COMISSAO TECNICA NACIONAL DE BIOSSEGURANCA

PARECER TECNICO n° 6323/19

O Relator declara ter incluido Informacdo Confidehmo corpo deste
Parecer?

x NAO

Processo SEI n°01250.059892/2018-1dom Informagdes Confidenciais

Requerente:DANISCO BRASIL LTDA.

CQB: 430/17

Assunto: Solicitacao de Liberacdo Comercial de OGM
Extrato Prévio: 6256/18

Reunido: 2192Reunidao Ordinaria da CTNBIo, realizada em 07 derievo
de 2019

Deciséo: DEFERIDO

A CTNBIo, ap0s apreciacédo do processo do pedid®adecer Técnico
referente a biosseguranca de produto para libe@g@ercial, concluiu pelo
deferimento, nos termos deste Parecer Técnico.

No ambito das competéncias dispostas na Lei 11.3@542u decreto
5.591/05, a Comisséao concluiu que o presente pedéahale as normas da
CTNBiIo e a legislacéo pertinente que visam gararbiosseguranca do meio
ambiente, agricultura, salde humana e animal.

PARECER TECNICO

EMENTA: A instituicdo vem requerer a CTNBIo parecer técmeferente a
liberagcdo comercial de Micro-organismos Geneticambfodificados -
LevedurasS. cerevisiae (GICC03435 e GICC03486). A instituicdo afirma que



dispde de infraestrutura adequada e pessoal téomiopetente para
desenvolver com seguranca as atividades propé&stasncaminhada a
CTNBiIo a documentacéo referente a essa solicitaBd@mpresa solicitou e a
presidéncia da CTNBio concedeu confidencialidadartemessa
documentacéo, a saber: apéndices 1, 2, 3 e 4.

Trata-se de pedido de liberacdo comercial de dyssae
levedurasSaccharomyces cerevisiae, GICC03435 e GICC03486, modificadas
geneticamente para utilizacdo no processamentartieidratos e graos na
producgéo de etanol combustivel, nas modalidadesatépulacao, transporte,
descarte, importagcédo e exportacdo, ambas fazemwodeaum mesmo pacote
tecnoldgico. A solicitacédo se baseia na Resolugioiitiva no. 21, de 15 de
junho de 2018.

As duas leveduras GM serao importadas, nao seondozdas no Brasil. A
construcdo genética das cepas foi feita pela DURduostrial Biosciences,
com as seguintes caracteristicas: a cepa GICCOB43FH) € utilizada para
produzir a enzima glucoamilase variante CSZ.deesei. A segunda cepa de
levedura é a GICC03486 (GPY10009), a qual foi caigh para produzir
uma série de produtos enzimaticos (acetil-CoA sentleMethanosaeta
concilii; acetaldeido desidrogenase acetiladorBeelfospira

joergensenil) e uma fuséo de duas proteinas exibindo duas alesda
enzimaticas (fosfotransacetilaseldetobacillus plantarum e fosfocetolase
deGardnerella vaginalis). As cepas modificadas ndo possuem nenhum
marcador de resisténcia a antibidticos. Ambas jpascde levedura serdo
utilizadas em processamento de carboidratos e geapsoducao de etanol
combustivel.

Para esclarecimentos, a DuPont Industrial Biose®@écuma unidade de
negocios da DuPont e, no Brasil, é representadB@oisco Brasil Ltda.

A requerente solicitou isencdo do plano de monwerao pos-liberacéo
comercial com base nos seguintes aspectos: aagéstitio vinho para
obtencéo do etanol inviabiliza a sobrevivénciaededura remanescente no
produto final; a vinhaca (residuo da destilacam sentrifugada para separar
a fase liquida da fase solida, sendo a fase sadjdacida e a fase liquida
evaporada, 0 que resultara na inativacéo de rewemesde micro-
organismo; a producédo das leveduras GM nao séaaneipais; a espécie de
levedura §. cerevisiae) € ubigua na natureza e os MGMs alvo desta
solicitagdo ndo ganharam nenhuma nova caractargiithecida que possa
melhorar sua sobrevivéncia no meio ambiente quaadgparada com a
levedura do tipo de selvagem dec8evisiae. Em face desses argumentos que
consideram as peculiaridades do processo fermemtatide esses MGMs
serdo aplicados, sou favoravel ao pedido de isethgfidano de
monitoramento pos-liberacéo comercial.



