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llmo. Dr. Edivaldo Domingues Velini
Presidente da CTNBio

Assunto: Liberagéo comercial de OGM. Solicitagéo de Emisséo de Parecer Teécnico
para proposta de liberagdo comercial da linhagem Celere-2L. de Saccharomyces
cerevisiae.

Pelo presente oficio, encaminhamos para apreciagdo da Comisséo Técnica Nacional
de Biosseguranga o pedido de Emissédo de Parecer Técnico para a proposta de liberagéo
comercial da linhagem Celere-2L de levedura Saccharomyces cerevisiae.

O documento aqui apresentado foi preparado conforme a Resolugdo Normativa N° 5,
de 12 de margo de 2008, da Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranga. O documento &
composto principalmente pelos seguintes itens:

| - Requerimento de liberagéo comercial datado e assinado pelos responsaveis legais;

[l - Parecer técnico da ClBio sobre a proposta;

Il - Declaragéo de veracidade das informagdes fornecidas assinada pelos responsaveis
legais;

IV - Resumo executivo, contendo uma sintese da proposta;

V - Informagdes relativas ao OGM, conforme o Anexo |l da referida resolugdo normativa;
VI - Avalia¢&o de risco a saude humana e animal, em conformidade com o Anexo lll da
referida Resolugao Normativa, '

VIl - Avaliagéo de risco ao meio ambiente em conformidade com o Anexo IV da referida
resolugéo normativa;

VIl — Plano de monitoramento em conformidade com a Resolucédo Normativa No 9 de 2 de
dezembro de 2011.

A BioCelere Agroindustrial Ltda. permanece & disposicdo da CTNBio para
esclarecimentos adicionais que se fizerem necessarios.
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ITS de amostras de DNA total extraido do s0lo. ..., 171
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I. REQUERIMENTO DE LIBERAGAO COMERCIAL

A | l
Comissdo Técnica Nacional de Biossegurancga [ FasE i i
limos. Wes 1

Considerando o relatério de avaliagéo de risco e o parecer técnico apfeé’en-t'édld.s" E)‘ela
Comiss#o Interna de Biossegurancga (CIBio), os representante legais da BioCelere Agroindustrial
Ltda (GranBio Celere) vém por meio desta proposta solicitar junto a Comisséo Técnica Nacional
de Biosseguranca (CTNBIo) a liberagéo comercial da levedura Celere-2L.

Solicita-se a aprovacéo para as finalidades de transporte, comercializag&o, produgéo
industrial de etanol, descarte e quaisquer outras atividades relacionadas ao propésito desse
OGM, suas progénies e derivados.

O organismo é uma levedura da espécie Saccharomyces cerevisiae geneticamente
modificada com a introdugdo de um Unico fransgene, cuja fungéo esta restritamente relacionada
ao consumo do aglcar xilose. Outras modificagbes genéticas incluem a delegdo ou o aumento
da expresséo de genes endégenos que participam desse metabolismo.

Seu uso pretendido é a produgdo de etanol de segunda geracdo (i.e., etanol
lignocelulésico) e, por essa razéo, sera aplicado apenas em processos industriais dedicados &

producdo deste quimico.

Campinas, 8 de agosto de 2014,

5l N
Gongalo Amarante-Guimaraes Pereira
Representante Legal

Mowwel C. BA~

Manoel Carnatba Cortez
Representante Legal
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PARECER TECNICO

Levedura geneticamente modificada Celere-2L

limos Srs.

Gongalo Amarante Guimaraes Pereira

Manoel Carnauba Cortez

Representes legais da BioCelere Agroindustrial Ltda.

Este documento refere-se as consideracbes da Comissdo Interna de Biosseguranga
(CIBio) da BioCelere Agroindustrial Ltda. sobre a proposta de liberagdo comercial do organismo
geneticamente modificado (OGM) denominado Celere-2L.

Este parecer foi construindo a partir dos resultados e discussées apresentados no relatorio
de avaliagéo de risco elaborado para o OGM em questdo. Em resumo, a ClIBio considera a
proposta completa e cérretamente instruida, posicionando-se de forma favoravel ao pedido de
liberacdo comercial do OGM avaliado.

Desta forma, solicita-se que esta proposta seja encaminhada a Comisséo Técnica Nacional

de Biosseguranca (CTNBio).
DETALHAMENTO

Informagdes sobre o OGM

A levedura Saccharomyces cerevisae linhagem Celere-2L, objeto deste pleito, & um
organismo geneticamente modificado por meio da insergao por recombinagéo homologa do gene
xylA, codificador dé enzima Xilose isomerase. Outras modificagbes genéticas produziram a

delecdo permanente de um gene e o aumento da expressdo de genes endégenos, sem
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introducdo de sequéncias de DNA exogenas. Todas as modificagcbes adicionais estio
relacionadas ao metabolismo desse agucar.

A modificagdo genetica foi obtida por integracéo estavel do transgene, por esse motivo ndo
existe possibilidade de transmissdo das caracteristicas via plasmideos. Utilizou-se para
transformacéo o tradicional sistema de recombinagéo homéloga, que permite o direcionamento
do inserto para locais pré-determinados e especificos do genoma. Este mecanismo de
transformacéo assegura que o inserto nédo seja integrado no interior de outro gene, sequéncia
regulatéria, ou regides ausentes de expressdo, garantindo especificidade na integracdo e
estabilidade na expresséo do gene.

A Xilose isomerase, produto da expresséo do Unico transgene, confere ao OGM apenas a
capacidade de consumir o aglcar xilose. Esta caracteristica permite o uso da linhagem em
processos de produgdo de etanol comumente referidos como etanol de segunda geracéo ou
lignoceluldsico. Nestes, altas quantidades de xilose séo disponibilizadas por diferentes métodos
de processamento da biomassa vegetal.

Historicamente, leveduras da espécie S. cerevisiae sao amplamente utilizadas ha centenas
de anos na producdo de alimentos e bebidas, sem qualquer histérico consistente de efeitos
indesejados a saude humana, animal e ao meio ambiente. A utilizagéo na producéo de alimentos
e bebidas, bem como a ocorréncia natural em frutas, faz com que toda a populagdo mundial
tenha contato frequente e direto com este micro-organismo. Por estes motivos, diversas agéncias
reguladoras em todo o mundo isentam este organismo de restricbes regulatérias, como o
exemplo da Agéncia Americana de Administracdo de Drogas e Alimentos (FDA, sigla do termo
em inglés: Food and Drug Administration), que inclui a S. cerevisiae no grupo conhecido pela
sigla “GRAS" (Generally Recognized as Safe).

Por outro lado, a Xilose isomerase € uma das enzimas mais utilizadas industrialmente
devido a sua capacidade de isomerizagéo de aglcares. Destaca-se a producdo em larga escala
de xarope de milho desde a década de 60, mercado que representa atualmente uma enorme
parcela na industria de alimentos. Por essa razéo, a utilizagao desta enzima por muitos anos na

industria de alimentos comprova sua seguranga para sadde humana e animal.
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Adicionalmente, o organismo doador do transgene em quest&o € um fungo nao patogénico,

que estabelece uma relagdo de simbiose com seu hospedeiro.

Uso pretendido . —dl |

A utilizagdo deste OGM se dara exclusivamente em sistemas fechad:;ci)'skgg_ﬁgnm'antagéo
industrial para producéo de etanol. Tais processos incluem impreterivelmente diferentes etapas
que promovem a inativagdo da levedura in loco (i.e., no interior da industria). Destaca-se a
destilagéo para recuperacdo do etanol. Nesta etapa, o produto da fermentacéo e submetido a
temperatura/tempo (~80°C/15 min) suficientes para promover a inativagéo completa do OGM,
uma vez que este é suscetivel a temperaturas consideravelmente inferiores aquelas empregadas
na destilagdo (<60°C).

Ap6s a destilacio, os subprodutos do processo incluem a lignina e a vinhaga. A lignina é
separada do produto fermentado/destilado por sistemas de prensas (filtragem) e em seguida é
totalmente queimada no interior da industria para a geragao de energia elétrica. A vinhaga, por
sua vez, € direcionada para um sistema de concentragdo por evaporagado, onde sédo aplicadas

temperaturas de 67-103°C por periodos superiores a 30 minutos.

Resumo da avaliacao experimental do OGM

Diversos experimentos foram conduzidos sob a responsabilidade e supervisao da empresa
BioCelere Agroindustrial Ltda. para compor o relatério de avaliagéo de risco. O documento inclui
experimentos realizados no laboratério de pesquisa da empresa (CQB 352/12) ou por meio da

prestagio de servigos de outros laboratérios ou empresas especializados e idéneos como:

1) Laboratério de Gendmica e Expressdo (UNICAMP) — especialistas em bioinformatica;

2) Laboratério de Microbiologia do Solo (USP/ESALQ) — especialistas no estudo de micro-
organismos do solo;

3) High Throughput Sequencing Facility (HTSF) (Universidade da Carolina do Norte) —

especialistas em sequenciamentos de DNA em larga escala;
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4) Tecam Laboratérios — especialistas em analises de toxicidade ambiental
(ecotoxicidade);

5) Athenas Consultoria Agricola e Laboratorio — especialistas em analises quimicas e
fisicas do solo;

6) Tasga Ambiental — especialistas em analises de qualidade ambiental.

Os experimentos do presente relatério demonstraram que as células de leveduras sdo
completamente inativadas por tratamentos térmicos por tempo e temperatura consideravelmente
inferiores aqueles que fazem ja parte do processo industrial de producéo de etanol celul6sico.

Os experimentos também mostraram que a levedura nédo apresenta risco potencial e ndo

difere de seu equivalente convencional para diversas avaliagées como:

1) Sobrevivéncia e dispers@o na agua e no solo;

2) Efeitos toxicos sobre organismos indicadores do solo e agua;
3) Impacto nas caracteristicas fisico-quimicas da agua e do solo;
4) Impacto na microbiota da agua e do solo;

5) Resisténcia a agentes esterilizantes fisicos e quimicos e;

6) Tolerancia ao dessecamento.

Nos experimentos de ecotoxicidade aguda, em concentragdes elevadas de até 300 mg/L
de células puras, as leveduras da linhagem Celere-2L, bem como seu parental, nao
apresentaram efeitos toxicos sobre organismos indicadores (peixes e microcrustaceos). Da
mesma forma, os testes em solo com concentragcées de 3 glcm® de células puras néo
demonstraram qualquer toxicidade para espécies indicadoras de qualidade do solo (minhocas).
Além disso, a aplicagdo de células vivas ndo causou alteracdes nas propriedades fisicas,
quimicas e diversidade microbiana da agua e do solo quando comparada a seu equivalente
convencional (parental).

Ainda, a levedura Celere-2L. se mostrou igualmente sensivel a diferentes agentes

esterilizantes e antimicrobianos quando comparado a seu equivalente convencional.
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A avaliagdo da sobrevivéncia e potencial impacto de leveduras viaveis da linhagem 'Geler&-\( "
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2L em amostras naturais de solo e agua demonstraram que a sobrevivéncia eyt agua e

N,

equivalente e reduzida pra ambas as linhagens. No solo a equivaléncia também foi obéEFVad'é--,‘ .
de modo que a habilidade de consumir xilose ndo conferiu ao OGM vantagens adaptativas no
ambiente natural em relagdo ao seu parental ou a microbiota nativa do solo.

Embora seja capaz de esporular, o mecanismo é passivo € multifatorial, ocorrendo em
condicdes muito especificas. Além disso, devido & auséncia de estruturas especializadas para
dispersao, a esporulagdo néo contribui para a disseminagéo ou sobrevivéncia. Adicionalmente,
& bem descrito que para a espécie S. cerevisiae os esporos ndo compreendem estruturas de

resisténcia como observado, por exemplo, em algumas bactérias ou fungos filamentosos.

Concluséo

A comissao Interna de Biosseguranca da BioCelere Agroindustrial Ltda., tendo analisado
o relatério de avaliagéo de risco da levedura Celere-2L, considera que a utilizagao industrial desta
linhagem nédo é potencial causadora de efeitos adversos a saude humana, animal e ao meio
ambiente. Portanto, solicita-se que esta proposta seja encaminhada a Comissdo Técnica
Nacional de Biosseguranga (CTNBIo), requerendo a analise e a emisséo do parecer técnico para

a liberagéo comercial. -

Campinas, 4 de agosto de 2014.

/
AR (D7 ( [ 7\
|

Celso S. Fiori
Presidente da CiBio
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lll. DECLARACOES DE VERA(;I;DADE_‘
B\(’u |

A quem se interessar

Eu, Gongalo Amarante Guimar&es Pereira, representante legal da BioCelere Agroindustrial
Ltda. declaro que, no limite do meu conhecimento, todas os resultados aqui apesentados foram
obtidos obedecendo todos os critérios de rigor cientifico.

As informagbes aqui apresentadas sdo completas, acuradas e verdadeiras.

‘ Campinas, 8 de agosto de 2014.

Goncgalo Amarant Guimaré(és\ reira

Representante Legal
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A gquem se interessar

Eu, Manuel Carnalba, representante legal da BioCelere Agroindustrial Ltda. declaro que,
no limite do meu conhecimento, todas os resultados aqui apesentados foram obtidos

obedecendo todos os critérios de rigor cientifico.

As informagdes aqui apresentadas sdo completas, acuradas e verdadeiras.

Campinas, 8 de agosto de 2014.

//[ (_i't,z,c_&-"éf{(/f f (// K)’?T

Manoel Carnauba Cortez
Representante Legal
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IV. RESUMO ExEcu’p

Os setores quimico e energético estéo vivenciando uma transformagéo em seus processos
industriais, baseada no emprego de micro-organismos para a producdo de quimicos de
relevancia econdmica. Esta mudanga é consequéncia do desenvolvimento de tecnologias que
‘permitem o uso de fontes renovaveis para a producdo de diferentes quimicos tradicionalmente
derivados do petréleo. Inclui alcoois e acidos utilizados como combustiveis (i.e., bioetanol ou
biodiesel) ou como matéria-prima para diferentes fins em indastrias quimicas (butanol, acido
succinico, entre outros).

No entanto, a viabilidade econémica de tecnologias dedicadas a produgdo industrial de
“bioquimicos” & multifatorial. Depende, por exemplo, de despesas operacionais, do custo da
matéria-prima e em grande parte da eficiéncia dos micro-organismos utilizados nos processos.
Neste contexto, o advento da biotecnologia moderna tem permitido o desenvolvimento de micro-
organismos geneticamente modificados de forma cada vez mais especifica e segura. Em S.
cerevisiae, por exemplo, as ferramentas de engenharia genética possibilitam manipulagdes
precisas no DNA, eliminando o risco de modificagbes indesejadas no genoma. Dessa forma,
genes de interesse podem ser inseridos ou silenciados de forma estavel e sem o uso definitivo
de marcas de resisténcia a antibidticos ou vetores plasmidiais.

Nesta proposta sdo apresentados os resultados e as discussées sobre a avaliagéo de risco
da linhagem Celere-2L, cuja aplicagéo é restrita a processos industriais dedicados a produgéo
de etanol celuldsico. Neste contexto, a Unica caracteristica atribuida ao OGM, ou seja, que o
diferencia de seu parental, é a capacidade de converter o agticar xilose em etanol. Esta nova
funcéo foi obtida pela integragéo estavel de um Unico gene exdgeno no genoma de S. cerevisiae
e pela alteracdo na expressao de genes endégenos relacionados ao metabolismo da xilose.

A levedura S. cerevisiae (parental) € um micro-organismo ubiquo e sua seguranga €
notoriamente conhecida. Da mesma forma, o organismo doador do transgene & um fungo néo
patogénico que estabelece uma relagédo de simbiose com seu hospedeiro. Ambos nao possuem
histérico de patogenicidade ou efeitos adversos aos seres humanos, animais ou ao meio

ambiente e, por essas razdes, pertencem a classificacéo de risco |. Adicionalmente, o produto
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do Unico transgene & amplamente utilizado na industria de alimentos e nédo ha relatos de efeitos
adversos & saude. Assim, potenciais riscos a salude humana ou animal devem ser
desconsiderados.

A produgao industrial de etanol, por sua vez, possui invariavelmente diversas etapas que
promovem a inativagéo das leveduras empregadas no processo. Destacam-se a assepsia dos
equipamentos e a etapa de destilagdo, imprescindivel para a recuperacdo do etanol. Estas e
outros procedimentos pés-fermentacéo promovem a completa inativagdo das células e, por essa
razdo, contribuem significativamente para a seguranca do processo.

Em relagdo aos riscos ambientais, diversas analises apresentadas neste documento
demonstraram que as modificagbes genéticas empregadas no desenvolvimento da linhagem
OGM néo alteraram a capacidade de disperséo, reproducéo, tolerancia ao dessecamento ou
resisténcia a diferentes agentes esterilizantes em relagdo ao seu parental. Especialmente a
exposicao a diferentes temperaturas demonstrou que ambas as linhagens s3o desvitalizadas em
temperatura e tempo inferiores ao aplicado na destilagéo industrial. Estes resultados reforcam a
prerrogativa de que a etapa de destilagéo é suficiente para inativar completamente as leveduras
in loco (i.e., no interior do processo), garantindo que os produtos e subprodutos da inddstria ndo
contenham formas viaveis do OGM.

Efeitos negativos sobre a qualidade da agua ou do solo também n&o foram observados
quando estas matrizes foram avaliadas por trés abordagens complementares: i) ensaio de
toxicidade sobre organismos indicadores; ii) analise das propriedades fisicas e quimicas e; iii)
analise dos efeitos sobre a microbiota nativa. Prejuizos para a qualidade do ar também s3o
desconsiderados uma vez que o OGM nao é capaz de produzir e nem se comporta como um
poluente.

