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M32680 e seus derivados.
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Decisao: DEFERIDO

1. FUNDAMENTAGAO TECNICA

A Requerente, através do seu Responsavel Legal, solicita parecer para
liberacdo comercial do microrganismo Saccharomyces cerevisiae linhagens
M32465, M32679 e M32680 a serem utilizadas na produgdo de etanol a
partir de cana-de-acgucar, com processo de fermentacao ja estabelecido pelo
setor industrial, a ser analisado de acordo com as normas postuladas pela
Resolucdao Normativa n® 21, de 15 de junho de 2018.

A CTNBio informa que de acordo com o paragrafo 52 do artigo 38 do
Regimento interno da Comissdao Técnica Nacional de Biosseguranca e
instruido pela NOTA TECNICA N2 60/2022/SEI-CTNBio - Membros, o



Presidente da CTNBio manteve o sigilo concedido para as informacgdes
contidas no volume confidencial, processo: 01245.014120/2022-06.

De acordo com o art. 14 da Resolugcao Normativa n° 21, de 15 de junho de
2018, a proposta a que se referir a um derivado de MGM devera conter os
itens: | - requerimento de liberacdao comercial datado e assinado pelo
responsavel legal; Il - cdpia do parecer técnico da CIBio sobre a proposta; Il
- declaracdao de veracidade das informagdes fornecidas assinada pelo
responsavel legal; IV - resumo executivo, contendo um sintese da proposta;
V - Plano de Monitoramento pds-liberacao comercial; VI - informacgdes
relativas ao MGM (Anexo |); VII - avaliacdo de risco a saide humana e animal
(Anexo IlI); VIII - avaliagao de risco ao meio ambiente (Anexo lll).

A Declaracdao de Veracidade das informagdes encontra-se na pdagina 6 do
documento SEI 10367471.

A Comissao Interna de Biosseguranga emitiu a seguinte conclusao (pagina 5
do documento SEI 10367471):

"Assim, a CIBio da Lallemand Solugdes Bioldgicas Ltda. conclui que as linhagens
M32465, M32679 e M32680 da levedura S. cerevisiae, assim como suas biomassas
obtidas no final do processo de produgao, sdo seguras a salude humana e animal, e
para o meio ambiente. Desta forma, a empresa vem requerer a aprovagdo comercial
da linhagens de S. cerevisiae M32465, M32679 e M32680, junto a CTNBio para a
producdo de etanol de cana-de-agucar no Brasil."

Informagdes Gerais (de acordo com informagoes do demandante)

A levedura S. cerevisiae é o principal organismo utilizado no mundo para a
producao de etanol combustivel. Trata-se de um organismo sem historico
de patogenicidade ou toxicidade para o ambiente, animais ou saude
humana. Ela possui status GRAS (geralmente reconhecido como seguro) e é
utilizada hd milhares de anos na industria alimenticia, nas areas de
panificacao e bebidas fermentadas (vinhos, cerveja, entre outras bebidas
destiladas), bem como no setor farmacéutico.

Apds o processo de fermentagado para produgao de etanol a partir de caldo
ou melaco de cana-de-agucar, que ocorre em um sistema fechado,
automatizado e com fermentagdes em batelada, a cerveja de fermentagao
sera centrifugada para recuperar a levedura que sera tratada com acido
sulfurico para reduzir a contaminacao por bactérias e, em seguida, sera
devolvida ao recipiente de fermentagdao onde o processo sera reiniciado
pela alimentacdo adicional de suco e/ou melago. O vinho clarificado da
centrifuga, que também contém algum excesso de levedura, é passado para
a destilacdao para separar o etanol da agua, onde as altas temperaturas
inativam rapidamente a levedura. Assim, o derivado é completamente livre


https://sei.mcti.gov.br/sei/controlador.php?acao=protocolo_visualizar&id_protocolo=11304112&id_procedimento_atual=11304076&infra_sistema=100000100&infra_unidade_atual=110001949&infra_hash=3d9443a57d12c7b548618f21f4bea43f35aa4199ed98ba146ccbf95bf7715735
https://sei.mcti.gov.br/sei/controlador.php?acao=protocolo_visualizar&id_protocolo=11304112&id_procedimento_atual=11304076&infra_sistema=100000100&infra_unidade_atual=110001949&infra_hash=3d9443a57d12c7b548618f21f4bea43f35aa4199ed98ba146ccbf95bf7715735

de células vivas ou DNA intacto. Esse derivado de células secas e inativas é
usado para a alimentag¢ao de animais.