Quanto as construcdes genéticas realizadas ndeddaxTM Gold, uma
cepa nao geneticamente modificada utilizada potam@anos na industria de
etanol e comprada da Martrex, Inc. (Minnetonka,idsota, EUA), as cepas
modificadas ndo possuem nenhum fragmento de batideriano e nenhum
marcador de resisténcia a antibidticos. As cepatifitadas foram
caracterizadas p&outhern Blotting, PCR e segienciamento gendmico.

Em resumo, a cepa GICCO3435 (FG56) apresenta ursteaksexpressao
compreendendo o gene da glucoamilas€. deesei; genes nativos e um gene
marcador de selecao 8ecerevisiae; regides flanqueadoras consistindo de
sequéncias d8 cerevisiae, e pb remanescente de clonagem.

A cepa GICC0O3486 (GPY10009) apresenta um cassetepiessao
compreendendo a sequéncia que expressa a acetitBae

de Methanosaeta concilii; a sequéncia que expressa a acetaldeido
desidrogenase acetiladoraldesulfospira joergensenii; a sequéncia
expressando a fosfocetolaseGirdnerella vaginalis, fundida por uma
sequéncia ligante para fosfotransacetilaskeadtobacillus plantarum; o gene
deS cerevisiae, utilizado como marcador de selecédo; e a
sequéncidocus deS. cerevisiae.

As cepas modificadas foram classificadas como eldsgisco 1, uma vez que
a espéci&. cerevisiae € segura para a producao de substancias utilieadas
alimentos e no processamento de alimentos, nao spatbgénica e nem
toxigénica. E uma espécie com amplo histérico desagaro.

Quanto as técnicas de deteccdo dos MGMs, a redeenéorma que a cepa
selvagem dé&. cerevisiae nao utiliza amido como fonte de carbono, de forma
gue a deteccéo da cepa modificada para expressfivcdamilase se baseia
no crescimento da referida cepa em meio contendtoamn maltodextrina.
Além disso as cepas possuem uma marca auxotrafiga)( possibilitando o
crescimento em meio de cultura sem uracila. Femesvido um kit de
identificacdo utilizando métodos de biologia molaceomo analise por PCR,
comprimers especificos para 0s cassetes de expressao integrads
delecbes gendmicas introduzidas, conforme consfgiadice 3.

Foram realizadas avaliacfes toxicologicas da gladaae de diferentes
linhagens de fungos e de produtos e enzimas dduea®

cerevisiae, descritos nos Apéndices 3 e 4, sem efeitos toxgumds. A
requerente enfatiza que as modificacfes genétitasluzidas nas cepas de
leveduras recaem sobre a variagdo natural e négpsea efeito sobre as
propriedades toxicologicas. Nao séo esperadasgites adversas devido a
presenca de dois ou mais genes introduzidos pgeruss codificados para a
producédo de enzimas industriais ndo sao genesadEgek.



Quanto a avaliagcéo de risco ao meio ambiente, osIM@ 0 ganharam
nenhuma nova caracteristica conhecida que possamesua sobrevivéncia
no meio ambiente quando comparada com a levedurpalde selvagem de
S.cerevisiae. A leveduraS. cerevisiae nao € transportada por via aérea,
precisando de um vetor para se mover entre e déatnabitats. Em caso de
derrame acidental do MGM, este pode ser inativaitipando todos os
métodos conhecidos para inatiGrerevisiae convencional, como vapor,
agua sanitaria, etc.

Descricédo do OGM:

A cepa GICC0O3486 (GPY10009) apresenta um cassetepiessao
compreendendo a sequéncia que expressa a acetit@ae

de Methanosaeta concilii; a sequéncia que expressa a acetaldeido
desidrogenase acetiladoraldesulfospira joergensenii; a sequéncia
expressando a fosfocetolaseGirdnerella vaginalis, fundida por uma
sequéncia ligante para fosfotransacetilaskeadtobacillus plantarum; o gene
deS cerevisiae, utilizado como marcador de selecédo; e a
sequéncidocus deS. cerevisiae.