Embora seja capaz de esporular, os riscos ambientais relacionados a disseminacéo do
transgene, dispersdo ou resisténcia ao dessecamento sdo insignificantes. Em parte pela
auséncia de estruturas de disperséo especializadas, como também pelo fato do OGM e parental
serem altamente suscetiveis a curtos periodos de exposi¢cdo ao dessecamento.

Por fim, a capacidade de sobrevivéncia em ambientes naturais também foi avaliada e os

resultados foram equivalentes para ambas as linhagens. Tanto o OGM quanto o parental
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possuem baixa capacidade de sobrevivéncia em agua. No solo, a habilidade de conhsumir xilgge

]

n&o conferiu vantagens adaptativas ao OGM em relagéo ao seu parental ou a micr%\bbibta nat re_}l_. //} :
Em resumo, o uso pretendido para a linhagem Celere-2L acrescéﬁé diVérsﬁs'
caracteristicas que favorecem o desenvolvimento de uma linhagem segura. Além do ‘ﬁi:a.i:;ésﬂs'cla |
incluir indiretamente diferentes etapas que promovem a inativagdo do OGM in loco, a demanda
pelo consumo da xilose por meio do micro-organismo em questéo pode ser obtida pela adi¢ao
de apenas um transgene, cujo produto da expressdo (neste caso) &€ amplamente aplicado na
industria de alimentos. Outra caracteristica favoravel é uso da levedura S. cerevisiae como

organismo receptor. Pelo fato de ser um dos micro-organismos mais bem estudados, permite

que as manipulagbes sejam feitas de forma racional e direcionada, eliminando os riscos

associados a falta ou a limitacdo de ferramentas de engenharia genética. Explica também, a
auséncia de fenotipos ndo previstos e a equivaléncia entre OGM e seu parental nos testes que
nio se remeteram diretamente ao consumo da xilose.

Em conjunto, o organismo receptor, a origem do transgene, o uso pretendido e todos os
resultados obtidos durante a avaliacéo de risco permitem concluir que a linhagem Celere-2L. n&o
é potencialmente causadora de efeitos adversos sobre a saide humana, animal ou ao meio

ambiente.
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CONSIDERAGCOES SOBRE O FORMATO DA PROP(% |

Esta proposta foi construida respeitando todas as exigéncias previstas n-a\\_l?eso,luga_g,
Normativa N°5, de 12 de margo de 2008. No entanto, como objetivo de tornar a |eitUA;;--’r;;éiS
agradavel e fluente, as informagbes que se referem diretamente ao OGM (exceto as
confidenciais), foram agrupadas em duas grandes unidades: Il e lll. Juntas, estas Unidades sao
referidas como relatorio de avaliacdo de risco.

A Unidade Il (pags. 33 a 144) inclui todas as informacdes relativas ao OGM bem como os
resultados e as discussdes relevantes para a sua analise de risco a saide humana, animal ou
ao meio ambiente. Em relagdo aos métodos experimentais, apenas os procedimentos
necessarios para compreensao dos resultados séo mencionados.

A Unidade lll ou anexos (pags. 145 a 354) inclui toda informagéo suplementar e
metodolégica em detalhes, para ser consultada sempre que necessario. Nesta segéo, séo

encontradas figuras e tabelas suplementares, relatérios de ensaios realizados por empresas e

instituicdes especializadas e toda referéncia bibliografica citada na proposta.
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1.1. A identificagdo do evento de transformacgédo genética, objetivo e utilizgcjéb do OGM b
seus derivados i LA

O evento Celere-2L descrito neste relatério é uma levedura dipléide da 5/ e
Saccharomyces cerevisiae, desenvolvida a partir da linhagem selvagem Pedré.a-F'Z “PE2). Eéfé-
OGM possui um Unico gene exégeno (xylA) derivado de um fungo anaerdbico ndo patogénico.
Ambos os micro-organismos, hospedeiro e doador, pertencem a classe de risco 1.

O transgene possui como Unica fungdo a de codificar a enzima Xilose isomerase que
catalisa a conversdo do acucar xilose em xilulose. Este é convertido em etanol através de
reagdes sucessivas que compreendem as vias das pentoses fosfato, glicolitica e fermentativa.

Outras modificacdes genéticas incluem o aumento da expresséo dos genes endogenos
XKS1 (XyluloKinaSe 1), TAL1 (TransALdolase 1), TKL1 (TransKetoLase 1), RKI1 (Ribose-5-
phosphate Ketol-lsomerase 1) e RPE1 (Ribulose 5-Phosphate Epimerase 1), e delegao
permanente do gene GRE3. Todas relacionadas a converséo de xilose a etanol. URA3 (URAcil
3) e LEU2 (LEUgin 2) foram transitoriamente deletados e utilizados como marcadores de selegé@o
auxotrofica nos procedimentos de transformagédo (detalhes séo apresentados na secéo 1.8 pag.
51).

A utilizagdo deste OGM se restringe a processos industriais de produgéo de etanol de
segunda-geragéo, ou seja, a partir da fermentacdo de agucares deri.vardos da hidrolise da
biomassa vegetal. A linhagem Celere-2L possui como Unica caracteristica que a distingue de seu
parental a capacidade de consumir o agtcar xilose, disponibilizado em abundancia por diferentes

métodos de processamento da biomassa (detalhes na segéo 3, pag. 93).
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G “-' 1.2. Classificagdo taxondmica, a partir de familia, até o nivel mais detalhado dq orgamg.w g
' a ser liberado, incluindo, quando apropriado, subespécie, cultivar, patovar, est|rpe @ /

sorotipo

\

ALY

A linhagem Celere-2L pertence a familia: Saccharomycetaceae; género: Saccf;“é"r@mycg;_s‘;f
espécie: Saccharomyces cerevisiae'?. Subespécie, cultivar, patovar, estirpe ou sorotipo néo se
aplicam a sistematica desta linhagem. Adicionalmente, taxons superiores sdo apresentados a
titulo de ilustracao:

Dominio: Eukaryota

Reino: Fungi

Sub-reino: Dikarya

Filo: Ascomycota

Sub-filo: Saccharomycotina
Classe: Saccharomycetes
Ordem: Saccharomycetales
Familia: Saccharomycetaceae
Género: Saccharomyces

Espécie: Saccharomyces cerevisiae
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1.3. O gene introduzido, organismo de origem e sua fun¢do especifica i s (T2 @
)

TOPICO CONTENDO INFORMAGOES CONFIDENCIAIS: esta informagéo faz-'ﬁarte,‘ ,cl,e'um""-‘
pedido de patente em elaboragdo que visa proteger, principalmente, o processo de
desenvolvimento da linhagem Celere-2L, o micro-organismo contendo o transgene xylA e
seu uso. A origem do transgene, ou seja, o organismo doador, remete diretamente a
sequéncia do gene xylA, utilizada na modificagdo genética do micro-organismo objeto de
protegéo. Por essa razéo, esta é considerada uma informagéo sensivel que, se divulgada, podera

ser utilizada como anterioridade, inviabilizando o deferimento da patente.
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1.4. O vetor utilizado e seu espectro de hospedeiros ti - P8R / ’)},

Todos os eventos de transformagéo definitivos se deram pela recombinacgéo hohgploga de :

o

-
e

cassetes de expresséo lineares (sem vetor). Estes foram montados no plasmideo comermal

pRS3042 previamente linearizado com a enzima de restricdo BamHI (Figura 1; método 4.5, pag.

149).

lag opgral.ot
lag promotar |

BamHI (1923)

Figura 1: Mapa do vetor pRS304.

Plasmideo utilizado para montar os cassetes de expressao inseridos na linhagem Celere-2L. E importante notar que
esta foi sua Unica aplicacéo e que este foi inserido apenas em E. coli (linhagem DH10B), como parte do procedimento
utilizado para a montagem dos cassetes (método 4.5, pag. 149).

E importante notar que o uso deste vetor foi restrito a etapa de montagem das construges
que antecede e é independente do procedimento de transformagéo. Para isto, utilizou-se apenas
Escherichia coli (linhagem de laboratério DH10B?) como hospedeiro. Cada construgéo foi

amplificada por PCR e o produto da reagéo foi purificado e utilizado na transformagéo.

apRS304. Como referéncia a AddGene pode ser consultada. Detalhes em: hitp://www.addgene.org.
bCepa comercial, ndo patogénica. e amplamente utilizada em procedimentos de biologia molecular. Detalhes em: hitps:/www.lifetechnologies.com.
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O vetor pCREF® contendo a regido codificadora para a enzima Cre-Recombinase foi o Gnico
plasmideo inserido na Celere-2L. No entanto, é importante destacar que a transformac&o com
este plasmideo foi transitéria, apenas para expressar de forma transiente da enzima Cre-
Recombinase, utilizada apenas para o resgate de marcadores de selegéo (detalhes na secéo
1.8 pag. 51). Este plasmideo tem como hospedeiro a levedura S. cerevisiae e cepas de E. coli
utilizadas em laboratério apenas para sua multiplicagéo. Os detalhes sobre 0 mapa e a sequéncia

deste vetor sdo apresentados na secdo 1.9 do material confidencial.

|
]
i |
i

°pCRE. Como referéncia a AddGene pode ser consultada. Detalhes em: http://www.addgene.org.
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1.5. O mapa genético utilizado no processo de transformagéo (transgene/vetor), inaiis':a’\-rp\rdd‘:'

as regides que especificam fungdo - promotores, elementos reguladores en'ﬁ«..qjs, :

genes marcadores de selegdo e origem de replicagéo

TOPICO CONTENDO INFORMAGOES CONFIDENCIAIS: as informagées referentes ao mapa
genético utilizado no processo de transformacéo, bem como as sequéncias nucleotidicas, fazem
parte de um pedido de patente em elaboragéo. Este visa proteger, principalmente, o processo
de desenvolvimento da linhagem Celere-2L, o micro-organismo contendo o transgene

xylA e seu uso.
Os mapas genéticos de todas as construgdes utilizadas no desenvolvimento do OGM sé&o

apresentados juntamente com as sequéncias nucleotidicas e flanqueadoras no item 1.9 do

material confidencial.
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1.6. O resumo das construgdes para obtengdo do OGM ' Aj\\ ,
o o\ |/

TOPICO CONTENDO INFORMAGOES CONFIDENCIAIS: as construgbes utilhi.ié'dé's‘ no .4
desenvolvimento do OGM incluem a combinacéo de regides codificadoras e regulatérias que
fazem parte de um pedido de patente em elaboragéo. Este visa proteger, principalmente, o
processo de desenvolvimento da linhagem Celere-2L., o micro-organismo contendo o

transgene xylA e seu uso.
Todas as constructes utilizadas no desenvolvimento do OGM s&o apresentadas em

detalhes juntamente com as sequéncias nucleotidicas e flanqueadoras no item 1.9 do material

confidencial.
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1.7. A classificagdo de risco do organismo geneticamente modificado de acordo cc(fn
Resolugdo Normativa n.° 2, de 27 de novembro de 2006 \ 4 \

A Resolugdo Normativa N° 2 de 27 de novembro de 2006 classifica como C!asse de Risco
| (baixo risco individual e baixo risco para a coletividade) “o OGM que contém séquéncias- 'de.
ADN/ARN de organismo doador e receptor que ndo causem agravos a satide humana e animal
e efeilos adversos aos vegetais e ao meio ambiente”,

De acordo com a lista publicada pelo Ministério da Sadde?, ambos os organismos,
hospedeiro e doador, ndo pertencem a classificagéo de risco Il, lll ou IV. A seguranga de S.
cerevisiae (parental) é notoriamente conhecida e descrita a seguir. Da mesma forma, o
organismo doador é um fungo ndo patogénico que estabelece uma relagéo de simbiose com seu
hospedeiro (i.e., animais ruminantes) (detalhes na segéo 1.3 do material confidencial). Além
disso, é importante destacar que a enzima Xilose isomerase (produto do Unico transgene) é
amplamente utilizada na industria de alimentos e ndo ha relatos de efeitos adversos a satde
humana ou animal (secdo 1.10 pag. 61). Por essas razbes, & factivel classificar a linhagem

Celere-2L. como Classe de Rico |: baixo risco individual e coletivo.

Biologia e histérico da S. cerevisiae (organismo parental):

Devido a sua ambla aplicacdo na industria alimentar (bebidas e paes) e farmacéutica ha
centenas de anos, a levedura S. cerevisiae é enquadrada na classificacdo GRAS (sigla do termo
em inglés (Generally Recognized As Safe) e, por essa razéo, néo possui restricdo para o
consumo humano de acordo com agéncia americana Food and Drug Administration (FDA)®.

S. cerevisiae € um micro-organismo eucarionte unicelular. Curiosamente, a linhagem de
laboratorio S288¢ foi o primeiro eucarioto a ter o genoma sequenciado, revelando uma estrutura
composta por aproximadamente 6000 genes distribuidos em 16 cromossomos®. Devido ao
reduzido tamanho de seu genoma (12 milhées de pares de bases) e a facilidade de manipulagéo,
este micro-organismo se tornou um importante organismo modelo para diferentes areas de

pesquisa®.

dMlinistério da Saide. Detalhes em: http://portalsaude.saude.gov.br.
°Food and Drug Administration. Detalhes em: http://www.fda.gov.
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Além das aplicagbes como modelo biologico, esta espécie é utilizada em uma variedade
de processos biotecnoldgicos que envolvem a fermentacéo; habilidade descrita em 1860 por
Louis Pasteur. Apesar do conhecimento bioquimico deste processo ser relativamente recente,
ha milhares de anos a humanidade explora a capacidade fermentativa das leveduras como um
modo de preservar a qualidade de bebidas e alimentos. N&o ha registros precisos de quando o
homem comecou a adicionar intencionalmente leveduras selecionadas para fabricacdo de pao,
cerveja ou vinho, mas as primeiras evidéncias da ocorréncia da fermentacdo datam do periodo
Neolitico®®.

Atualmente, sua aplicagdo na fermentagdo alcodlica vem ganhando uma grande
notoriedade mundial, ndo apenas pela importancia na indlstria de bebidas (vinho, saqueé,
cerveja, cachaga, entre outros), mas principalmente como fonte de combustiveis renovaveis
como o bioetanol. Como descrito anteriormente, a possibilidade de utilizar também a biomassa
vegetal vem se mostrando economicamente vidvel apés muitos anos de pesquisa. Neste
contexto, estima-se que cada vez mais linhagens geneticamente modificadas serdo
desenvolvidas para consumir o agticar xilose.

Em relagéo & salde humana e animal, as leveduras da espécie S. cerevisiae n&o
representam riscos por néo produzirem toxinas ou possuirem fatores de viruléncia. Apesar da
grande exposi¢do (éspecialmente de trabalhadores) esta espécie possui um histérico
extremamente limitado de efeitos adversos de acordo com o Final Risk Assessment of S.
cerevisiae (USA/EPA). Casos raros incluiram pacientes severamente imunocomprometidos, sem
que estes fatos isolados tenham levado a qualquer restricdo de uso alimentar ou industrial ao
longo de muitas décadas’.

Riscos ambientais também séo desconsiderados para esta espécie, uma vez que a S.
cerevisiae € um micro-organismo extremamente ubiquo, encontrado em uma grande variedade
de ambientes como, por exemplo, no solo. Diferentes linhagens j& foram isoladas de varias
plantas, incluindo uma grande variedade de uvas e exsudado de carvalhos™'2. A linhagem

parental utilizada no desenvolvimento da Celere-2L., por exemplo, € uma levedura que habita a

'United States Environmental Protection Agency (EPA). Final risk assessment of S. cerevisiae. Detalhes em: hitp://www.epa.gov.
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cana-de-acticar e foi naturalmente selecionada no ambiente industrial pori’ possuir b,oaz- =
= ‘,.-—"""-"J-:‘.,‘.f"\' b |
i‘f; fau _;”'

qualidades fermentativas'. N

apresenta estruturas especializadas para a disperséo de esporos como, por exemplo,
basidiocarpos, ascocarpos e conidiéforos. Por essa razao, sua dispersdo € limitada e ocorre
principalmente pela interagdo com insetos'™.

Embora seja capaz de esporular, este evento se da por um mecanismo passivo que inclui
apenas a ruptura do asco contendo quatro células hapléides. Os esporos de S. cerevisiae ndo
sdo estruturas de resisténcias e, assim como a célula diploide, séo suscetiveis a temperaturas
(mesmo moderadas) e a outros estresses como o dessecamento. Além disso, as células sao

facilmente inativadas por agentes esterilizantes rotineiramente utilizados em laboratérios de

microbiologia e ambientes hospitalares como o etanol e o hipoclorito de s6dio™.
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1.8. Os métodos utilizados para a modificagdo genética ) /

A engenharia genética da linhagem Celere-2L foi baseada em quatro etahés: f) montag%/}n. il
das construcdes; ii) transformagéo com cassetes lineares (fragmentos de DNA amplifipados Eqr-" ‘.
PCRY); iii) integrag@o génica por recombinagéo homoéloga e; iv) resgate dos marcadoreé ‘(Fi-gura
2).

Os procedimentos que envolveram a transformagéo da linhagem foram realizados de
acordo com o método proposto por Gietz e Woods (2001) (Método 4.2 pag. 147).
Resumidamente, inclui o preparo de células competentes, a incubagdo destas com o DNA de
interesse, seguido do tratamento quimico (PEG 4000) e choque térmico (15min a 42°C e 2min
no gelo). Transformantes s&o selecionados em meios de cultura especificos.

