdo em ambientes aquakoosolo estéril ha
evidéncias de que as cepas proficientes em espaoufeodem crescer e
sobreviver durante periodos de tempo mais longats pnovavelmente
atravessando o processo de esporulacdo. As céwadicheniformisque
nao realizam esporulacéo sdo capazes de cress@@msteril, mas este
periodo de crescimento é seguido por uma redugéees de inoculacao
dentro de 1 més.



Em ambientes naturais nenhum efeito significativaoadouro na

microflora endégena foi observado na introducat@eélulas ddB.
licheniformis o que indica que B. licheniformisndo tem capacidade de
competir. Os resultados dos estudos de sobrevev&oaon cepas de
esporulacdo e nao esporulacadddicheniformissédo totalmente consistentes
com estudos independentes realizados Bosubtilis neste caso, também foi
observado apenas na sobrevivéncia de longo prazsolenestéril da cepa de
esporulacéo.

Sobrevivéncia e dispersdo do OGM na agua, ar e splo

Os estudos de sobrevivéncia do microcosmo mostuenas) celulas dB.
licheniformis se introduzidas em grandes nimeros em uma vedeatia
ambientes, sdo incapazes de sobreviver. Esta cAncessustenta para cepas
com esporulacao proficiente e deficiente em ambseaguaticos. Em solo
estéril ha evidéncias de que as cepas proficiemessporulacdo podem
crescer e sobreviver durante periodos de tempolamgss, mais
provavelmente atravessando o processo de esparulaéilas nédo
esporulantes dB. licheniformissdo capazes de crescer em solo estéril, mas
este periodo de crescimento é seguido por umadeduniveis de inoculagcéo
dentro de 1 més.

Em nenhum dos ambientes naturais um efeito sigtifccau duradouro na
microflora endégena foi observado na introducaa@eélulas ddB.
licheniformis o que indica que B .licheniformisndo tem capacidade de
competir.

Os resultados dos estudos de sobrevivéncia cons depasporulacdo e nao
esporulacao dB. licheniformisséo totalmente consistentes com estudos
independentes realizados c8msubtilis neste caso, também foi observado
apenas na sobrevivéncia de longo prazo em solol elst&epa de
esporulagéo.

6. Parecer:



Considerando que:

A alfa-amilase € um derivado de um OGM, conside@ino um
produto da Classe de Risco |;

N&o havera liberacdo ambiental Bldicheniformisgeneticamente
modificado;

Que a cepa produtora apresenta um fenoétipo est@\mixa
capacidade de esporulacdo, sem reversao, o qu& fortemente a. sua
sobrevivéncia no ambiente;

Que oB. licheniformigprodutor foi utilizada em testes quanto a sua
capacidade de sobrevivéncia na agua, ar e soforesoltados
mostraram uma menor capacidade de sobrevivéndepdaprodutora
comparada a cepa selvagem;

Que, o produto final alfa-amilase ndo contém céldzB.
licheniformisprodutor, mas apenas detritos celulares utilizados
processo de granulacgao.

Que o produto nao apresenta potencial patogénitaxagénico.

O derivado dé. licheniformissera importado e ndo havera manuseio
de OGM vivo no pais.

Sendo assim, somos favoraveis a liberacao pareamsercial do produto
alfa-amilase, derivada de micro-organismo genetrdenmodificado, para a
finalidade proposta de aplicacdo na area de predigdimpeza, tais como
detergentes para lavanderia e louca e para a remdegdéanchas originadas
por amido.

A CTNBIo, ap0s apreciacdo da solicitacdo de paneaex liberacdo comercial
de Derivado de OGM alfa-amilase, concluiu pelo defento, nos termos
deste Parecer Técnico.

No ambito das competéncias dispostas na Lei 11.3@5#8&u decreto
5.591/05, a Comissao concluiu que o presente ped@hmle as normas da
CTNBiIo e a legislacéo pertinente que visam gararbiosseguranca do meio
ambiente, agricultura, salide humana e animal.
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