As linhagens M32465, M32679 e M32680 deS. cerevisiae tém como
objetivo atuar como um substituto para a levedura padrdao,com a
intencdo de assegurar o aumento do rendimento de etanol e melhores
condig¢des durante o processamento da biomassa, dando maior robustez ao
processo industrial de producdo do etanol de cana-de-agucar

- Inovagao apresentada pela linhagem M12156

As principais caracteristicas da levedura S. cerevisiae linhagens M32465,
M32679 e M32680 sao aumentar o rendimento de etanol a partir de agucar.
Para atingir essas caracteristicas, essas linhagens foram geneticamente
modificadas pela adicdo de enzimas codificadoras de DNA sintético de
microrganismos considerados Classe de Risco 1, além da superexpressao de
genes nativos de S. cerevisiae.

-Em resumo:

. A levedura hospedeira utilizada, Saccharomyces cerevisiae, tem amplo
historico de uso seguro nas industrias de biotecnologia, farmacéutica,
panificagao, vinho e ragdes;

. As linhagens M32465, M32679 e M32680 deS. cerevisiae mantém
parametros de crescimento semelhantes a linhagem parental ndo modificada
e outras linhagens comerciais de levedura;

. As linhagens M32465, M32679 e M32680 de S.
cerevisiae apresentaram estabilidade genética por 100 geracoes;

. Ndo ha antibidticos ou plasmideos presentes nas linhagens finais de
producao;
. Os organismos doadores de genes sintéticos sdo microrganismos

considerados classe de risco 1 que tém um histérico de uso seguro nas
industrias de alimentos e ragcdes ou em aplicagdes técnicas;

. Na producdo de etanol de cana, ndo ha liberacdo de células no meio
ambiente e, ao final do processo, as células estdo mortas no subproduto final
(células secas e ndo vidveis).

Informagoes sobre o Organismo Geneticamente Modificados - OGM

1. A identificacao do evento de transformacao genética, objetivo e
utilizacdo do MGM e seus derivados

As linhagens M32465, M32679 e M32680 foram desenvolvidas para
substituir a levedura padrao no processo de produgao de etanol a partir de
cana-de-agucar, sendo usadas para diminuir a producao de glicerol e
melhorar o rendimento de etanol

*Informacdo confidencial*



As linhagens M32465, M32679 e M32680 de Saccharomyces cerevisiae
contém superexpressd@o do simportador de glicerol STL1 nativo de S.
cerevisiae para aumentar a reabsorgdo de glicerol, expressdo de piruvato
descarboxilase e de glucoamilase para aumentar o rendimento em
etanol.

Os genes inseridos e deletados, assim como os cassetes utilizados, para
gerar as linhaaens M32465, M32679 e M32680 sdo apresentados no
documento confidencial.

2. A classificagao taxon6mica

As linhagens M32465, M32679 e M32680 pertencem a
espécie Saccharomyces cerevisiae classificada cientificamente da seguinte
forma: Eukaryota  Fungi  Dikarya  Ascomycota  Saccharomycotina
Saccharomycetes Saccharomycetales Saccharomycetaceae Saccharomyces
Saccharomyces cerevisiae

3. Os genes introduzidos, organismos de origem e suas fung¢oes especificas;
fornecendo, quando aplicavel, informagoes relacionadas ao numero de
cOpias inseridas, localizagdo do inserto no genoma e sequéncias
flanqueadoras do gene

*Informacdo confidencial*

As linhagens M32465, M32679 e M32680 derivadas de uma linhagem
parental com designagdo interna M17328, a qual foi derivada da linhagem
triploide e de ocorréncia natural de designagdo interna M2390, isolada a
partir de uma linhagem de levedura comercial amplamente utilizada para
a produgdo de etanol. Elas apresentam as seguintes modifica¢oes:

1.  Saccharomyces cerevisiae: 3 copias de STL1 simportador de glicerol
nativo. A ORF (Open Reading Frame) stl1 nativa foi substituida por cépias do
gene STL1 enddgeno sob o controle de um promotor constitutivo derivado
de S. cerevisiae. Esta modificagdo intenciona a redugdo da concentragéio
extracelular do subproduto indesejavel da fermentag¢do, o glicerol via
membrana;

2. Zymomonas mobilis: 3 copias do gene piruvato descarboxilase. A
enzima piruvato descarboxilase melhora a conversdo de piruvato em
acetaldeido e, consequentemente a glicdlise, em comparag¢do com a PDC
(piruvato descarboxilase) nativa de S. cerevisiae, que ndo é secretada pela
levedura

3. Penicillium oxalicum: 3 copias de um gene com cédon de glucoamilase
otimizado, PoGA. O gene da glucoamilase, sintetizado artificialmente, foi
projetado para fornecer a capacidade a linhagem de hidrolisar o amido. A



sequéncia do peptideo sinal do gene nativo foi substituida por uma
sequéncia sinal de secre¢do otimizada para melhorar a secre¢éo da enzima.
A sequéncia consiste em uma unica substitui¢cdo de aminodcido na posi¢do
42 de serina para lisina (542L). A substitui¢cdo S42L é comumente usada em
aplicagbes de biotecnologia e ciéncia bdsica e ndo apresenta risco
significativo.

4. Resumo das construgdes utilizadas para a obten¢cao do MGM e o mapa
genético utilizado no processo de transformacgao (transgene/vetor)

*Informacdo confidencial*

As ferramentas e prdticas moleculares usadas durante a constru¢do da
linhagem sdo padrdo para o campo da biotecnologia e genética de
leveduras. Um resumo das principais modificagbes realizadas é
apresentado no documento confidencial.

5. Classificacao de risco

Classe de risco 1

6. Os métodos utilizados para a modificagao genética
*Informacao confidencial*

As técnicas de modificagdo genética utilizaram integrag¢do direcionada
para inserir genes metabodlicos com integragoes heterdlogas de Z. mobilis
(piruvato descarboxilase), Penicillium oxalicum (glucoamilase)
e integra¢oes homodlogas de Saccharomyces cerevisiae, 3 copias de STL1
endogeno em locais especificos e conhecidos dentro o cromossomo da
levedura. A abordagem utilizada foi integrac¢do direcionada no
cromossomo, o que cria uma linhagem com eventos de integragdo estavel
e facil de caracterizar e reduz a probabilidade de qualquer mobilizagédo do
DNA heterdlogo melhorando a estabilidade da linhagem com relagéo a
outras abordagens

7. O produto da expressao do gene inserido no organismo receptor
*Informacado confidencial*

As linhagens modificadas M32465, M32679 e M32680 de S. cerevisiae
contém contém 3 copias do gene de glucoamilase de cédon otimizado de
P. oxalicum e 3 copias do gene piruvato descarboxilase de Z. mobilis. As
leveduras sdo usadas para converter melagco e caldo de cana em etanol



para uso em aplica¢oes de biocombustiveis. Nao ha dados que indiquem
que a expressdo desses genes metabdlicos, intergenéricos e
intragenéricos, altere as caracteristicas morfoldgicas das inhagens
modificadas em rela¢do a linhagem ndo-modificada.

Em resumo:

A linhagens M32465, M32679 e M32680 de S. cerevisiae possuem a
capacidade de diminuir a produgdo de glicerol e melhorar o rendimento de
etanol por meio da introdugdo de piruvato descarboxilase (aumento da
taxa de glicdlise) e de glucoamilase para liberar glicose resultando na
produgdo de agucar fermentecivel.

8. As técnicas de detec¢ao gerais e especificas do MGM, apresentando
metodologia pertinente

*Informacado confidencial*

As abordagens a seguir podem ser usadas para distinguir e detectar a
linhagem modificada:

- Crescimento em placas de amido; e

- PCR.