Ao contrario da maioria dos organismos de interesse biotecnologico, as leveduras da
espécie S. cerevisiae possuem um mecanismo de recombinagdo homologa mitética que
possibilita sua transformagéo com construgcdes de DNA lineares's-18. O mais interessante deste
mecanismo & que as integragdes séo direcionadas a regides especificas pré-determinadas, cujas
sequéncias homologas séo posicionadas nas extremidades da construgéo que sera utilizada
durante sua montagem (Figura 2A-B). Do ponto de vista regulatério, esta € uma alternativa ainda
mais interessante pois: i) evita o uso de vetores plasmidiais ou outras sequéncias replicativas; ii)
possibilita o resgate de genes marcadores utilizados para selegcéo de transformantes e; iii) as
construgdes séo integradas no genoma de forma estavel, especifica e em posi¢des conhecidas
e pré-estabelecidas.

Para o resgate dos genes marcadores, foi utilizado o sistema Cre-Recombinase/LoxP'%2°.
Cre-Recombinase é uma proteina monomeérica que reconhece uma sequéncia especifica de
DNA conhecida como LoxP. Um sitio LoxP consiste em uma sequéncia assimétrica de 8 pares
de base (sublinhadas) que separa duas extremidades repetidas e invertidas de 13 pares de base
(ATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTAT). Seu uso como ferramenta de manipulagéo
genética é devido ao fato desta ser uma sequéncia inerte (néo traduzida) e pela simplicidade do
sistema de recombinagdo, que ndo requer proteinas acessorias. Enzimas Cre-Recombinase
(mondmeros) reconhecem dois sitios LoxP proximos e promovem a recombinagao destes,
excisando a sequéncia de DNA encontrada entres os dois sitios (Figura 2C). Aléem de S.
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cerevisiae, este sistema & amplamente utilizado como ferramenta genética para estudos em

ratos?!, camundongos??, Drosophila ssp.?, entre outros?*,

fA ﬁ(B ﬁ\fC = N

l_ Regides homologas —{ r Homologias 1 Sitios LoxP
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Figura 2: Representag&o esquematica dos métodos utilizados para as modificagbes genéticas.

A: Recombinag&o homéloga entre um cassete linear e o cromossomo resultando na substituic&o da sequéncia original.
B: Recombinagao homologa resultando na insercéo do cassete linear. Note que ambas as recombinagtes ocorrem
entre sequéncias de DNA homélogas. Estas séo previamente determinadas e utilizadas como sequéncias
flanqueadoras dos cassetes lineares. C: Sistema Cre-Recombinase/LoxP. Regiées flanqueadas por sitios LoxP s&o
excisadas quando a enzima Cre-Recombinase é expressa. Sistema utilizado para o resgate de genes marcadores de
selegéo. Crom.: cromossomo.

Quando necessario, a linhagem Celere-2L foi transformada com a construcio pCRE para
0 uso do sistema Cre-Recombinase/LoxP. E importante notar que a expresséo da enzima Cre-
Recombinase é transiente (i.e., sem integragéo do gene no genoma) e induzida por galactose,
uma vez que o gene € controlado pelo promotor Gal1p. Apds a excisao da marca desejada, o
plasmideo contendo o sistema é facilmente perdido apés o cultivo da linhagem em meio sem o
antibiotico (Método 4.3 pag. 148).

Para facilitar a compreenséo, as etapas de desenvolvimento da Celere-2L s&o descritas a
seguir. Incluem: i) montagem dos cassetes de expresséo; i) domesticagéo da linhagem parental;
iii) delecéo do gene GRES; iv) aumento da expressdo de genes enddgenos e; v) insercdo do

transgene.

Etapas de desenvolvimento da linhagem Celere-21.
A linhagem parental dipléide foi adquirida por meio do CBMAI (Colecgéo Brasileira de Micro-

organismos de Ambiente e Industria®) (CBMAI-0959; PE2). Esta foi cultivada em meio apropriado

9CBMAI - Colegdo Brasileira de Micro-organismos de Ambiente e IndUstria. Detalhes em: hitp://webdrm.cpgba.unicamp.br/chmai.
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para a esporulagdo e um hapléide mating type o (alfa) foi arbitrariamente escolhido como
plataforma. Para facilitar a compreenséo, detalhes metodologicos como, por exemplo, @r—g gﬁ\

cultura e protocolos de transformagao sdo apresentados em anexo (se¢éo 4 pag. 147)~ ( 7?

i) Montagens das construgbes genéticas:

Todas as construgdes utilizadas no desenvolvimento da linhagem Celere-2L foram
montadas no plasmideo pRS304, utilizando o método descrito por Gibson® (Método 4.5, pag.
149 exceto as construgdes pCRE e GEN detalhadas a seguir).

Os codons do transgene xylA foram otimizados para S. cerevisiae e esta sequéncia foi
sintetizada por uma empresa especializada". Regiées codificadora e regulatorias endogenas
foram amplificadas a partir do DNA da linhagem parental (Método 4.4, pag. 148).

E importante notar que nos procedimentos de transformagéo foram utilizadas construgoes
lineares, amplificadas a partir da montagem feita no plasmideo pRS304. Apenas a expressao da
enzima Cre-Recombinase foi feita pela transformagao transiente da construcéo pCRE (i.e., sem

integracao no genoma) (Método 4.3, pag. 148).

ii) Domesticaco:

A domesticagdo consiste na obtengéo de uma linhagem otimizada para o processo de
transformacdo genética, ou seja, que possua um bom sistema de selecéo de transformantes.
Genes de resisténcia a antibioticos sdo normalmente utilizados como marcadores, porém, no
desenvolvimento da linhagem Celere-2L optou-se pelo uso de marcas auxotroficas, abordagem
tradicionalmente utilizada em trabalhos com S. cerevisiae. Esta estratégia incluiu a delegéo dos
genes URA3 (URAcil 3) e LEU2 (LEUcin 2) para obtengdo de uma linhagem cujo crescimento é
dependente (i. e., auxotréfica) dos aminoacidos uracila e leucina, devido a incapacidade de
sintetiza-los. Quando associados a uma construgio genética, ambos os genes podem ser

utilizados como marcadores na selecéo de transformantes, criando uma condigéo onde os clones

"DNAZ2.0. Detalhes em: www.dna20.com
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positivos recuperam a capacidade de crescer na auséncia de uracila ou leucina, devido ao
restabelecimento da capacidade de sintetizar estes aminodacidos.

Como demonstrado na figura 3A e E, a domesticacdo foi realizada em dois momentos.
Inicialmente, o gene URA3 foi substituido pela construgio GEN. Em seguida, esta construgéo
contendo o gene de resisténcia ao antibiotico higromicina foi resgatada, por meio da expressao
transiente da construgdo pCRE (Método 4.3 pag. 148). Clones positivos foram selecionados e
confirmados para a auséncia de resisténcia. Estes foram utilizados para as modificacdes
subsequentes sem o emprego de genes de resisténcia a antibidticos como marcadores. No
segundo momento, o gene LEU2 foi substituido pela construgdo URA3, gerando ao mesmo

tempo a auxotrofia a leucina e revertendo a dependéncia de uracila (Figura 3E).

iii) Dele¢ao do gene GRE3:

O gene GRES foi deletado para aumentar o rendimento produtivo de etanol. Este codifica
uma enzima com atividade aldose redutase (EC 1.1.21)!, que converte inespecificamente a xilose
em xilitol. Adicionalmente, o xilitol inibe a atividade de Xilose isomerases e, por essas razées,
diminui significativamente a produgéo de etanol a partir da xilose?®. GRE3 foi substituido pela
construgao URA3. Apds a selecdo de transformantes, a construgdo URA3 foi resgatada através

da expresséo transiente da construgéo pCRE (Figura 3B).

'EC Number. Enzyme Nomenclature. Detalhes em: http:/fwww.chem,gmul.ac.uk/iubmb/enzyme.
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Figura 3: Resumo das etapas de desenvolvimento do OGM.

Cre: Enzima Cre-Recombinase. RH: Recombinagido homéloga. XI: Xilose isomerase. END: genes enddgenos. Em
verde: construcdes contendo genes exdgenos. Cinza: modificagbes de genes endégenos. A: Delecéo do gene URA3.
Este & substituido pela construgdo HIGRO que confere resisténcia ao antibidtico higromicina. Notar que apés a
delegéo, a marca de resisténcia é retirada através da expresséo transiente da enzima Cre-Recombinase. Este € o
tnico procedimento que utiliza marca de resisténcia a antibiotico para selecéo de transformantes. Nas etapas
seguintes o gene URA3 é utilizado como marcador auxotrofico de seleg@o. B: Delegéo do gene GRES3. Este é
substituido pela construgdo URA3, que é resgatada apos expresséo transiente da enzima Cre-Recombinase. C:
Aumento da expresséo de genes endogenos. Uma copia de cada gene endogeno TALT, TKL1, RPE1 e RKI1 e duas
copias do gene enddégeno XKS7, foram inseridas no genoma por recombinagéo homologa seguida do resgate da
construgdo URA3 apos a selegdo de clones positivos. D: Insergdo do transgene xylA em regido especifica do
cromossomo V. E: Delecéo do gene LEUZ e restauragio da auxotrofia a uracila. Notar que nesta etapa a construgao
URA3 n#o é resgatada. F: Irisergéo do transgene xylA em regido especifica de Ty1A. as modificagbes foram feitas por
integragdo estavel através da recombinagdo homologa entre as construgbes e posigbes do genoma previamente
definidas.

iv) Aumento da expressdo de genes enddgenos

A eficiéncia da conversdo de xilose em etanol é depende da expresséo de cinco genes
endégenos chave: XKS1 (XyluloKinaSe 1), TAL1 (TransALdolase 1), TKL1 (TransKetoLase 1),
RKI1 (Ribose-5-phosphate Ketol-Isomerase 1) e RPE1 (Ribulose 5-Phosphate Epimerase 7).
XKS1 codifica a enzima Xiluloquinase (EC 2.7.1.17) que converte a xilulose em xilulose-5P,
metabolito precursor da via das pentose fosfato (PPP)?""*°, onde TAL1, TKL1, RKI1 e RPET
convertem D-xilulose-5P em frutose-6-fostato (F6P) ou em gliceradeido-3-fosfato (G3P). Na via

glicolitica, F6P e G3P s&o convertidos em piruvato, precursor do etanol (Figura 4).

IEC Number. Enzyme Nomenlcature, Detalhes em: http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme.
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Figura 4: Representagéo esquematica do metabolismo de glicose e xilose para a producéo de etanol.

Pela via glicolitica a glicose & convertida a piruvato. A xilose & convertida em frutose-6-fosfato (Frutose-6-P) ou
gliceraldeido-3-fosfato (G-3-P) pela via das pentoses fosfato (PPP) e compartilha com a glicose as etapas de
converséo destes a piruvato. O piruvato, por sua vez, & convertido em etanol pela via fermentativa. O metabolismo da
xilose se inicia pela sua conversao a xilulose, etapa catalisada pela enzima Xilose isomerase (X1), produto do tinico
transgene presente na linhagem OGM (gene xylA). Notar que as manipulagdes realizadas nos genes enddgenos
(XKS1, TAL1, TKL1, RKI1 e RPET) estdo diretamente relacionadas ao fluxo metabélico da xilose. Para facilitar a
compreensao apenas as principais reagbes sado apresentadas. Setas continuas representam reacoes diretas; setas
pontilhadas representam passos que incluem mais que uma reacdo metabolica,

O aumento da expressdo destes genes foi obtido por meio da adicdo de novas copias,
contendo regides codificadoras fusionadas a promotores mais fortes/constitutivos e terminadores
mais estaveis. Todas as sequéncias codificadoras, promotoras e terminadoras s&o derivadas da
propria linhagem parental e foram amplificadas por PCR (Méfodo 4.4, pag. 148). A insercio de
cada nova copia (construgdo END-URA3) foi feita sucessivamente pela recombinagdo homéloga
na posicéao especifica‘do genoma e subsequente resgate do marcador auxotréfico em clones

positivos (construgdo URA3, Figura 3C).

v) Insergdo do transgene.

Duas abordagens foram utilizadas na inser¢éo do tinico gene exdgeno. No primeiro evento
de transformagéo a construgéo XI-URA3 foi inserida em posicdo previamente determinada do
cromossomo 5 (apresentada em detalhes na segéo 1.9 do material confidencial). Novamente, o
marcador (construgdo URA3) foi resgatado pela expresséo transiente da construgio pCRE
(Figura 3D). Como descrito anteriormente, apos esse passo a construgdo URA3 foi inserida na

posicao do gene LEUZ para gerar uma nova marca auxotrofica e restaurar a anterior (Figura 3E).
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e [ E bem conhecido que altos niveis de atividade de uma proteina em um Sistema-"'heterc')lq@\y ‘) {14
depende, normalmente, da regido promotora que controla a expressao do gene que codifica para |//>

,-A

tal. Para a Xilose isomerase, entretanto, niveis de atividades adequados sdo obtidos apenas
quando se tem um alto numero de copias do gene que codifica esta enzima®'.
Em S. cerevisiae é possivel introduzir um alto niumero de cépias de um determinado gene

utilizando vetores de expressdo apropriados, contendo genes para resisténcia a antibioticos ou

marcadores auxotréficos como, por exemplo, os vetores derivados da série pRS®2. Na indUstria,
no entanto, a manutencéo de condicdes de cultivo seletivas (presenca de antibidticos ou meios
sintéticos definidos) & normalmente impraticavel devido aos altos custos do antibiotico ou da
fonte de matéria-prima. Dessa forma, a utilizagdo de vetores traz sérios problemas intrinsecos a
sua instabilidade em meios nao seletivos, levando a perda da informagéo geneética (gene de
interesse) apos sucessivas divisbes celulares.

Por essa razdo, a segunda abordagem compreendeu a inser¢éo de outras copias do
transgene. Assim como a primeira integracéo, as copias adicionais foram inseridas em locais
especificos, utilizando como sequéncia flanqueadora uma regiéo presente em mdltiplas copias
no genoma. A estratégia utilizada foi descrita em 2006 por Guerra e colaboradores® e consiste
no uso de sequéncias flanqueadoras homélogas a regido repetitiva Ty1A (delta) (construgéo Ty-
XI-LEU2-Ty). Esta é a sequéncia repetitiva melhor caracterizada em S. cerevisiae, presente em

o 217 posicdes conhecidas do genoma®-*. Esta abordagem possibilita a recombinagao do

cassete com algumas destas posigdes, promovendo um maior numero de integragdes no
genoma em um Unico evento de transformacao.

Transformantes foram selecionados em meio apropriado e avaliados quanto a capacidade
de converter xilose em etanol. O evento com melhor desempenho fermentativo foi selecionado
e o nimero de insercdes do gene xylA foi posteriormente analisado por meio do sequenciamento
gendmico da linhagem e pela quantificagéo por gPCR (detalhes na segéo 4.8, pag. 150).

E importante notar, que todos os eventos de transformacéo foram realizados em leveduras
. haploides mating type a (alfa). Dessa forma, a Ultima etapa de desenvolvimento foi a obtengéo
do dipléide Celere-2L, por meio do cruzamento da linhagem geneticamente modificada com um

haploide mating type a selvagem gerando, consequentemente, o dipléide mating type a/o.
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1.9. Caracterizagdo molecular do inserto no organismo receptor, fornecendo mformagoes4
relacionadas a: (1) niimero de cépias inseridas; (2) localizagdo do inserto lqo genoma,

quando posswel (3) sequéncias flanqueadoras do gene; (4) sequéncia nuBLeotldtca

promotores, elementos reguladores em cis, sitios de poliadenilagdo, introns e éxons
e regido de terminagdo da transcrigdo.

TOPICO PARCIALMENTE CONFIDENCIAL: a sequéncia do transgene, as sequéncias
flanqueadoras e as combinagbes entre regides regulatérias (promotores e terminadores) e
codificadoras constituem diferentes reivindicactes de um pedido de patente em elaboracéo. Este
visa proteger, principalmente, o processo de desenvolvimento da linhagem Celere-2L, o
micro-organismo contendo o transgene xylA e seu uso. Por essa razéo, sdo apresentadas
no item 1.9 do material confidencial. Informagdes referentes ao nimero de copias do transgene

nao séo confidenciais e sdo descritas em detalhes a seguir.

O sequenciamento do genoma e a quantificacéo por qPCR foram as abordagens utilizadas
para quantificar o nimero de copias do transgene xylA na linhagem Celere-2L. Para o
sequenciamento, os principais procedimentos incluiram: i) a extragdo do DNA total (Método 4.9,
pag. 151) e ii) o sequenciamento utilizando a tecnologia Miseq (lllumina)®®-°. Os dados foram
analisados pela equipe de bioinformatica do Laboratorio de Gendémica e Expresséo da
Universidade Estaduai de Campinas (Método 4.20, pag.156).

A partir da montagem e analise do genoma foram preditos 0s genes e a estrutura parcial
do genoma da linhagem Celere-2L. A partir destas informagdes, trinta e oito copias do gene xylA
foram identificadas (Tabela S 1, pag. 169). Uma copia encontra-se inserida no cromossomo
cinco, préximo ao centrdbmero, enquanto as trinta e sete restantes estéo inseridas de forma
estavel em regites Ty1A especificas.

E importante ressaltar que a metodologia de transformagdo utilizada, empregando o
elemento Ty1A, teve como objetivo obter o maior niumero de insergbes para maximizar a
expressdo do gene xylA; e que estas insergbes ocorrem exclusiva e especificamente nos
elementos Ty1A presentes no genoma (dirigida pelo mecanismo de recombinac¢éo homologa).

Desta forma, ndo ha possibilidade de ocorrer inser¢cbes em locais indesejados, premissa
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confirmada pelo sequenciamento genémico da linhagem.