Biosseguranca do Produto:
Analise do OGM

Quanto as técnicas de deteccdo dos MGMs, a redeénéorma que a cepa
selvagem dé&. cerevisiae nao utiliza amido como fonte de carbono, de forma
gue a deteccéo da cepa modificada para expressfiocdamilase se baseia
no crescimento da referida cepa em meio contendsoamn maltodextrina.
Além disso as cepas possuem uma marca auxotrafiga)( possibilitando o
crescimento em meio de cultura sem uracila. Femesvido um kit de
identificacdo utilizando métodos de biologia molaceomo analise por PCR,
comprimers especificos para 0s cassetes de expressao integrads
delecdes gendmicas introduzidas, conforme consfgpiadice 3.

Seguranca Alimentar

Estes microrganismos nao serédo utilizados para relag@o humana ou
animal. Em relacdo ao meio ambiente, o microrgandenproducao nao
ganhou nenhuma caracteristica conhecida que padbarar sua
sobrevivéncia no meio ambiente quando comparada oadiipo selvagent.
cerevisiae. Isto é suportado por varios estudos que comparsmirevivéncia
de cepas do tipo selvagens.eerevisiae industrial (Broker, 1990; Fujimura
et al., 1994; Valero et al., 2005; Ando et al.,200



Avaliacdes toxicoldgicas foram realizadas com aggumilase de diferentes
linhagens de fungos e de produtos e enzimas dduea® cerevisae, sem
efeitos toxicologicos. As modificacdes genéticasontuzidas nas cepas de
leveduras recaem sobre a variagdo natural e négpsea efeito sobre as
propriedades toxicoldgicas. Nao séo esperadasites adversas devido a
presenca de dois ou mais genes introduzidos pgseruss codificados para a
producédo de enzimas industriais ndo sao genesakgek.

Estudos de patogenicidade e Toxicidade

A principal conclusédo para avaliacao de perigo @acéo a saude humana da
avaliacdo de risco da US EPA é qu® eerevisiae € um organismo que
possui um extensivo histérico de uso seguro. Apdsaonsideravel uso deste
microrganismo em pesquisas e a presen¢a ckeevisiae em alimentos, ha
poucos relatos na literatura sobre sua patogedieidara humanos ou
animais, e somente nos casos em que o individsuj@osma condicéo
debilitada. Fatores associados com a viruléncladluras (por exemplo,
fosfolipases) indicam que este organismo nao épatoo. Este
microorganismo nao se mostrou ser produtor de agxiara humanos (US
EPA, 1997).

OGM e sua capacidade de reproducédo, sobrevivénciasisténcia a
dessecacao, disseminacgéo ou transferéncia dos ganesridos para
outros organismos

Saccharomyces cerevisiae € ubiqua na natureza. Essa levedura tem sido
recuperada de uma variedade de locais sob vamasgées ecologicas. Na
maioria presente em frutas, gréos e outras fom@surna alta concentracao
de carboidratos, mas também € comum em sBlgstevisiae ndo é
transportada por via aérea, mas precisa de um EEtoexemplo, um inseto)
para se mover dentro e entre habitats. Esta predateimente associada a
ambientes que favorecem a fermentacéao (preferifdogixo a neutro) e é
capaz de utilizar véarios carboidratos diferentepetidendo do tipo de
metabolismo envolvido (aerdbico ou anaerdbico), bemo de uma ampla
variedade de fontes de nitrogérfiocerevisiae do tipo selvagem néo pode
crescer em amido como a unica fonte de carbono.

O microrganismo de producéo ndo ganhou nenhumacawaateristica
conhecida que possa melhorar sua sobrevivéncieermambiente quando
comparada com a levedura do tipo de selvagesh ckeevisiae. Isto é
suportado por varios estudos comparando a sobreiasde cepas do tipo
selvagem e cepa industrial 8ecerevisiae (Broker, 1990; Fujimura et al.,
1994; Valero et al., 2005; Ando et al., 2005)



Em caso de derrame acidental do organismo de prodeste pode ser
inativado utilizando todos os métodos conhecidoa jpeativarS.
cerevisiaeconvencional, como vapor, agua sanitaria, etc

Parecer Final:

Em face do exposto, considerando as peculiaridane®M&Ms e do processo
produtivo onde seréo aplicados, somos favoravpkedalo de isen¢éo do
plano de monitoramento pos-liberacdo comerciahpravacao da liberacdo
comercial das duas cepas modificadaS.aerevisiae, baseando-se na
Resolucdo Normativa numero 21.

Dra. Maria Sueli Soares
Felipe
Presidente da CTNBIo