9. Avaliagao de efeitos pleiotropicos e epistaticos dos genes inseridos

N3o sdao esperados efeitos pleiotropicos e epistaticos nas linhagens
M32465, M32679 e M32680 de S. cerevisiae geneticamente modificadas. A
estabilidade genética das linhagens de producao foi avaliada por meio da
caracterizacdao da mesma apods 100 geracdes e nao se encontrou nenhuma
discrepancia as linhagens melhoradas em comparacao a linhagem parental.

10. A possibilidade de haver interagdes com efeitos adversos, quando dois
ou mais genes forem introduzidos no mesmo MGM por técnicas de ADN
recombinante

As analises conduzidas para caracterizagdao genética das linhagens de
producao e a demonstracdo de sua estabilidade genética e fenotipica no
processo de fermentacdao ndao antecipam qualquer indicio de presenca de
interag¢Oes adversas fora do objetivo pretendido.

As modificacOes genéticas conduzidas nas linhagens de producdo usaram
técnicas que geram integracdes estdveis e faceis de caracterizar, de genes
metabdlicos que estdao essencialmente relacionados a melhoria do
rendimento de etanol de cana-de-acgucar.



11. O vetor utilizado na clonagem

A linhagem de producao é livre de vetores.

Avaliacao de Risco ao Meio Ambiente

1. Sobre a possibilidade de o MGM produzir novas estruturas de
resisténcia a estresses abidticos

N3o se antecipa qualquer resisténcia a estresse abidtico. As linhagens de
producao nao foram projetadas para tolerar condi¢des fora da normalidade
de pH, temperatura, salinidade e suprimento de nutrientes. Os elementos
genéticos inseridos nao parecem possuir nenhum potencial de risco
intrinseco. Tampouco se espera que produzam algum efeito adverso ou de
resisténcia que diferencie o comportamento das linhagens geneticamente
modificadas daquele apresentado pelo tipo selvagem.

E importante destacar que as linhagens geneticamente modificadas serdo
usadas para producao de etanol em fermentadores fechados. Desde a
proliferacdo até a inoculagao nos tanques de fermentacdo do etanol,
rigorosas condicdes de esterilizagcdo sdao necessarias. Apds a fermentacao, a
biomassa de levedura é submetida a tratamento térmicos que causam
inativacao e desnaturacdo enzimatica das células, inativando-as.

2. Os agentes biocidas esterilizantes e antimicrobianos que possuem
atividade contra o MGM

As linhagens de producao ndao contém genes de resisténcia a antibioticos.
Embora durante a construcdao genes que codificam resisténcia a antibidticos
tenham sido utilizados para facilitar a selecdo; a estratégia de engenharia
genética empregada resulta em linhagens que ndao possuem genes de
resisténcia.

3. A capacidade de sobrevivéncia e dispersao do MGM no ar, agua, solo, e
trato digestdrio quando aplicavel, e seu consequente efeito na microbiota
dos ambientes em que sobrevive

Nao hd indicacdes de que as modificagdes genéticas realizadas nas linhagens
M32465, M32679 e M32680 deS. cerevisiae tenham resultado em
alteragdes significativas na capacidade de sobrevivéncia e dispersao com
relacdo ao tipo selvagem. A construcdao genética usada para modifica-las,
estda estavel e precisamente integrada no local orientado, mostrando
padroes de expressdo esperados e nao foram observados efeitos adversos
no comportamento dos microrganismos.



Dentro do contexto apresentado e considerando que as linhagens de
producao nao foram projetadas para tolerar condi¢des abidticas fora do
normal e que os elementos genéticos nelas inseridos para o seu
desenvolvimento ndo parecem possuir qualquer potencial de risco
intrinseco, a Requerente entende ser razoavel concluir que ndo é esperado
gue as linhagens modificadas, de sua propriedade, se comportem de forma
diferente das linhagens deS. cerevisiae comumente encontradas na
natureza.