O numero de copias encontrado pelo sequenciamento foi confirmado por qPCR. Em
resumo, este procedimento incluiu: i) extragdo de DNA da linhagem OGM (Método 4.9, pag. 151);
ii) construgéo da curva padréo utilizando uma sequéncia copia tnica como referéncia (Figura S
8, pag. 166; iii) amplificagéo e calculo do nimero de copias do gene xylA (método 4.8, pag. 150).

As sequéncias flanqueadoras e todas as construgbes também foram confirmadas pelo
sequenciamento e séo detalhadas no material confidencial (item 1.9). Como apresentado na
secao 1.1, foram utilizadas duas construgbes genéticas para integracdo direcionada do gene
XylA. As integragoes foram feitas por recombinagdo homologa e, por essa razéo, as sequéncias
que flanqueiam o inserto sdo iguais as utilizadas nas construcées.

Adicionalmente, s&o apresentados também os mapas e as sequéncias de todas as

construgbes utilizadas para aumento da expresséo dos genes XKS1, TAL1, TKL1, RKI1 e RPET.
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1.10. O produto da expressio do gene inserido no organismo receptor, descrito er?n‘/ }a
! ) ) 3

detalhes vo
), Cor el ¥

O produto do transgene xylA é a enzima denominada Xilose isomerase (XI")‘"’tEQnr.‘.if_;a:,rqf_'@);-
Esta catalisa a reacdo reversivel de xilose a xilulose (Figura 5), mas também tem sido foco de
pesquisa por realizar a isomerizag3o de glicose e frutose. Por esse motivo, € uma das enzimas
mais utilizadas industrialmente e aplicada em larga escala na produgéo de xarope de milho com

alto teor de frutose (HFCS — High Fructose Corn Syrup)*.

O H
Y CH,OH
H——OH / =0
HO——H —— HO—1—H
H——OH Xilose H——OH
isomerase
CH,OH CH,0H
D-Xilose D-Xilulose

Figura 5; Isomerizag&o reversivel de D-xilose a D-xilulose, catalisada pela enzima Xilose isomerase.

A descoberta por Marshall e Kooi em 1957 de uma enzima isolada de Pseudomonas
hydrophila capaz de realizar a isomerizagédo de glicose, foi o ponto de partida para a exploracao
dessa enzima na producdo de HFCS. Apesar da afinidade dessa enzima ser 160 vezes maior
para xilose do que para glicose, foi suficiente para ser comercialmente aplicavel. O processo de
isomerizacdo foi realizado em escala industrial pela primeira vez em 1967 pela Clinton Corn
Processing Corporation nos Estados Unidos, e sua forma imobilizada foi langada comercialmente
em 1974. Com uma demanda impulsionada pelo crescente mercado de HFCS, a produgéo dessa
enzima representa hoje uma enorme parcela na industria de alimentos*’. Por essa razéo, a
utilizagdo desta enzima por muitos anos na industria de alimentos indica sua comprovada
seguranc¢a para saude humana e animal.

Devido a sua grande aplicagcéo comercial as propriedades enzimaticas da Xl de diversos
micro-organismos tém sido extensivamente estudadas. Tais pesquisas forneceram a descrigao
de varias sequéncias que codificam para Xilose isomerase em diversos organismos e

informacdes estruturais como: mecanismo catalitico e termoestabilidade®**.
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Cofatores e inibidores:

A isomerizagéo pela X| requer cations bivalentes como Mg?*, Co?" e Mn?* ou a combinacéo
desses cations para maxima atividade. Apesar de Mg?* ser superior ao Co?* como ativador, esse
ultimo & responsavel pela estabilidade e conformagéo da enzima, principalmente de sua estrutura
quaternaria. A atividade catalitica da enzima ¢ inibida por metais como Ag*, Hg?*, Cu?", Zn%*,

Ni**, Ca?" e pelos compostos xilitol, arabitol, sorbitol, manitol e lixose”2.

Temperatura e pH:
A temperatura 6tima da maior parte das Xl varia entre 60 e 80°C e aumenta na presenca

de Co?, enquanto o pH ideal varia entre 7 e 9%,

Alividade:

Em geral, possuem maior Km (constante de Michaelis-Menten) e menor Kcat (constante
catalitica) para D-glicose do que para D-xilose*. A isomerizacao de xilose a xilulose ou de glicose
a frutose ocorre no sitio ativo e requer uma transferéncia de hidrogénio entre os carbonos C1 e
C2 do substrato. Evidéncias experimentais indicam um mecanismo de dois passos, no qual a
enzima se liga ao substrato e promove a abertura do anel aromatico. Diversos mecanismos ja
foram propostos sugerindo que os residuos K182, H53 e D567 teriam um importante papel na
abertura do anel. O sitio ativo é formado pelos residuos D56, 216, 244, 254, 256 e 286, H53 e
219, E180 e dois cations bivalentes como cofatores, todos bem conservados entre diferentes
espécies®.

Uma comparagéo de sequéncias de Xl de diferentes organismos revelam que os ntimeros
de residuos de asparagina (D) e glutamina (E) diminuem com o aumento da termoestabilidade
da enzima, presumidamente como estratégia para diminuir o potencial para desnaturacao
através de desaminacéo em altas temperaturas®.

Baseado em sequéncias de nucleotideos, Xilose isomerases s&o divididas em duas
familias: a familia | inclui Actinomycetes e Thermus sp. que possuem genes xylA com alto

conteudo GC e proteinas contendo 40 a 50 residuos a menos na extremidade N-terminal. A
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familia 1l tem baixo contetido GC, com extens&o na regido N-terminal e forma umgrupo m?
§ 2 LK
heterogéneo, agrupando xylA de muitas bactérias e eucariotos*316-%2, - Fis.t Lo ﬂ \
Grandes esforcos tém sido dedicados na prospecgdo e engenharia de p&r‘q'_féiha'sr“parsi\'
obter XI, visando especialmente a obtengdo de enzimas com maior atividade e termoegztabilidade ;
em altas temperaturas®*°.

Por varias décadas, diversas tentativas de expressao heteréloga de Xl bacterianas em S.
cerevisiae nao foram bem sucedidas. A tentativa de expressdo do gene xylA de Escherichia coli
em S. cerevisiae resultou em baixa atividade de XI, menor que a produzida no organismo original.
Entre as causas apontadas se destacam o incorreto enovelamento da enzima, valor de pH
intracelular sub-6timo e a falta de cofatores especificos®.

Posteriormente, as tentativas de expressar as X| de Clostridium thermosulfurogenes®,
Bacillus subtilis e Actinoplanes missouriensis® também falharam em produzir uma enzima ativa
em S. cerevisiae*'. Uma excecéo foi a Xilose isomerase de Thermus thermophilus, que foi
funcionalmente expressa em S. cerevisiae, porém com baixa atividade na temperatura de
crescimento da levedura (30°C). A 85°C, a atividade dessa enzima foi superior a 1,0 umol/mg
proteina/min, enquanto que a 30°C a atividade foi de apenas 0,04 pmol/mg proteina/min®®.

Sendo S. cerevisiae um micro-organismo mesofilico, com pH citosélico levemente abaixo
de 7 e temperatura étima de crescimento em torno de 30°C, a expresséo heterologa de genes
que codificam X| nessa levedura tende a ndo alcangar atividade oétima, considerando as
caracteristicas dessa enzima descritas anteriormente®'.

Em 2003, Kuyper®! e colaboradores obtiveram as primeiras linhagens de S. cerevisiae
expressando X| de fungos anaerdbicos de forma eficiente, ou seja, capazes de crescer em xilose
como Unica fonte de carbono. A expressao do gene xylA derivado de Piromyces sp. resultou em
valores de atividade superiores a 1,1 pmol de proteina/min. A partir de entéo, novas linhagens
de S. cerevisiae expressando diferentes Xiloses isomerases de modo eficiente foram

desenvolvidas por diversos grupos de pesquisa*' %,
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1.11. As técnicas de detecgio gerais e especificas do OGM, apresentando‘ninetodolﬁ;%iﬁﬂ |
pertinente Fos Fls W= @L’

Diferentes métodos gerais ou especificos podem ser empregados para \i'aenltific,a_: a |
linhagem Celere-2L em diferentes matrizes. Trés exemplos de detecgéo geral ou especifica sao

apresentados a seguir, podendo ser empregados de maneira independente ou complementar.

Método 1: Detecgédo da linhagem Celere-2L. em meio de cultura especifico.

Consiste no isolamento de colénias da levedura. Pode ser aplicado a amostras de solo,
agua, entre outros. Amostras devem ser diluidas (se necessario) e transferidas para meios de
cultura apropriados. WLN (Wallerteins Nutrient) & o meio de cultura apropriado para o isolamento
de leveduras, empregado em testes microbiolégicos na industria de bebidas e de etanol. Placas
devem ser mantidas a 30°C por 48-72 horas. Apds este periodo, bactérias e leveduras seréo
observadas. No entanto, a aparéncias das coldnias de bactérias pode ser desde néo-
pigmentadas a brancas, com textura lisa ou aspera. Por outro lado, colénias de leveduras s@o
maiores, cremosas e brancas.

Para distinguir a linhagem Celere-2L. de outras leveduras selvagens, basta transferir as
colbnias para novas placas contendo meio de cultura definido, utilizando xilose como unica fonte
de carbono. Placas devem ser mantidas a 30°C por 18-48 horas. Apenas o crescimento da
linhagem Celere-2L. deve ser observado, uma vez que esta possui a habilidade de consumir
xilose (Figura 15, pag. 86), formando colénias com aspecto tipico de leveduras (cremosas e
brancas).

Ambos os meios de cultura podem ser facilmente preparados em laboratorio.
Alternativamente WLN pode ser adquirido por meio de empresas especializada (Merck-Millipore

Cod. MHAOOOP2N).

YNBXx (esterilizar por autoclavagem):
1,7g/l. YNB (Yeast Nitrogen Bases)
1,6g/L SDO (Synthetic Drop-out)
5mg/L Sulfato de amonia
20g/L D-Xilose
20g/L Agar
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WLN (Wallerstein Laboratories Nutrient) (esterilizar por autoclavagem):
4g/L Extrato de levedura
5g/L Trypticase
50g/L Glicose
50g/L Fosfato de Potassio Monobasico
0,25¢/L Cloreto de Potassio
0,125g/L Cloreto de Calcio
2,5mg/L Cloreto de Ferro
2,5mg/L Sulfato de Manganés
22mg/L Verde de Bromocresol
20g/L Agar

Método 2: Detecgédo da linhagem Celere-2L. por PCR (qualitativo)

Consiste na detecgdo por PCR (Polymerase Chain Reaction) de um ou mais genes
especificos desta linhagem. Pode ser aplicado a amostras de solo, agua, processos industriais,
leveduras previamente isoladas (como proposto no método 1, por exemplo), entre outros. O DNA
total da amostra em questéo deve ser extraido e utilizado como molde para a amplificacdo por
PCR. Para amostras de solo ou &gua é sugerido o uso de kits comerciais (Métodos 4.27 e 4.28,
pags. 160 e 161). Para culturas ou coldnias podem ser utilizados protocolos basicos de extracao
de DNA de leveduras. Bons exemplos incluem os métodos propostos por Lodke e Ausubel
(Método 4.9, pag. 151), A integridade do DNA extraido deve ser avaliada em gel de agarose

0,7% (ou técnica equivalente).

A reagéo de amplificacédo deve conter*:

1x Tampéao de amplificacédo

2mM MgClI2

0,2mM dNTP

0,1uM Primer direto (BCO_001)
0,1uM Primer reverso (BCO_002)
0,02U Taq Polymerase

5-10ng DNA

“Utilizar como referéncia GoTaq® Flexi DNA Polymerase (M829). Detalhes em: https://www.promega.com.br.
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Os parametros para amplificagéo sdo:

Desnaturagao inicial: 95°C por 2 min

35 ciclos de: desnaturagéo: 95°C por 30s = 7
anelamento: 60°C por 30s
extenséo: 72°C por 30s -

Extensdo final: 72°C por 5min

Como exemplo, este método foi utilizado na deteccdo especifica do OGM em amostras
contendo alta diversidade de micro-organismos. Para isto, foram utilizados DNAs totais extraidos
das mesmas amostras utilizadas para avaliar a sobrevivéncia e os efeitos do OGM sobre a
microbiota da agua e do solo (segdo 0, pag. 141). E importante notar que os primers utilizados
distinguem a linhagem Celere-2L de todos os outros micro-organismos presentes em ambos o0s
ambientes, uma vez que ndo ha amplificagéo nas amostras onde esta linhagem né&o foi inoculada

(Figura 6).
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Figura 6: Método especifico para detecgéo do OGM.

A: Resultado obtido a partir da amplificagdo (por PCR) de uma sequéncia especifica do OGM. 1: Reagéo contendo
DNA da linhagem Celere-2L. 2: DNA da linhagem parental. 3: Marcador (GeneRuler 100bp DNA Ladder — Thermo
Scientific). Banda mais intensa corresponde a 500 pares de base (pb). 4-7: Detec¢o em amostras nao estéreis.
Reacdes utilizando os DNAs totais obtidos a partir das amostras utilizadas nos experimentos que avaliaram a
sobrevivéncia do OGM e seu efeito sobre a microbiota da agua e do solo. 4: DNA total da agua sem aplicagéo do
OGM. 5: DNA total da agua contendo o OGM. 6: DNA total do solo sem aplicagéo do OGM. 7: DNA total do solo
contendo o OGM. 7: Controle negativo (sem DNA). 409pb: tamanho esperado. Nota-se que a detecgéo & efetiva uma
vez que os primers ufilizados distinguem a linhagem Celere-2L. de seu parental (1-2) e de todos os outros micro-
organismos presentes na agua ou no solo, uma vez que néo ha amplificagéo quando o OGM nao esta presente (4 e
7). B: Amplificagéo controle utilizando os primers especificos para as regies 16S e ITS utilizados na abordagem de
metagendmica. Nota-se que ambas as matrizes possuem micro-organismos,

Por remeterem diretamente a sequencias especificas da linhagem OGM que se encontra
em processo de patenteamento, os primers utilizados séo apresentadas na tabela S1 do material

confidencial.
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Método 3: Detecgédo da linhagem Celere-2L por gPCR (método quantitativo)

Assim como o método 2, este consiste na detecgdo pela técnica de PCR em tempo real
(qPCR) de um ou mais genes especificos desta linhagem. Pode ser utilizado para quantificar o
OGM e acompanhar sua sobrevivéncia em amostras de solo, 4gua, processos industriais, entre
outros. O DNA total da amostra em questéo deve ser extraido e utilizado como molde para a
amplificacéo. Para amostras de solo ou agua é sugerido o uso de kits comerciais (Métodos 4.27
e 4.28, pags. 160 e 161). Para culturas ou coldnias podem ser utilizados protocolos basicos de
extragdo de DNA de leveduras, bons exemplos incluem os métodos propostos por Loéke e
Ausubel (Método 4.9, pag. 151). A integridade do DNA extraido deve ser avaliada em gel de

agarose 0,7% (ou técnica equivalente).

A reacdo de amplificagéo deve conter"

1x Power SYBR® Green PCR Master Mix
0,1uM Primer direto (BCO_005)

0,1uM Primer reverso (BCO_006)

10ng de DNA

Os pardmetros para amplificagéo séo:

Desnaturagao inicial: 95°C por 2 min

35 ciclos de: desnaturagdo: 95°C por 30s
anelamento: 60°C por 30s
extensdo: 72°C por 30s

Extensao final: 72°C por 5min

Esta foi a abordagem utilizada nos experimentos que avaliaram de forma quantitativa o
numero de copias do gene xylA na linhagem OGM (Método 4.8, pag. 150) e a sua sobrevivéncia
em agua e solo nao estéreis (Método 4.26, pag. 160).

Por remeterem diretamente a sequencias especificas da linhagem OGM que se encontra
em processo de patenteamento, os primers utilizados sdo apresentadas na tabela S1 do material

confidencial.

'Utilizar como referéncia 1x Power SYBR® Green PCR Master Mix (Life Technologies) (REF 4367659). Detalhes em: hitp://www.lifetech.com.
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1.12. O padrio de heranga genética do gene inserido /5 A (\“\ b )
F’ "“ i \r/w :_ Z
[ =
Todas as copias do gene xylIA encontram-se integradas no genoma, de modo que orpaé"ao
de heranga é equivalente a qualquer outro gene endégeno. Em relagao ao ﬁao preltendild_o,._a'

reproducdo da linhagem Celere-2L & exclusivamente de forma vegetativa (i.e., poF rn"i‘t-.ose),

gerando células idénticas geneticamente.
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1.13. A descricdo dos efeitos pleiotropicos e epistaticos dos genes inseridos, quang o\
observados e | } \ &

%)
%

Por definigdo, pleiotropia & o fendmeno no qual um simples locus (um gene) aféig uma ou

mais caracteristicas fenotipicas geralmente néo relacionadas. Consequentemente, a mutagao

ou qualquer manipulagdo genética em um gene pleiotropico induz alteragbes fenotipicas

inesperadas®¢. Epistasia, por outro lado, refere-se a interagéo génica na qual a expresséo de

um gene depende da presenca de outros (um ou mais). O gene cuja expressao é dependente, €

hipostatico ao gene epistatico, aquele que regula®®,

Diversas funcdes biolégicas s&o governadas por interacdes génicas pleiotropicas ou

epistaticas. Os mecanismos que controlam o desenvolvimento em leveduras, por exemplo, sao
altamente pleiotropicos. Praticamente todas as vias conhecidas contribuem para a regulagéo das
diversas etapas do desenvolvimento®. Em relagdo ao metabolismo, diferentes fluxos
metabdlicos produzem diferentes conjuntos de interagdes epistaticas, uma consequéncia da
complexa interacéo entre redes metabdlicas, as quais incluem mdiltiplas redes ramificadas

compartilhando conjuntos de metabdlitos e um alto nivel de interconexdes entre diferentes

processos’®’",

Como detalhado previamente, as manipulagbes genéticas empregadas no
desenvolvimento da linhagem Celere-2L est&o diretamente relacionadas a converséo do agticar
xilose em etanol. Este novo metabolismo compartilha com a glicose reagbes que constituem

duas vias metabdlicas chave para o crescimento celular e produgéo de etanol: i) a glicolise,

conjunto de reagdes que convertem a glicose em piruvato; ii) via das pentoses fosfato (PPP),
que produz pentoses (frutose e gliceraldeido-3-fosfato) e cofatores (NADPH) utilizados na

producdo de biomassa (i.e., no crescimento)® (Figura 7).
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Figura 7: Representacéo esquematica da inter-relagéo entre os metabolismos de glicose e xilose para produgéo de
etanol e crescimento.

Pela via glicolitica a glicose é convertida a piruvato. A xilose & convertida em frutose-6-fosfato (Frutose-6-P) ou
gliceraldeido-3-fosfato (G-3-P) pela via das pentoses fosfato (PPP) e compartilha com a glicose as etapas de
conversao destes a piruvato. O piruvato, por sua vez, é convertido em etanol pela via fermentativa. Invariavelmente
parte da glicose intracelular é sempre direcionada para a via das pentoses fosfato e é utilizada para producéo de
pentoses (Frutose-6-P e G-3-P) e regeneragéo do cofator NADPH, utilizado no metabolismo de crescimento celular.
O metabolismo da xilose se inicia pela sua converséo a xilulose, etapa catalisada pela enzima Xilose isomerase (X|),
produto do Unico transgene presente na linhagem OGM (gene xylA). Notar que as manipulagées realizadas nos genes
endogenos (XKS1, TALT, TKL1, RKI1 e RPET) estéo diretamente relacionadas ao fluxo metabélico da xilose. Para
facilitar a compreensdo apenas as principais reagdes sdo apresentadas. Setas continuas representam reagtes diretas:
setas pontilhadas representam passos que incluem mais que uma reacéo metabdlica.

De certa forma, essa interagéo entre os metabolismos de glicose e xilose poderia ser
diretamente influenciada pelas modificagdes genéticas realizadas na construcéo da linhagem
OGM. No entanto, diferentes anélises fenotipicas comparando o OGM com a linhagem parental
demonstraram que n&o houveram efeitos adversos (ou inesperados) que pudessem ser
atribuidos a interagdes pleiotropicas ou epistaticas do gene xy/A com os da glicolise ou PPP.

Como demonstrado nos experimentos descritos no item 1.16 (pag. 81), o crescimento e o
metabolismo das linhagens OGM e parental é equivalente em sacarose, frutose e glicose,
agucares convertidos naturalmente em etanol por leveduras da espécie S. cerevisiae>"®.

A morfologia de ambas as linhagens também é equivalente. Células do OGM e parental
apresentam o mesmo formato e tamanho médio: 23,62+0,043 e 23,64+0,038 pm?
respectivamente. Além disso, as paredes celulares de ambas apresentam o mesmo

padrao/intensidade de marcagdo com corante especifico para quitina, demonstrando auséncia

de alteragdes no principal componente da parede celular (Figura 8; método 4.10, pag.151).
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Figura 8: Morfologia celular das linhagens OGM e parental.

Células observadas em microscopia de epifluorescéncia e marcadas com Calcofluor White. A: linhagem parental. B:
linhagem OGM. Este é um corante de alta afinidade para quitina, principal componente da parede celular de S.
cerevisiae. Notar a semelhanga no tamanho, forma e na intensidade da marcagéo. A equivaléncia entre parental e
OGM comprovam a auséncia de alteragdes na composicéo da parede celular. Imagens capturadas em microscopio
de epifluorescéncia Olympus-BX51 com camara digital DP72 acoplada. C: Tamanho das células, dado pelo area média
de 100 células calculada utilizando o soffware ImageProPlus. Barra=5pm.

Além disso, a alta equivaléncia observada entre OGM e parental em testes com agentes
esterilizantes, tolerancia ao dessecamento e sobrevivéncia reforgam as evidéncias de auséncia
de interagdes pleiotropicas ou epistaticas. De certa forma, efeitos adversos ndo séo esperados,
uma vez que ndo existem relatos da relagio dos genes manipulados (especialmente do xylA)
com aqueles que determinam os fenétipos observados em diferentes testes.

Por fim, todos os testes relacionados as etapas de desenvolvimento da linhagem OGM,
aliados aos experimentos de avaliagéo de risco apresentados neste relatério, representaram uma
ampla oportunidade de observacdo fenotipica desta linhagem. E razoavel assumir que na
hipétese de ocorréncia de efeitos resultante de interagéo génica, estes ja teriam sido observados
no decorrer dos experimentos. A auséncia de efeitos adversos resultantes de interagées génicas
ou proteicas é dada ndo sé pela eficiéncia e precisdo dos métodos de manipulagéo genética

utilizados, com também pela especificidade funcional do Gnico gene exogeno inserido.
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1.14. O grau de estabilidade genotipica, especificando a metodologla utlllza
nimero de geragdes avaliadas

Leveduras da espécie S. cerevisiae sao micro-organismos que possuem genomas
compactos (~6.000 genes) porém altamente dinamicos e modulaveis. A modularidade se da pelo
fato de S. cerevisiae possuir um mecanismo de recombinagédo homéloga mitética descrito em
1976'5'®, Embora seja importante para reparar quebras ou erros no DNA que ocorrem durante a
replicagdo, a recombinagdo ocorre frequentemente entre sequéncias de DNAs homologas
(alelos, por exemplo), DNAs repetitivos encontrados em cromossomos homologos ou
heterdlogos e, também, entre DNAs lineares como cassetes de expressao'®. Ao acaso, a
recombinagdo homologa mitética pode promover dele¢des ou duplicagdes de um gene ou de
grandes sequéncias de DNA (de 50 a 1 milh&o de pares de base), evento definido como CNV
(sigla do termo em inglés: Copy Number Variation)™.

O melhor exemplo desta dinamica foi descrito por Argueso e colaboradores em 20097°. O
trabalho descreve o genoma da principal levedura industrial utilizada na produgéo de etanol no
Brasil, conhecida como Pedra-2 (PE2). As analises demonstraram que esta linhagem possui um
genoma altamente heterozigoto e cromossomos cujas extremidades séo altamente variaveis,
apresentando genes relacionados as diferentes condigées toleradas por esta linhagem (estresse
oxidativo e altas temperaturas). O trabalho sugere ainda que esta arquitetura genémica pode
contribuir com a capacidade competitva em ambientes industriais observada em PEZ2,
oferecendo mecanismos alternativos para as células dipléides ajustarem o numero de copias de
genes relacionados ao estresse através da recombinagdo homologa mitotica ou reparos
induzidos por quebras no DNA.

Em relagdo ao uso pretendido, no entanto, € importante considerar que o processo
fermentativo ocorre com alta concentragéo de leveduras. Células que por recombinagdes ao
acaso sofrerem delecdes de copias de xylA sdo selecionadas negativamente na presenga de
xilose (i.e., na segunda metade da fermentagéo). Em outras palavras, a incapacidade de crescer
faz com que a frequéncia destas linhagens diminua até que estas sejam eliminadas da
populagéo. Por outro lado, as células que mantiveram o nimero de copias de xylA, continuam
aptas a metabolizar a xilose disponivel e mantém sua frequéncia.
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Por essa razéo, o grau de estabilidade da linhagem Celere-2L pode ser indiretamente
inferido pelo consumo da xilose observado durante a fermentac&o. Embora submetida a diversos
testes que incluem etapas nas quais a Xilose isomerase & dispensavel, a regularidade no
consumo da xilose sempre foi observada durante todos os ensaios com a linhagem Celere-2L.

Dois experimentos discutidos na segéo 1.16 ilustram estas observagées. No primeiro deles
(Figura 15, pag. 86), células sdo cultivadas em meio contendo apenas xilose como fonte de
carbono. No segundo (Figura 16, pag. 87), a linhagem Celere-2L é cultivada na condi¢ao que
mimetiza o processo industrial, contendo glicose e xilose. Ambas as fermentacées sdo
precedidas de uma etapa de propagacdo em meio contendo apenas glicose como fonte de
carbono, no entanto, em ambos os casos a xilose é consumida pelo OGM, sugerindo que todas
as copias do gene xylA se mantém estaveis.

Para confirmar esta premissa, o nimero de cépias do gene xylA foi quantificado apods
aproximadamente 100 geragdes em meio nédo seletivo, ou seja, contendo apenas glicose como
fonte de carbono. Nesta andlise foi utilizada a técnica de PCR em tempo real (gPCR)
empregando o método de quantificagdo absoluta baseado em curva padrdo’7’. Para isto, dois
controles foram previamente estabelecidos: i) uma linhagem contendo apenas uma copia do
gene xylA (linhagem de referéncia — Celere-1L) e; ii) definicdo de uma sequéncia de DNA copia
Unica (sequéncia de referéncia). |

Além dos controles, os principais procedimentos da analise incluiram: i) extragdo de DNA
total (Método 4.9, pag. 151); ii) construgéo e validagio de primers especificos para amplificacdo
do xylA e do gene de referéncia; iii) construgdo da curva padrio e (Método 4.8, pag. 150); iv)
analise do numero de copias apos 100 geracdes (Figura S 8, pag. 166).

Analisando os resultados obtidos pela ampliagdo da sequéncia de referéncia, é possivel
observar que para ambas as linhagens o sinal de amplificagdo observado é equivalente a uma
copia (Figura 9A). No entanto, quando os primers especificos para o gene xylA sdo utilizados o
sinal de amplificagéo na linhagem Celere-2L é 37+0,96 vezes maior que o observado para a

linhagem de referéncia (Figura 9B).
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Figura 9: Quantificagdo do nimero de copias do gene xylA apos 100 geragoes.

A: Confirmagao do nimero de copias da sequéncia de referéncia. B: Quantificago do numero de copias do gene xylA.
Nota-se que o valor da amplificagio obtido para xylA na linhagem Celere-2L & aproximadamente 38 vezes maior que
na linhagem de Celere-1L, utilizada com referéncia por possuir apenas uma copia do gene xylA.

Como demonstrado pelo sequenciamento genémico da linhagem Celere-2L (sec¢éo 1.9,
pag. 59), esta possui 38 copias do gene xylA. Dessa forma, os resultados obtidos pela analise
por qPCR indicam que o nimero de copias se mantem estavel apos 100 geragdes, mesmo em
uma condigéo na qual a atividade da Xilose isomerase (produto do transgene) € dispensavel.

Outra observagdo importante é que o nimero de geragbes avaliado & superior ao
encontrado no processo industrial. Ao contrario da produgéo de etanol convencional (i.e., de
primeira geragéo) no qual as leveduras séo recicladas por até 10 meses, o etanol de segunda
geragéao geralmente néo possui reciclo e as leveduras s&o substituidas a cada fermentagéo, cuja

duracéo é de aproximadamente 50 horas, o equivalente a 25 geragdes.
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introduzidos no mesmo OGM, por técnicas de ADN recombinante e suas

1.15. A existéncia de interagdes com efeitos adversos, quando dois ou mais ge fort
p
consequéncias

Nenhum efeito adverso foi observado. Apenas um gene exogeno fo; |ntrodu2|do na""'
linhagem Celere-2L. Outras modificagdes incluiram o aumento da expressao ou delegao de

genes endoégenos (secao 1.8 pag. 51).
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1.16. As modificagdes genéticas incluidas no OGM que podem alterar sua’ éa‘pagi'gjédéfa
de reproducéo, sobrevivéncia, disseminagédo ou transferéncia de gene;; . 3 N \ Q

Todas as manipulacdes genéticas realizadas na construgéo da linhagem &gjére-ZL ezéo
diretamente relacionadas as etapas de consumo e converséo de xilose em etanol® !, Além‘
disso, ndo existem evidéncias de que tais modificagbes possam alterar a capacidade de
reproducéo, disseminagao ou transferéncia génica em relagéo a linhagem parental.

E esperado que apenas a habilidade de crescer em xilose como Unica fonte de carbono
seja acrescentada. Considerando esta caracteristica como um dos elementos da sobrevivéncia,
o crescimento da Celere-2L. em diferentes fontes de carbono foi avaliado em relagdo ao seu
parental. Detalhes da metodologia séo apresentados na se¢éo 4.11 (pag. 151). Resumidamente,
as linhagens OGM e parental (em triplicatas) foram crescidas previamente em YEPD por
aproximadamente 16-18 horas a 30°C em agitagéo (200 rpm). Em seguida, aliquotas foram
transferidas para meios contendo as fontes de carbono especificas. O crescimento foi
determinado pela densidade optica da cultura em intervalos de tempo pré-determinados.
Adicionalmente, produtos e substratos chave de cada metabolismo foram quantificados por
HPLC (Método 4.12, pag. 152).

O crescimento em sacarose foi o primeiro ensaio realizado. A sacarose é um dissacarideo
formado por mondmeros de glicose e frutose. Este aclcar é hidrolisado no meio extracelular por
invertases (EC 3.2.1.26), enzimas secretadas que séo codificadas principalmente pelo gene
SUC2 (SUCrose fermentation). Moléculas de glicose e frutose obtidas pela hidrélise da sacarose
sdo importadas através de transportadores de hexoses (EC 3.6.3.17), proteinas codificadas por
genes da familia HXT1 e HXT7 (HeXose Transporter). Pela via glicolitica ambos s&o convertidos

em piruvato, que por sua vez, é precursor do etanol”"? (Figura 10).
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Figura 10: Representagdo esquematica do metabolismo de sacarose pelo OGM.

A sacarose e hidrolisada a glicose e frutose por invertases extracelulares codificadas pelo gene SUCT (SUCrose
fermentation). Em seguida, ambos s#o transportados para o interior da célula. Pela via glicolitica a glicose e a frutose
séo convertidas a piruvato. A xilose é convertida em frutose-6-fosfato (Frutose-6-P) ou gliceraldeido-3-fosfato (G-3-P)
pela via das pentoses fosfato (PPP) e compartilha com a glicose as etapas de conversdo destes a piruvato. O piruvato,
por sua vez, & convertido em etanol pela via fermentativa. O metabolismo da xilose se inicia pela sua conversio a
xilulose, etapa catalisada pela enzima Xilose isomerase (XI), produto do tinico transgene presente na linhagem OGM
(gene xylA). Notar que as manipulagdes realizadas nos genes endégenos (XKS1, TAL1, TKL1, RKI1 e RPE1) estéo
diretamente relacionadas ao fluxo metabdlico da xilose. Para facilitar a compreens&o apenas as principais reagdes
s&o apresentadas. Setas continuas representam reagées diretas; setas pontilhadas representam passos que incluem
mais que uma reagéo metabdlica.

Como demonstrado na figura 11A, ambas as linhagens apresentam crescimento
equivalente em sacarose, atingindo em 11 horas a concentragéo celular maxima de 11,5+0,07 e
12,2+0,8 para OGM e parental, respectivamente. Equivaléncia também foi observada na taxa de
consumo da sacarose (>97%) (Figura 11B) e produgéor de etanol (OGM=9,4+0,04 e
parental=9,4+0,06 g/L) (Figura 11C) ao final do experimento.

O crescimento em glicose e frutose também foi individualmente avaliado. Novamente todos
os resultados foram equivalentes quando OGM e parental foram comparados. Em glicose, a
densidade celular observada apés 9 horas de cultivo foi de 8,3+0,3 e 8,7+0,6 para OGM e
parental, respectivamente (Figura 12A). Ao final do experimento, ambas as linhagens
consumiram praticamente toda glicose (>99,4%) (Figura 12B) e a concentragdo de etanol

produzido foi igual para OGM: 8,8+0,04 g/L e parental: 8,9+0,1 g/L (Figura 12C).
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Figura 11: Crescimento e perfil metabolico do OGM e parental em sacarose.

Média e desvio padrdo de trés experimentos independentes. A: Curva de crescimento em meio contendo sacarose
como Unica fonte de carbono. B: Consumo da sacarose no inicio e apos 11 horas de crescimento. C: Concentragéo
de etanol no inicio e ao final do experimento. Notar a equivaléncia entre OGM e parental em todos os parametros
analisados.
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Figura 12: Crescimento e perfil metabélico do OGM e parental em glicose.

Média e desvio padréo de trés experimentos independentes. A: Curva de crescimento em meio contendo glicose como
(inica fonte de carbono. B: Consumo da glicose no inicio e apos 9 horas de crescimento. C: Concentragdo de etanol
no inicio e ao final do experimento. Notar a equivaléncia entre OGM e parental em todos os parAmetros analisados.
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De forma similar, o crescimento de OGM e parental em frutose também foi equivalente.
Aproximadamente 10 horas ap6s a inoculagdo, a densidade celular das linhagens foi de:
OGM=9,8+0,1; parental=10+0,1 (Figura 13A). Ao final do experimento mais de 99,4% da frutose
foi consumida em ambos os casos (Figura 13B); enquanto a producéo de etanol foi de 8,8+0,04

i e 8,9+0,1 g/L para OGM e parental, respectivamente (Figura 13C).
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Figura 13: Crescimento e perfil metabdlico do OGM e parental em frutose.

Média e desvio padrédo de trés experimentos independentes. A: Curva de crescimento em meio contendo frutose como
Unica fonte de carbono. B: Consumo da frutose no inicio e apos 11 horas de crescimento. C: Concentragao de etanol
no inicio e ao final do experimento. Notar a equivaléncia entre OGM e parental em todos os parametros analisados.