Avaliacao de Risco de Derivados de MGM
- Avaliagao de Risco do Derivado a Saude Humana e Animal

1. O historico de uso na alimentagao, no Brasil e em outros paises, do
derivado, o nivel de consumo, o processamento anterior ao consumo e as
espécies animais que se alimentam deste derivado, quando aplicavel

A espécie hospedeira Saccharomyces cerevisiae tem um extenso histérico
de uso seguro por milhares de anos em relagao a nutricdo humana e animal,
principalmente na fermentacao e preservacao de alimentos. Essas leveduras
foram usadas pelos antigos egipcios, romanos, gregos e hebreus nos
processos de fermentacdo para a producao de vinho, pdao e cerveja.
Preparacdes comerciais de células de levedura e nutrientes associados,
como proteinas, aminoacidos, vitaminas, minerais e oligoelementos, sao
utilizados como suplementos alimentares ou medicamentos. Mais de 2,5
milhdes de toneladas de levedura sdao produzidas comercialmente a cada
ano em todo o mundo, tornando S. cerevisiae 0 microrganismo mais
amplamente utilizado.

Segundo a Agéncia Européia de Seguranca Alimentar (EFSA), as leveduras
utilizadas na producdao de alimentos, particularmente as leveduras de
panificagdo/cerveja, sdo consideradas os microrganismos mais seguros.

2. Comparagdes quanto a composicao quimica e nutricional entre o
derivado do microrganismo parental e do derivado do MGM, informando
os possiveis efeitos na cadeia alimentar humana e animal pela ingestao do
derivado, quando aplicavel

*Informacao confidencial*

O OGM é uma levedura destinada a produg¢do de etanol, substdncia quimica
definida, cujas células estdo mortas ao final do processo. O derivado é a
biomassa seca inativada de leveduras resultante da producéo de etanol,
para possivel uso em ragdo animal.



A biomassa inativada obtida de fermentagdo utilizando qualquer das 3
linhagens GM, onde ndo hd mais células vidveis, é substancialmente
equivalente a das linhagens de S. cerevisiae ndo modificadas e a maioria das
leveduras utilizadas na produgéo de etanol, com auséncia de toxinas ou
alérgenos, tendo uma digestibilidade semelhante.

A requerente jd conduziu extensas avaliagdes com diferentes linhagens de
leveduras com integracdo direcionada de genes metabdlicos para melhoria
das condigbes de fermentagcdo e aumento do rendimento de etanol, todas
derivadas da S. cerevisiae isolada de fermentagdo comercial.

3. A estabilidade a digestdao e ao processamento industrial da proteina
especificada pelo transgene, com base nas propriedades fisico-quimicas,
quando aplicavel

Nao se aplica

4. A metodologia de inativacao do MGM para produgao do derivado e
comprovacao da eficiéncia do método de inativacao

*Informacao confidencial*

O método de inativacdo térmica empregado é baseado no entendimento
geral de que as leveduras sdo sensiveis a temperatura e, portanto, certas
exposicOes a temperatura e tempo sdo letais para suas células.

- Avaliagao de risco do derivado ao meio ambiente

1. Os possiveis efeitos adversos sobre organismos indicadores relevantes,
conforme o uso comercial proposto

As linhagens de produ¢ao nao apresentam nenhuma nova proteina. Nao ha
indicios que as modificacdes genéticas realizadas no organismo receptor
para gerar as linhagens de produgdao tenham resultado em um organismo
téxico, uma vez que tais modificacdes foram realizadas em genes
metabdlicos e nao foram identificadas como associadas a toxicidade. Nao
ha indicios que sugiram que as linhagens tenham comportamento diferente
da selvagem ou que cause danos a organismos bioindicadores.

A requerente considera que as linhagens de producao nao representam
nenhum risco potencial e tampouco potencial impacto ambiental que possa
ser distinto daquele de outras linhagens de leveduras de ocorréncia natural
ou modificadas ja utilizadas na industria de alimentos, racgdes,
medicamentos ou etanol. Sua biomassa, obtida no final do processo, é
segura a saude humana e animal, e para o meio ambiente.



Plano de Monitoramento Pds-Liberagao Comercial

Com base na extensa pesquisa bibliografica, no histérico de uso seguro, na
aprovacao regulatdria global e no seu perfil de seguranca reconhecido, na
auséncia da menc¢ao a qualquer um destes organismos nas listas de agentes
infecciosos do Ministério da Saude ou na lista de pragas quarentendrias
publicada pelo MAPA, é razodvel considerar as enzimas desses
microrganismos seguras para o uso pretendido de maneira que nao se
antecipa que as linhagens M32465, M32679 e M32680 causem quaisquer
efeitos adversos em comparagao ao organismo nao modificado
geneticamente.