Adicionalmente duas fontes de carbono ndo fermentesciveis foram avaliadas. Na auséncia

de glicose e presenca de oxigénio, glicerol e etanol sdo fontes de carbono alternativas utilizadas
para o crescimento celular, embora o consumo seja muito lento. Ambos s&o convertidos em ATP,
CO: e agua através da respiragdo (i.e., ciclo do &cido citrico e cadeia transportadora de
elétrons)’®.

Em ambos os ensaios o crescimento da linhagem OGM foi equivalente ao do seu parental,
néo apresentando diferengas significativas em relagéo & concentragédo celular ou consumo da

fonte de carbono avaliados ao final do experimento (Figura 14).
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Figura 14: Crescimento do OGM e parental em fontes de carbono n&o fermentesciveis.

Média e desvio padrdo de trés experimentos independentes. A: Curva de crescimento em meio contendo glicerol como
linica fonte de carbono. C: Curva de crescimento em meio contendo etanol como unica fonte de carbono. B: Consumo
de glicerol no inicio e apos 10 horas de crescimento. D: Consumo de etanol no inicio e apos 23 horas de crescimento.
Notar a equivaléncia entre OGM e parental em todos os parametros analisados.

Finalmente, o crescimento de ambas as linhagens foi comparado em condi¢des contendo
xilose como fonte de carbono (Figura 15-Figura 16). No primeiro ensaio, contendo xilose como
Unica fonte de carbono, a linhagem OGM demonstrou crescimento significativo em relagéo ao
seu parental (DO = 10,'310,5 e 2,2+0,1, respectivamente) (Figura 15A). O crescimento residual
apresentado pela linhagem parental ¢ explicado por dois fatores: i) utilizagéo de agucares de
reserva especialmente sob a forma de trealose; ii) em condigbes semi-anerdbicas, linhagens
selvagens podem utilizar xilose para a produgdo de biomassa’. Porém, o crescimento é
extremamente lento. Como consequéncia do crescimento em xilose, o consumo deste agticar e
a producdo de etanol pelo OGM foram observados, sendo: >87,9% e 7,5:0,8 g/L

respectivamente (Figura 15B-C).
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Figura 15: Crescimento e perfil metabdlico do OGM e parental em xilose.
Media e desvio padréo de trés experimentos independentes. A; Curva de crescimento em meio contendo xilose como
Unica fonte de carbono. B: Consumo da xilose no inicio e apos 11 horas de crescimento. C: Concentracio de etanol

no inicio e ao final do experimento. Como esperado apenas a linhagem OGM apresenta crescimento, consumo de
xilose e produgéo de etanol eficientes.

A segunda condicéo contendo xilose incluiu a andlise do crescimento utilizando agticares
derivados da hidrolise de material lignocelulésico (palha de cana-de-acticar) como fonte de
carbono (Metodo 4.29, pag. 162). Nesta condicéo, foi possi\)el avaliar ambos os metabolismos
dg glicose e xilose do OGM em relagéo & linhagem parental, mimetizando o uso no processo
pretendido para a Celere-2L. Apesar do OGM ser capaz de consumir a xilose, ndo foram
observadas diferengas significativas no crescimento quando as concentragdes celulares s&o
comparadas (Figura 16A). Além disso, o consumo da glicose é equivalente (>96,6%) para ambas

as linhagens, como demonstrado anteriormente (Figura 16B).
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Figura 16: Crescimento e perfil metabdlico do OGM e parental em agtcares derivados da hidrolise de material
lignocelulésico.

Média e desvio padréo de trés experimentos independentes. A: Curva de crescimento em meio contendo hidrolisado
como fonte de carbono. B: Gonsumo de glicose no inicio e apds 95 horas de crescimento. C: Consumo de xilose no
inicio e apds 95 horas de crescimento C: Concentragéo de etanol no inicio e ao final do experimento.

Por outro lado, as diferencas entre OGM e parental ficam evidentes quando o consumo de
xilose e a producdo de etanol sdo comparados. Ao final do experimento, aproximadamente 25%
da xilose foi consumida pela linhagem OGM (Figura 16C), influenciando diretamente na produgéo
final de etanol, OGM=27,7+1,04 e parental=24,2+0,3 (Figura 16D). E importante notar que o
crescimento e o consumo dos agticares hidrolisados sdo mais lentos em relagéo ao observado
nos meios sintéticos. Isso se da pelo fato de que os processos empregados na hidrélise do
material lignoceluldsico geram concentragdes significativas de intermediarios que atuam como
inibidores da fermentagdo, diminuindo a eficiéncia das leveduras. Entre eles destacam-se:
furfural, hidroximetilfurfural e acido acético®.

Juntos, os resultados comprovam que a manipulagdo genética empregada no
desenvolvimento da linhagem Celere-2L é restrita ao metabolismo de converséo da xilose em
etanol. Além disso, estes dados reforgam as evidéncias de auséncia de efeito adversos causados

por interagbes génicas, pleiotropicas ou epistaticas.
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Em relag&o a avaliagéo de risco & satide humana e animal a Resolugéo Normatlva N°\L5
de 12 de marco de 2008 solicita informagbes/testes para: “(A) organismos consumidos ¢[or)nc&

alimento ou (B) micro-organismos utilizados como vacinas”. TR J

( ,

A linhagem Celere-2L ndo se trata de uma vacina e em nenhuma circunstahcia.serd”

utilizada para fins de consumo direto ou como aditivo para alimento humano ou animal. Por
essas razoes, entende-se que este topico ndo se aplica ao OGM objeto deste pleito.

Este cenario se assemelha a recente liberagdo comercial da linhagem de S. cerevisiae
RN1016 (Processo n° 01200.001454/2013-37). Como detalhado na avaliagéo do risco ao meio
ambiente (se¢do 3, pag. 93), o evento RN1016 e a linhagem Celere-2L compartilham a unica
aplicagdo pretendida, sendo esta exclusivamente a produgéo industrial de etanol de segunda
geragdo (i.e., a partir da biomassa vegetal), processo que se dard em dornas e tubulagoes
fechadas sem a liberagéo de formas viaveis dos micro-organismos no ambiente.

Outras semelhancas que remetem a seguranca de ambas a linhagens incluem:

i) Organismo hospedeiro (S. cerevisiae): micro-organismo ubiquo, sem restricoes
alimentares e amplamente utilizado na industria de alimentos e bebidas. Apesar da
grande exposi¢éo (especialmente de trabalhadores) & considerado seguro de acordo
com a United States Environmental Protection Agency (EPA)™ (_detalhes na sec¢éo 1.7,
pag. 47);

i) Um unico gene exdgeno: derivado de um fungo nédo patogénico (classe de risco |)
(detalhes na se¢ao 1.3 do material confidencial),

iii) Xilose isomerase (produto do transgene): enzima que converte no interior da célula o
aguicar xilose em xilulose, um metabodlito utilizado para crescimento e produgédo de
etanol. Enzima amplamente utilizada na industria de alimentos e sem historico de efeitos

adversos a satde humana e animal (detalhes na segdo 1.10, pag. 61).

mUnited States Environmental Protection Agency (EPA). Final risk assessment of S. cerevisiae. Detalhes em: hilp://lwww.epa.gov.
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' AVALIACAO DE RISCO EM RELAGAO AO USO PRETENDI[?
7 \
Este OGM foi desenvolvido para atender a demanda de uma nova geracao de mdustrlas/
de bioetanol, geralmente referida como: etanol de segunda geragéo, etanol 2G, etanol \celulo's&co"
ou lignoceluldsico, entre outros. O uso do termo “bioetanol” deve-se ao fato de que este quimico
& obtido a partir da fermentagéo dos aglicares extraidos de matéria-prima renovavel. Destaque
e para a cana-de-agucar e o milho, utilizados no Brasil e nos Estados Unidos, respectivamente.
i O etanol 2G baseia-se no maior aproveitamento da matéria-prima e consiste no uso da
| levedura S. cerevisiae para fermentar os aglcares sollveis (i.e., glicose e frutose) e os

polissacarideos estruturais constituintes da parede celular vegetal (i.e., celulose e a

hemicelulose). Permite, por exemplo, que seja aproveitado um enorme volume de biomassa
disponivel em forma de bagago e palha da cana-de-agticar, derivados da cadeia produtiva do
bioetanol de primeira geragéo, impactando diretamente no rendimento do processo por produzir
mais utilizando a mesma area plantada (em média 45% a mais). Outros residuos agroflorestais
também podem ser aproveitados, como os gerados na industria de papel e celulose a partir do
eucalipto.

Na cana-de-acticar, a glicose e a frutose estéo disponiveis sob a forma de sacarose. Estes
s30 aglicares naturalmente metabolizados pela S. cerevisiae e convertidos em etanol pelas vias
glicolitica e fermentativa’’®. Sdo encontrados 40% adicionais de glicose na
celulose/hemicelulose e disponibilizados no processo 2G pela hidrélise enzimatica (detalhes a
seguir). Além disso, a hidrolise da hemicelulose disponibiliza também altas concentragdes do
acucar xilose (em média 25%)%":%2, que por ser uma pentose, (i.e., um agucar de cinco carbonos),
ndo é naturalmente convertida em etanol por linhagens selvagens de S. cerevisiae.

Esta habilidade pode ser incorporada em leveduras por meio da insercdo de genes
especificos (poucos), derivados de micro-organismos capazes de consumir agtcares de cinco
carbonos®®. Como é o caso do evento Celere-2L, resultante da insercao de apenas um transgene:
xylA, derivado de um fungo anaerobico néo patogénico. O gene xylA codifica a proteina Xilose

isomerase que, por sua vez, catalisa a converséo de xilose em xilulose. Este metabdlito segue o
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mesmo caminho da glicose, utilizando as vias glicolitica, fermentativa e das pentoses fosfato,
para o crescimento da célula e producgéo de etanol?®:20.84,

Por se tratar de um organismo modelo extensivamente estudado, muitas ferramentas de
biologia molecular encontram-se disponiveis e incluem procedimentos simples e padronizados
(revisado por Botstein*). Tais ferramentas permitem que as manipulagdes genéticas em S.
cerevisiae sejam precisas e pontuais, eliminando o risco de modificagbes indesejadas no
genoma. A insercéo de xylA, por exemplo, foi feita de forma estavel (i.e., integrada no genoma);
especifica (i.e., em uma posicdo conhecida) e; sem deixar marcas de resisténcia a antibiticos
ou qualquer outro agente seletivo. O mesmo principio vale para a delecéo ou modificacdo de
genes endogenos (sec¢édo 1.8 pag. 51).

Os processos industriais de produgéo de etanol de segunda geragao, por sua vez, sdo
constituidos por quatro etapas principais: i) pré-tratamento da biomassa: ii) hidrolise enzimatica
da celulose e hemicelulose; iii) propagagéo da levedura e fermentacéo dos agucares (glicose e
xilose) e; iv) destilagéo para recuperagéo do etanol. Destes, apenas a fermentacéo (e processos
relacionados) inclui diretamente a aplicagdo de células viaveis do OGM. Por outro lado, a
destilagéo e outros procedimentos pos fermentag&o promovem a completa inativacéo das células
e, por essa razao, contribuem significativamente para a seguranca do processo.

A seguir séo detalhados os pontos em comum aos procéssos dedicados a producéo de

etanol 2G, dentre eles, as etapas responsdaveis pela inativagdo do OGM (Figura 17)".

"Como referéncia foi considerada a tecnologia PROESA™ (BetaRenewbles). Detalhes em: http:/iwww.betarenewables.com.
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Figura 17: Representagéo esquematica das principais etapas da produgéo industrial de etanol de segunda geragéo.
Em verde; equipamentos nos quais é esperado a presenca tempordria de leveduras viaveis; em cinza: equipamentos
nos quais ndo sdo encontradas leveduras viaveis; contornos e informagdes em verde representam etapas do processo
onde s#o aplicados procedimentos de rotina que promovem a inativagéo das leveduras. CIP: Clean-In-Place; TEMP:
alta temperatura; SCR: scrubber. Apos o pré-tratamento (1), a biomassa (i.e., celulose e hemicelulose) é hidrolisada
por enzimas (2) e produz mondmeros dos aglcares glicose e xilose. Estes séo convertidos em etanol pelas leveduras
durante a fermentagao (5). A cada ciclo fermentativo novas leveduras séo adicionadas ao processo, de forma que um
pequeno volume é hidratado (3) e em seguida propagado até atingir a quantidade de células adequada. Trocadores
; ‘ de calor (6) acoplados aos tanques de fermentac&o séo utilizados para manter a temperatura. O COz gerado na
i fermentacao é destinado para o sistema de lavagem de gases (7). O produto da fermentagao (vinho) & encaminhado
2 para as torres de destilagéo onde o etanol é recuperado (8). A vinhaga, (coproduto da destilacéo) separada em fases
| liquida e solida (lignina + residuos de leveduras mortas) (9). A fase sélida ¢ inteiramente queimada para geragéo de
vapor e eletricidade (10). A parte liquida é concentrada por evaporagéo (11) e aplicada no campo com um fertilizante
devido ao auto teor de potassio.

Pré-tratamento e hidrdlise enzimatica da biomassa:

Consiste em um tratamento térmico sob pressdo para romper a matriz lignocelulosica que
constitui a parede celular. O resultado é a solubilizagdo da hemicelulose e a desestruturacéo da
celulose, permitindo o acesso de enzimas hidroliticas. Em seguida, as enzimas adicionadas ao
processo agem diretamente sobre estes polimeros, hidrolisando-os a monémeros de glicose e

xilose. Ambos os processos néo utilizam leveduras ou quaisquer outros organismos.

Hidratagéo, propagacéo e fermentagao:
Apbs a fermentagdo ndo ha o reciclo das leveduras, observado frequentemente no
processo de primeira geragdo, de modo que essas, precisam ser propagadas e adicionadas a

cada ciclo fermentativo. Para isso, pequenos volumes de leveduras desidratadas sao
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mecanicamente transferidos para tanques de hidratagéo contendo agua e nutrientes. Apbs uma
hora, todo o volume & transferido por um sistema de bombas para propagadores contendo agua,
aclicar e nutrientes adequados. Ao atingir a quantidade de células desejada, todo o liquido &
transferido novamente para o tanque de fermentacgéo. Neste, os agticares sdo convertidos em
etanol pelas leveduras. O calor gerado naturalmente pela fermentagéo é controlado do emprego
de trocadores de calor.

Apos cada ciclo fermentativo séo utilizados sistemas denominados Clean-in-Place (CIP)
para assepsia dos tanques de hidratagado, propagacéo, fermentacao e trocadores de calor. Como
agente sanitizante é utilizada uma solugéo de hidroxido de sodio 2% (soda caustica) a 70°C, que
esteriliza os equipamentos e sélidos residuais como leveduras mortas e lignina (residuo da
hidrolise). A agua utilizada na assepsia é destinada para o sistema de tratamento de efluentes
da planta industrial. Este sistema é tradicionalmente utilizado pelo processo convencional de
producéo de etanol de primeira geragéo e é conhecido pela eficiéncia na limpeza e desinfestagéo

das dornas.

Lavador de gases do tipo Scrubber:

A corrente de CO: proveniente da fermentagéo é coletada e direcionada para o lavador de
gases (scrubber) para evitar a perda de etanol por volatilizégéo. Apos esta etapa, a agua
saturada do purificador € enviada para a segunda coluna de destilagdo para recuperagéo do
etanol e o CO; purificado é langado na atmosfera.

A lavagem do CO, através dos scrubber evita, também, que leveduras eventualmente
arrastadas pelos efluentes gasosos sejam langadas no ambiente. Estas sdo enviadas para os

destiladores onde s&o inativadas pela alta temperatura empregada na etapa de destilagéo.

Destilagéo:
O produto fermentado é bombeado para os destiladores onde o etanal é recuperado pelo
processo de destilagéo que ocorre entre 80-85°C por 10-15 minutos. Como detalhado na segédo

3.2 pag. 105, esta &€ uma condigdo altamente eficiente na inativacéo de leveduras, inclusive para
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a linhagem Celere-2L. Por essa raz&o, ndo é esperado encontrar leveduras viaveis apés-esta

etapa.

Queima dos sdlidos e evaporador de vinhaga:
A vinhaga formada apés a destilagdo é direcionada para uma unidade de ge“b‘a?ac‘ﬁo
solido/liquido que utiliza um sistema de filtros e prensas. A fragdo composta por lignina e residuos
de leveduras mortas € prensada, obtendo-se um material com aproximadamente 40-50% de
umidade (torta de lignina). Esta fracéo sélida & queimada em caldeiras para gerar vapor, que por
sua vez é convertido em eletricidade. Nas caldeiras, a temperatura aplicada ultrapassa 500°C.
A fragdo liquida resultante da destilagéo e prensa é redirecionada para um sistema de
concentragdo por evaporagdo, onde sdo aplicadas temperaturas de 67-103°C por longos
periodos. Como na primeira geragao, a vinhaga (concentrada a 40-50%) é aplicada nos campos
de cana-de-agticar como fertilizante, devido ao alto contetido de potéssio e outros nutrientes. A

agua evaporada nesta etapa é reaproveitada no pré-tratamento.

Atualmente, Brasil e Estados Unidos produzem anualmente cerca de 75 bilhdes®? de litros
de bioetanol de primeira geragéo, utilizando linhagens selvagens de S. cerevisiae para fermentar
aclicares derivados da sacarose e do amido, respectivamente. No entanto, a possibilidade de
utilizar também a biomassa vegetal vem se mostrando economicamente viavel apos muitos anos
de pesquisa®. Neste contexto, cada vez mais linhagens serdo desenvolvidas para a conversao
de diferentes biomassas em etanol e/ou outras biomoléculas.

Como exemplo, em apenas quatro anos, cinco micro-organismos geneticamente
modificados foram avaliados pela CTNBio com pareceres favoraveis a comercializagéo no Brasil.
Estes incluem duas leveduras para produgéo de farneseno, precursor do biodiesel (Amyris -
2010/2012 | processos n° 01200.003590/2009-85 e 01200.003977/2011-56); uma microalga

para producéo de triglicerideos, utilizados na industria de oleoquimicos (Solazyme - 2013 |

s(JNICA. Uni&o da Indistria de Cana-de-aglicar. Detalhes em: http:/fiwww.unica.com.br.
PRFA. Renewable Fuels Association. Detalhes em: http://www.ethanolrfa.org/pages/statistics.
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processo n® 01200.001052/2013-32) e; a linhagem RN1016, desenvolvida para produzir etanol
de segunda geragéo (BioCelere - 2013 | processo n° 01200.001454/2013-37)A.

O evento RN1016, em particular, &€ extremamente semelhante a linhagem Celere-2L
avaliada neste relatorio. Além do uso pretendido, possuem em comum: um Unico transgene cujo
produto da tradugdo é equivalente e exerce a mesma funcdo (embora as sequéncias
nucleotidicas e de aminoacidos possuam diferencas); apresentam modificagdes genéticas dos
mesmos genes endogenos (realizadas de modo diferente); ndo seréo destinadas a alimentacéo
humana/animal e; compartilham o mesmo organismo parental, a levedura S. cerevisiae. Por
essas razoes, e esperado para a Celere-2L. a mesma auséncia de risco a satide humana, animal

ou ao ambiente demonstrada para a RN1016.

Em resumo, o uso pretendido para a linhagem Celere-2L é restrito a processos industriais
dedicados a produgéo de etanol de segunda geragéo, de forma que seu uso como alimento direto
ou aditivo para raga@o animal ndo é proposito desta solicitagdo. O transgene também possui
funcéo restrita, relacionada apenas ao consumo do agticar xilose que, por isso, possibilita um
maior aproveitamento da matéria-prima para produgéo de etanol.

Adicionalmente, a rotina de assepsia das tubulagbes e tanques onde as leveduras sdo
utilizadas, associada aos tratamentos com alta temperatura em etapas pos-fermentacao,
reduzem um eventual risco ambiental quando o contexto industrial & avaliado.

Embora o uso pretendido contribua significativamente para a auséncia de riscos
relacionados ao uso da linhagem Celere-2L, sfo apresentados a seguir os resultados
experimentais que confirmam a prerrogativa de que a linhagem em si também n#o representa
riscos ao meio ambiente (em conformidade com as exigéncias previstas no Anexo IV da

Resolugéo Normativa N°5, de 12 de margo de 2008).

CTNBio: Comissao Técnica Nacional de Biosseguranga. Liberagbes comerciais. Detalhes em http://www.ctnbio.gov.br.
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3.1. Sobre a possibilidade de o OGM produzir esporos e ser resistente ao desSecamentd

1‘.
'r

Em S. cerevisiae a esporulagéo é induzida quando as células diploides encontram seem.

uma condicdo de deficiéncia de nutrientes. A formag&o de esporos envolve uma divisdo celular
distinta do brotamento observado durante a mitose (Figura 18A). Este processo compreende a
segregacao dos cromossomos através da meiose, resultando em quatro nucleos individualizados
por uma membrana plasmatica formada dentro do citoplasma da célula mae. Apos a formagao
completa dos esporos, a célula mée se torna um asco e mantém as quatro novas células
hapldides organizadas em uma estrutura conhecida como tétrade (revisado por Neiman')

(Figura 18B-C).

(X))

Figura 18: Diferentes fases da divisdo celular na espécie S. cerevisiae.

A: Células da linhagem dipléide PE2 dividindo por brotamento (mitose). Notar os diferentes estagios da divisao
indicado pelo tamanho dos brotos (setas). B: Tétrade resultante da meiose de uma célula diploide da linhagem PE2.
Notar a presenca dos quatro esporos (verde) organizados dentro de um asco (azul). Células marcadas com Calcofluor
White (azul) e FDA (verde). Escala: 10 ym. Fonte: GranBio Celere. C: Representagéo esquematica dos principais
eventos envolvidos na formacdo dos esporos através da meiose em S. cerevisiae. 1. Pré-meiose, fase S do ciclo
celular; duplicagio do DNA. 2. Pareamento dos cromossomos homélogos e crossing-over. 3: Meiose |, segregacéo
dos cromossomos homalogos. 4: Meiose I, sintese de membrana celular ao redor dos esporos. 4: Fechamento das
membranas individualizando os esporos. 5: Montagem da parede do esporo e maturagdo do asco. Linhas laranja:
membrana celular da célula mée (a qual se torna membrana do asco). Linha cinza: membrana nuclear. Linhas azul e
vermelho: cromossomos homélogos. Linha verde: microtiibulos. Linha rosa e amarelo: membrana do esporo.
Quadriculado azul: parede do esporo. Adaptado de Neiman'.

O mecanismo molecular da esporulagdo é bem compreendido e as sucessivas fases
envolvidas neste processo s&o promovidas por uma cascata de regulagdo transcricional que
orquestra tanto a meiose quanto a formagao de esporos. Entre os elementos envolvidos, o fator

de transcricido IME1 (Inducer of MEiosis 1) atua como o principal regulador da esporulagao.
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Quando ativo, induz a expressao de genes chave requeridos para o inicio da meiose em células
diploides, incluindo o fator de transcrigdo NDT80 (Non-DiTyrosine 80). A expressao de IMET, por
sua vez, e regulada tanto a nivel pés-transcricional quanto pés-traducional por uma série de
fatores incluindo: fonte de nitrogénio, fonte de carbono e mating type®-22.

A capacidade de esporular de S. cerevisiae é uma condicdo particular desta espécie. Ao
contrério de outros fungos, plantas ou bactérias, os esporos ndo sio estruturas diferenciadas
para disperséo, ou formas de resisténcia adaptadas para sobreviver em condigbes extremas.
Uma vez liberados do asco, os haploides s8o células morfologicamente idénticas as células
dipldides, se dividem igualmente por mitose e realizam as mesmas reacées metabdlicas chave
para a sobrevivéncia (Figura 19). Em meio de cultura apropriado, por exemplo, séo capazes de

consumir todo o agtcar e produzir etanol de forma equivalente ao diploide?.

Figura 19: Morfologia das células hapléides e dipléides da linhagem OGM.

A: Diploide. B-E: Hapléides. Células observadas em microscopia de epifluorescéncia e marcadas com Calcofluor
White. Este & um corante de alta afinidade para quitina, principal componente da parede celular de S. cerevisiae. Notar
a semelhanga do tamanho e forma entre o dipldide e hapléides. Imagens capturadas em microscopio de
epifluorescéncia Olympus-BX51 com camara digital DP72 acoplada. Barra=5um.

Por essas razées, a esporulagéo em S. cerevisiae & considerada apenas uma resposta a
auséncia de nutrientes. Em condigées ambientais similares, hapléides simplesmente cessam o
metabolismo, enquanto células diploides associam este processo a meiose'. Além disso, em
muitos tratamentos desenhados para mimetizar condigées ambientais extremas, como ciclos
repetitivos de congelamento/descongelamento ou o dessecamento, os esporos ndo sdo mais

resistentes do que células diploides na fase estacionaria do crescimento®,
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Para avaliar a capacidade de resistir ao dessecamento o teste quantitativo prfépésto_ pof,_/\

Winston e colaboradores® foi realizado com as linhagens diploides Celere-2L “g_e_r;pg_rrent;al.” |

% L

Resumidamente, células de ambas as linhagens coletadas durante as fases exponencial e

e

estacionaria do crescimento, foram submetidas ao dessecamento por 12 e 24 horas em

SpeedVac™ (Thermo Scientific). Apos o tratamento, células foram reidratadas em tampéo
fosfato e plaqueadas para contagem de células viaveis (unidades formadoras de colonias -
UFCs). A capacidade de resistir ao dessecamento foi dada pela viabilidade relativa: média de
UFC/mL da amostra dessecada pela média UFC/mL do controle (ndo dessecado) (Método 4.13,
pag. 151).

Como apresentado na figura 20, ndo houveram diferencas significativas entre OGM e
parental em ambos os pontos amostrados. De modo interessante, ambas as linhagens séo
significativamente afetadas pela condigdo de estresse, que reduz a viabilidade celular para
menos de 20% em 12 horas de dessecamento. Apos 24 horas nado foram observadas células

viaveis.

Resisténcia ao dessecamento
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Figura 20: Analise da resisténcia ao dessecamento das linhagens OGM e parental.

Nota-se que apds 24 de dessecamento a viabilidade de ambas as linhagens reduz significativamente. Apos 48 horas
ndo sdo observadas células viaveis. Diferencas estatisticamente significativas entre OGM e parental néo foram
observadas (Teste t com p>0,05).

A equivaléncia observada entre as linhagens OGM e parental demonstra que as
modificaces genéticas nao tornam o OGM mais resistente ao dessecamento. Além disso, a alta
suscetibilidade observada reforga a premissa de que em S. cerevisiae (inclusive o OGM avaliado)

a capacidade de esporular ndo esta relacionada a resistir a este estresse ambiental.
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A resisténcia a dessecacdo é a habilidade de um organismo suportar a remocao de até
95% de seu conteudo de agua e restaurar o metabolismo normal apos reidratacéo (Crowe et al.
1992). Esta tolerancia é normalmente encontrada em sementes, as quais contém embrides
dessecados e, raramente, em adultos extremofilos, como bactérias do género Deinococcus,
fungos, bridfitas e alguns nematoides (camarées de agua salgada, por exemplo)®'.

Esta condicdo impbe as células um variado nimero de estresses incluindo: hiper-
osmolaridade, hiper-oxidagao, hiper-ionicidade e agregacdo ou ndo enovelamento de
proteinas®®. Todos imp6em danos irreversiveis a componentes essenciais da células, como: o
DNA, proteinas e membranas®-%,

A resposta ao dessecamento vem sendo estudada por muitos anos e diversas moléculas
que mitigam os efeitos dos diferentes estresses observados foram identificadas. Incluem
proteinas heat shock, enzimas de balango redox, pequenas proteinas hidrofilicas e o
dissacarideo trealose®"*":%. Uma vez que os genes introduzidos ou manipulados na linhagem
OGM néo codificam ou induzem a sintese destas moléculas, ndo é esperado que as
manipulagées genéticas atribuam ao OGM uma maior resisténcia em relagdo ao seu parental.

Em concluséo, a linhagem Celere-2L ¢é capaz de esporular assim como seu parental. No
entanto, o risco ambiental relacionado a resistir ao dessecamento pode ser desconsiderado,
dado que apesar desta caracteristica, ambas as linhagens sdo altamente suscetiveis a curtos

periodos de exposi¢éo a esta condigo.
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3.2. Os agentes esterilizantes e antimicrobianos que possuem atividade contra o QGI@)/\ ) 2

A

| / % :
A possibilidade de desinfestacéo/esterilizagéo de superficies ou solugdes & fqhdamehtéf \

o ~ ) G ,"/‘.
para a manipulagdo apropriada de micro-organismos. Para isto, agentes quimicos _s&p~"

amplamente utilizados na indUstria com o objetivo de eliminar contaminagdes ou inativar micro-
organismos empregados no processo. Os principais agentes sdo constituidos por compostos
iodados, cloro, quaternarios de aménio, acidos, alcoois, agentes gasosos e antibiéticos, os quais
possuem uma alta capacidade esterilizante sobre micro-organismos da flora ambiental®®.

Industrias que utilizam micro-organismos em seus sistemas produtivos dependem da acao
de bons agentes esterilizantes quimicos em seus processos. N&o é diferente para as usinas de
aguicar e alcool, que utilizam agentes sanitizantes para fazer a assepsia periodica de suas dornas
e tubulagbes periodicamente, evitando contaminagbes que normalmente impactam
negativamente no rendimento produtivo.

Entre estes, o etanol e o hipoclorito de sodio se destacam por serem amplamente utilizados
como agentes sanitizantes em ambientes hospitalares, clinicas e laboratérios de microbiologia.
Na categoria dos antibi6ticos, por sua vez, geneticina e higromicina sé&o altamente eficientes
contra leveduras da espécie S. cerevisiae, sendo inclusive, amplamente utilizados como
marcadores de selecio de transformantes®11.

Em relagcao ao OGM avaliado neste relatério, ndo € esperado que as manipulagdes
genéticas confiram maior tolerancia a algum agente esterilizante ou antimicrobiano. Para
comprovar esta premissa, OGM e parental foram submetidos a cinco tratamentos sanitizantes
independentes incluindo: hipoclorito de sodio, etanol, higromicina e geneticina, como agentes
quimicos; e a temperatura, como agente fisico.

Resumidamente, nos tratamentos com agentes quimicos, quatro réplicas biologicas de
cada linhagem (OGM e parental) foram submetidas a tratamentos com concentragdes crescentes
de cada agente. O crescimento na condigio de estresse foi quantificado apds 24 horas (Método
4.16, pag. 154), enquanto a viabilidade das culturas foi avaliada depois de 0, 6, 12 e 24 horas de

tratamento com cada composto (Método 4.15, pag. 153).
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3.2.1. Efeito do hipoclorito de sédio sobre o OGM

Meio padréo (YEPD) contendo cinco concentragées de hipoclorito de sodio [YEPDhs 0,05,
0,1, 0,2, 0,4 e 0,8% (v/v)] foi utilizado para avaliar a atividade deste agente no crescimento das
linhagens OGM e parental. YEPD sem o agente foi utilizado como condi¢cdo controle. Como
demonstrado na figura 21A, ambas as linhagens (OGM e parental) n3o apresentaram
crescimento nos tratamentos cuja concentragéo utilizada foi igual ou superior a 0,1% (viv). Além

disso, a linhagem OGM apresentou uma menor taxa de crescimento (DO=1 ,5310,02) em relagéo

| ao parental (DO=1,69+0,05) na menor concentracéo utilizada [0,5% (v/v)]. Na condigéo controle,

o crescimento das duas linhagens foi equivalente: 1,66+0,09 e 1,67+0,05 para parental e OGM,

respectivamente.
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| Figura 21: Efeito do hipoclorito de sodio no crescimento e viabilidade do OGM e parental.

' A: Quantificagio do crescimento (ap6s 24 horas) das linhagens OGM e parental em meio contendo diferentes
concentragbes de hipoclorito de sodio. B: Analise da viabilidade celular apés o tratamento com diferentes
concentragoes de hipoclorito de sodio. Nota-se que ambas as linhagens s&o suscetiveis a tratamentos com baixas
concentragbes e curto periodo, devido & alta eficiéncia de esterilizagéo do hipoclorito de sodio. 2P; valores com
diferencas estatisticamente significativas (Teste t com p<0,05).
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Analisando a viabilidade das culturas em fungao do tempo, observou-se novamehte que it
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suscetibilidade ao hipoclorito de sddio é equivalente entre o OGM e seu parental. O tr'qtamentq.\_u f

por seis horas com concentragées maiores ou igual a 0,1% (v/v) foi suficiente para inativagdo de: .-
ambas as culturas. Além disso, concentragdes maiores ou superiores a 0,2% (v/v) possuem efeito

imediato, demonstrando a eficiéncia da agéo deste agente sobre o OGM e parental (Figura 21B).

3.2.2. Efeito do etanol sobre o OGM

De forma similar, cinco concentrages de etanol foram utilizadas para demonstrar sua agéo
como agente esterilizante. Para isto, o crescimento das linhagens OGM e parental foi
quantificado apés tratamento com 2,5, 5, 10, 20 e 40% (v/v) de etanol (YEPDet). Na presenca
de baixa concentragdo de etanol [YEPDet 2,5 e 5%(v/v)] ambas as linhagens podem utiliza-lo
como fonte de carbono apés o consumo completo da glicose. No entanto, acima de 10% (v/v) o
etanol tende a agir como agente esterilizante, especialmente sobre a linhagem OGM que
apresentou uma taxa de crescimento discretamente menor em YEPDet 10% (v/v)
(DO=1,69+0,06) em comparagéo com o controle (DO=1,89x0,06), 2,5% (v/v) (DO=2,03+0,01) e
5% (v/v) (2,05+0,02) (Figura 22A). Os resultados mostram ainda que con_cerntragées maiores ou
iguais a 20% (v/v) sdo suficientes para inibir completamente o crescimento de ambas as
linhagens. Na condigéo controle (YEPD) a taxa de crescimento foi equivalente (OGM: 1,8910,06;
parental: 1,90+0,07).

Resultados similares foram obtidos nos testes semi-quantitativos, confirmando a
suscetibilidade de ambas as linhagens a 20% (v/v) de etanol e; demonstrando que ap6s 12 horas
ocorre a inativagdo completa de ambas as linhagens nesta concentragéo. Além disso, & possivel
notar que em meio contendo 40% (v/v) de etanol a inativagéo do crescimento € imediato para

ambas as linhagens (Figura 22B).
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A Inativagéo do crescimento por Etanol
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Figura 22: Efeito do etanol no crescimento e viabilidade do OGM e parental.
A: Quantificagdo do crescimento (apos 24 horas) das linhagens OGM e parental em meio contendo diferentes
concentracGes de etanol. B: Analise da viabilidade celular apos o tratamento com diferentes concentragdes de etanol.
Nota-se suscetibilidade de ambas as linhagens em tratamentos com baixas concentragdes e curto periodo. abe:
valores com diferencas estatisticamente significativas (Teste t com p<0,05).