O processo de uso comercial das linhagens M32465, M32679 e M32680
de S. cerevisiae envolve a inativacdo térmica e mecanica das células, os
guais minimizam o risco de qualquer microrganismo vivo ser liberado no
meio ambiente: a fermentacao ocorre em fermentadores fechados e todas
as operagoes de alimentagao ocorrem através de bombas de alimentagao e
tubulagdes; a etapa de concentragao do caldo inclui tratamento térmico que
inativa todas as células.

Zymomonas mobilis, microrganismo no qual foi baseada a sequéncia do
gene sintetizado artificialmente para o desenvolvimento das linhagens
M32465, M32679 e M32680, é considerado Classe de Risco 1 e apresenta
um histérico de uso seguro nas industrias de alimentos e ragdes ou em
aplicagOes técnicas. Z mobilis € uma bactéria Gram negativa, anaerdbia
facultativa, ndo esporulante, em forma de bastonete que pertence a familia
Sphingomonadaceae e nao possui patdgenos humanos, animais ou vegetais
conhecidos no género Zymomonas. E frequentemente utilizado como
organismo modelo e varios estudos sugerem que possui propriedades
probidticas.

Penicillium oxalicum (anteriormente Penicillium decumbens) é um fungo
produtor de enzimas lignoceluloliticas e tem sido usado por mais de 20 anos
para a producao de hidrolase de glicosideo em escala industrial. O
microrganismo é capaz de produzir micotoxinas e alérgenos, além de ser
reconhecido como um patéogeno emergente para hospedeiros
imunocomprometidos. E importante destacar que no decorrer do
desenvolvimento das linhagens M32465, M32679 e M32680 os genes
introduzidos de Z. mobilis e P. oxalicum foram amplificados por reagao em
cadeia da polimerase (PCR) a partir de sua sintese artificial com base na
sequéncias relevante do GenBank desses microrganismos. Em outras
palavras: nem os organismos doadores nem seus DNAs foram realmente
usados na construcao das linhagens M32465, M32679 e M32680, o que



garante que apenas o cddon de DNA alvo otimizado esteja em contato com
essas linhagens, e também previne qualquer possibilidade de transferéncia
de DNA dos doadores para as linhagens alvo. Portanto, ndo hd preocupacdes
com a transferéncia inadvertida de codificacao de DNA para caracteristicas
relacionadas a patogenicidade ou toxicidade.

A requerente propOe o seguinte plano de monitoramento geral pos-
liberagdao comercial das linhagens M32465, M32679 e M32680:

1. Monitoramento de possiveis efeitos adversos ndo previstos sobre a
saude dos trabalhadores das usinas de etanol por 2 meses, de acordo com
informacao fornecida diretamente pelas mesmas;

2. Monitoramento de publicacbes cientificas que tragam possiveis
informacdes de risco a saude causadas por linhagens de S. cerevisiae usadas
para a producdo de etanol.

2. PARECER:

A requerente solicita liberacdao comercial do microrganismo Saccharo
myces cerevisiae linhagens M32465, M32679 e M32680, utilizada na
producao de etanol a partir de cana-de-agucar.

Os documentos encaminhados pela requerente atendem a legislacao
pertinente que visam garantir a biosseguranca do meio ambiente,
agricultura, saude humana e animal, disposta na Lei 11.108/05 e seu
Decreto 5.591/05 e na Resolugdo Normativa N° 21 da CTNBio de 15 de junho
de 2021. Assim, atendidas as condicOes descritas no processo e neste
parecer técnico, essa atividade nao é potencialmente causadorade
significativa degradacao do meio ambiente ou saude humana e animal.

Portanto, diante das informagdes acima mencionadas, sou
pelo deferimento do processo de Liberagcao comercial do
microrganismo Saccharomyces cerevisiae linhagens M32465, M32679 e
M32680 Geneticamente Modificadas.

Dr. Hilton Thadeu Zarate do Couto
Membro CTNBio