3.2.3. Efeito da higromicina sobre o OGM

Nos testes com o antibiético higromicina observa-se um efeito esterilizante dose-
dependente equivalente entre ambas as linhagens (Figura 23A). Nos controles (YEPD sem
antibiotico), a taxa de crescimento das linhagens OGM e parental foram equivalentes (1,71£0,02;
1,69+0,04). No entanto, 25 ug/mL de higromicina (YEPDhg 25 ug/mL) foram suficientes para
reduzir em 20% (em média) a taxa de crescimento das linhagens OGM e parental (1,34+0,13;
1,39+0,04) em relag&o a condigéo controle. Tratamentos com concentragdes maiores ou iguais

a 50 ug/mL foram suficientes para inibir completamente o crescimento de ambas as linhagens.
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Figura 23: Efeito do antibiético higromicina sobre o crescimento e viabilidade do OGM e parental.

A: Quantificacéo do crescimento (apés 24 horas) das linhagens OGM e parental em meio contendo diferentes
concentrages de higromicina. B: Analise da viabilidade celular apés o tratamento com diferentes concentragbes de
higromicina. Nota-se suscetibilidade equivalente de ambas as linhagens em tratamentos com baixas concentracdes e
curto periodo. 2P: valores com diferengas estatisticamente significativas (Teste t com p<0,05).

A inativacdo do crescimento observada apos 24 horas de tratamento foi confirmada nos
testes semi-quantitativos. Além disso, os resultados demonstram que 50 e 100 ug/mL de
higromicina s&o 100% eficientes apés 12 horas de tratamento. Utilizando 200 ug/mL o tratamento
foi ainda mais efetivo, sendo necessarias apenas 6 horas para a inviabilizagédo completa de

ambas as culturas (Figura 23B).

3.2.4. Efeito da geneticina sobre o OGM

Geneticina foi o segundo antibiético testado e também apresentou uma agéo esterilizante
efetiva sobre 0 OGM e seu parental. Quando empregadas concentragdes superiores a 50 ug/mL
(YEPDgt 50, 100 e 200 ug/mL) ndo é observado crescimento para ambas as linhagens apoés 24

horas de tratamento (Figura 24A). Neste experimento, o tratamento com 25 ug/mL foi suficiente
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para inibir seu crescimento, enquanto a linhagem parental apresentou uma taxa de crescimento
igual DO=1,14+0,05. Na auséncia de antibiético a taxa de crescimento & equivalente (OGM:
1,84+0,02; parental: 1,84+0,05).

Novamente, os testes semi-quantitativos corroboram os resultados observados. Além da
inativagéo apos 24 horas utilizando concentragées acima de 50 ug/mL de geneticina, € possivel
observar que 12 horas séo suficientes para a inativacdo de ambas as culturas quando 50 ug/mL
de antibiotico séo utilizadas. Além disso, acima de 100 ug/mL a inativagao ¢ efetiva apés 6 horas

de tratamento (Figura 24B).

A Inativagdo do crescimento por Geneticina
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Figura 24: Efeito do antibidtico geneticina sobre o crescimento e viabilidade do OGM e parental.

A: Quantificagdo do crescimento (apos 24 horas) das linhagens OGM e parental em meio contendo diferentes
concentragdes de geneticina. B: Andlise da viabilidade celular apés o tratamento com diferentes concentragdes de
geneticina. Nota-se suscetibilidade equivalente de ambas as linhagens em tratamentos com baixas concentragdes e
curto periodo. 2 valores com diferencas estatisticamente significativas (Teste t com p<0,05).
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Por fim, um quinto experimento foi utilizado para demonstrar a eficiéncia aa_‘tgmp\g_)r@t;}!_r,a”"
como agente esterilizante. De forma semi-quantitativa, a sobrevivéncia do OGM e de seu
parental foi avaliada em frinta condicbes independentes. Resumidamente, trés réplicas

biolagicas de cada linhagem foram crescidas previamente em YEPD até atingirem a saturagao

da cultura (DOeseo=12+0,12). Aliquotas de 1 mL foram incubadas a 30, 50, 60, 70 ou 80°C por 0

ou 30 segundos; 1, 2:30, 5 ou 10 minutos e entdo, utilizadas para avaliar a viabilidade de cada
cultura apés os tratamentos (Método 4.15, pag. 153).
E importante destacar que a alta densidade celular (culiuras saturadas com

DOesoo=12+0,12) e o tratamento mais severo utilizado (80°C por 10 minutos) mimetizam as

condigdes que encontradas na destilagdo aplicada na produgéo industrial de etanol. Por essa
raz30, a sobrevivéncia das culturas mantidas nesta condigao foi avaliada de forma quantitativa,
na qual a viabilidade de cada cultura é representada pelo nimero de unidades formadoras de
coldnias (UFCs) observado ap6s o tratamento (Método 4.17, pag. 154). Como demonstrado na
figura 25A, as linhagens OGM e parental séo eficientemente desvitalizadas por este tratamento.
Como esperado, na condigdo controle (30°C por 10 minutos) a viabilidade de ambas as culturas
& equivalente (OGM=3,_23¢O,1 5 x108; parental=3,3+0,28 x10® UFCs/mL).

A tolerancia a temperatura depende da intensidade e do tempo utilizados e, dessa forma,

a viabilidade de ambas as culturas & inversamente proporcional ao aumento destes dois fatores.

Como demonstrado na figura 25B a viabilidade de OGM e parental ndo é afetada na condi¢éo
controle (0 min) e em temperaturas menores ou igual a 50°C quando mantidas por um periodo
menor ou igual a cinco minutos. O mesmo acontece a 60°C/0:30min. No entanto, condi¢cdes cuja
as temperaturas/tempos s&o maiores ou iguais a 60°C/1min ou 70°C/0:30min, s&o criticas para
ambas as culturas. A partir deste ponto a viabilidade celular das linhagens OGM e parental é
consideravelmente reduzida.

E conhecido que diferentes linhagens da espécie S. cerevisiae apresentam naturalmente
menor ou maior capacidade de tolerar aumentos de temperatura. Além disso, a capacidade de

resistir maiores variacbes da temperatura pode ser adquirida através de manipulagbes
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direcionadas, adicionando ou modificando a expresséo de genes especificos %219, No entanto,
as modificagdes genéticas empregadas na construgéo do OGM estéo estritamente relacionadas
ao metabolismo especifico de xilose e conversdo deste agticar em etanol, por essa razéo, néo é

esperado que o OGM adquira maior capacidade de resistir a altas temperaturas.

A Esterilizag8o por Temperatura
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Figura 25: Efeito da temperatura sobre o crescimento e viabilidade do OGM e parental.
A: Quantificagéo do crescimento das linhagens OGM e parental apés tratamento térmico a 30°C e 80°C. B: Analise da
viabilidade celular ap6s o tratamento com diferentes temperaturas. Nota-se que ambas as linhagens séo suscetiveis
a tratamentos com temperaturas consideravelmente inferiores aquelas empregadas no processo de destilagéo.
Diferencas estatisticamente significativas entre OGM e parental ndo foram observadas no teste quantitativo d (Teste
t com p>0,05).

Acima de 60°C/10min e 70°C/1min ambas as culturas foram completamente inativadas e,
a 80°C, a esterilizagdo é praticamente instantdnea, uma vez que apés trinta segundos de
incubagéo néo séo mais obtidas células viaveis (Figura 25B).

Comparado com o teste quantitativo (Figura 25A), o qual mimetiza a condicédo encontrada
na industria durante a etapa de destilagdo, é possivel notar a esterilizacéo das culturas ocorre

em um faixa de temperatura/tempo bem menor do que a empregada na destilagéo industrial. Do

ponto de vista de risco ambiental, além de demonstrar a eficiéncia da temperatura como um
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agente esterilizante para ambas as linhagens, estes resultados reforgam a prerrogativa de qu
a etapa de destilagdo é suficiente para inativar completamente as leveduras in loco: (i.e.. n

interior do processo), garantindo que os produtos da indUstria (etanol e vinhaga) néo"Qt'mt'énhai‘h I8

-

formas viaveis do OGM. ~speA
Como detalhado anteriormente, a destilacdo & imprescindivel para a recuperagéo do etanol

produzido na industria e, uma vez que promove a esterilizagdo do produto fermentado,

representa uma etapa importante para seguranga intrinseca ao processo. O mesmo conceito

vale para as outras etapas do processo poés-fermentagéo que incluem o emprego de altas

temperaturas (se¢édo 3, pag. 93).
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3.3.1. Analise dos efeitos do OGM sobre a qualidade da agua

A ecotoxicidade foi a abordagem utilizada para avaliar as implicagées do OGM sobre a
qualidade da 4gua. Uma vez que compreende uma extens&o da toxicologia', a ecotoxicologia
avalia o impacto de compostos quimicos (naturais ou sintéticos) sobre os ecossistemas. Tem
como principal objetivo compreender os efeitos de tais compostos sobre as comunidades
naturais em condicdes reais ou proximas da realidade'®. Em ambientes aquaticos o objetivo
primario deste ensaio consiste na avaliagéo do grau de impacto, reversibilidade e determinagao
qualitativa e quantitativa do risco a exposicdo'®. Neste contexto, o teste de ecotoxicidade
realizado foi constituido de trés abordagens complementares: i) ensaios de toxicidade aguda
com organismos indicadores; ii) analises das propriedades fisicas e quimicas da agua e; iii)
analise da comunidade microbiana da agua.

Os testes de toxicidade e as analises das propriedades fisicas e quimicas da agua foram
conduzidos pelo laboratério TECAM® (CQB 0153/01). Em resumo, os ensaios de toxicidade
aguda consistem na observagao e quantificagdo do comportamento (mobilidade) ou mortalidade
dos organismos indicadores, mantidos em condicées controladas acrescidas de diférentes
concentracdes do agente supostamente toxico, neste caso o OGM. Nestas mesmas condigées
as propriedades quimicas e fisicas da agua séo determinadas a partir do pH e do teor de oxigénio
dissolvido, ambos quantificados antes e ao final dos ensaios (detalhes no material suplementar:
relatérios 0 e 5.4, pags. 173 e 221).

Dois organismos foram utilizados nos ensaios de toxicidade aguda: o microcrustaceo da
espécie Daphnia similis e o peixe Danio rerio, popularmente conhecido como paulistinha ou
zebrafish. Por apresentarem alta sensibilidade a alteragées no ambiente aquatico, ambos se
destacam entre os organismos normalmente utilizados como indicadores da qualidade da
agua'. Além disso, estes sdo também organismos sistematicamente utilizados uma vez que

todos os procedimentos empregados nestes ensaios seguem normas da Associagéo Brasileira

"Ciéncia multidisciplinar que tem como objeto de estudo os efeitos adversos das substancias quimicas sobre os organismos.
STECAM Laboratérios. Laboratério especializado em ensaios de toxicidade. Detalhes em http://www.tecam.com.br.
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de Normas Técnicas (ABNT), possibilitando a reprodutibilidade e aumentando confiabilidade dos
resultados (Relatérios 0 e 5.4, pags. 173 e 221).

Trés experimentos independentes (i.e., triplicata biologica) foram realizados para avaliar a
toxidade do OGM em relagéo ao seu parental. Em resumo, solugdes contendo as leveduras OGM
ou parental (inoculos) foram preparadas a partir de culturas independentes crescidas em meio
YEPD. Para mimetizar as condigées encontradas nos processos industriais de segunda geracgéo
a concentracao de leveduras foi ajustada para 15g/L (massa timida), densidade celular atingida
ao final de cada ciclo fermentativo (Método 4.18, pag. 154). Nos testes com D. similis e D. rerio
a ABNT determina que cinco concentrages da substancia em questo (OGM) sejam avaliadas.
Dessa forma, os in6culos (15g/L) foram adicionados aos testes de forma gue correspondessem
a 0,125; 0,25; 0,5; 1 e 2% (v/v) do volume total de cada ensaio, ou seja, 18,75; 37,5; 75; 150 e
300 mg/L de levedura respectivamente (Relatorios 5.3 e 5.4, pags. 173 e 221).

E importante ressaltar que & altamente improvavel uma situacdo semelhante ocorrer em
escala real, uma vez que o volume trabalhado na industria & irrisério quando comparado ao de

lagos ou cursos d'agua de tamanho mediano ou até mesmo reduzido.
Ensaio de toxicidade aguda com o organismo indicador Daphnia similis

D. similis foi o primeiro indicador avaliado. Neste ensaio, a toxidade é calculada pela
concentragdo nominal do agente capaz de causar a imobilidade de 50% dos organismos nas
condigbes de ensaio apds 48 horas [CE(l)so; 48h]. Em outras palavras, uma substancia deve ser
considerada toxica quando provoca a imobilidade de pelo menos 50% dos organismos
indicadores. Alem disso, o experimento s6 é valido se a taxa de imobilidade da condig&o controle
for menor ou igual a 10%.

No ensaio com D. similis a porcentagem de organismos-teste iméveis na condicdo controle
foi menor que 5%, validando o ensaio (Tabela 1). Organismos iméveis também foram observados
em alguns tratamentos contendo leveduras. Porém, de acordo com a Prova Exata de Fisher'®® a
taxa de imobilidade observada néo foi significativa, mesmo na maior concentracdo preparada

(Tabela 1). Como pode ser observado, a maior taxa de imobilidade é de 3+3% nas condigdes
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OGM/0,125% e parentali2%. Por essa razdo, a CE(l)so; 48h de ambas as linhagengg@s’uberi f(a;)")

- - s i s fpm w8 —ReF
2%, demonstrando que ambas as linhagens ndo sao toxicas, mesmo a alta concentragdo de

células viaveis aplicada (relatorio 5.3 e pag. 173).

Tabela 1: Teste de toxicidade aguda com Daphnia similis. Os valores
apresentados representam a média e desvio padréo calculados a partir de trés
experimentos independentes (réplicas biolégicas). N&o foram observadas
diferencas estatisticamente significativas entre OGM e parental de acordo com
a Prova Exata de Fisher.

Concentragéo celular Taxa de individuos vivos (%)

(mglL) (% viv)' Parental (n=5) OGM (n=5)
Controle? 95,8 + 1,18 95,8 - 1,18
18,75 (0,125%) 100,0 + 0,00 96,7 * 2,89
37,5 (0,25%) 100,0 + 0,00 100,0 + 0,00
75 (0,5%) 98,3 + 2,89 100,0 + 0,00
150 (1%) 98,3 + 2,89 100,0 + 0,00
300 (2%) 96,7 + 2,89 1000 + 0,00

n=nlmero de organismos-teste utilizados em cada réplica.

1(% v/v): Porcentagem do inéculo em relagéo ao volume total do ensaio.

Condico controle (i.e., Agua original sem aplicagio das solugées contendo as linhagens
OGM ou parental).

Propriedades fisicas e quimicas da dgua durante ensaio com Daphnia similis

Trés condicdes foram escolhidas para avaliar as propriedades fisicas e quimicas da agua
nos testes com D. sihi!is: 0,125; 0,5 e 2%. Como esperado, a aplicagdo das leveduras
(independentemente da concentragéo) provoca pequenas alteracdes equivalentes no pH em
relagdo a condigéo controle (sem leveduras) (Tabela 2). Por outro lado, quando os tratamentos
com OGM e parental sdo comparados entre si, as variagbes também s&o equivalentes e
estatisticamente nao significativas, tanto no inicio como ao final do ensaio.

Resultados semelhantes foram observados para o teor de oxigénio dissolvido (

Tabela 3). Na maior concentragéo empregada a concentragéo de oxigénio da condi¢ao
controle (7,10+0,0) foi alterada para 5,68+0,21 e 5,90+0,32 (Parental e OGM/2%). Nos outros
tratamentos as variagdes foram menores. Quando os resultados obtidos para OGM e parental
sdo comparados a cada tratamento, todas as alteragdes ndo sdo estatisticamente significativas,

exceto para 0,125%. Neste caso, a concentracdo de O foi menor no grupo tratado com OGM
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(7,88+0,04 mg O/L) em relagé&o ao parental (7,97+0,02 mg O2/L) ao final do experimento. No

entanto, esta alteragéo nao é suficiente para tornar o indculo téxico ao organismo testado.

Tabela 2: Andlise do pH da agua apos testes de toxicidade aguda com Daphnia similis. Os valores
apresentados representam a média e desvio padréo calculados a partir de trés experimentos
independentes (réplicas bioldgicas).

Concentragdo celular pH inicial pH final®
(mglL) (% v/v)* Parental (n=5)  OGM (n=5) Parental (n=5)  OGM (n=5)
| Controle? 733 + 000 733 + 0,00 689 + 000 6,8 =+ 0,00
| 18,75 (0,125%) 698 + 006 7,04 + 0,05 698 + 002 694 + 0,02
75 (0,5%) 698 + 006 7,08 + 0,01 700 + 001 698 + 0,05
300 (2%) 694 + 002 699 * 0,02 700 + 001 7,00 + 0,02

n=numero de organismos-teste utilizados.

(% viv): Porcentagem do inéculo em relagéo ao volume total do ensaio.

Condigéo controle (i.e., 4gua original antes da aplicagéo das solugdes contendo as linhagens OGM ou parental).
*Apds 48 horas.

Tabela 3: Concentracéo do oxigénio dissolvido em testes de toxicidade com Daphnia similis. Os valores
apresentados representam a média e desvio padréo calculados a partir de trés experimentos independentes
(réplicas biologicas).

Concentragdo celular Oz inicial (mg O2/L) 02 final® (mg O2/L)
(mgiL) (% v/v)* Parental (n=5)  OGM (n=5) Parental (n=5) OGM (n=5)
Controle? 710 + 0,00 7,10 #* 0,00 796 + 000 7,96 + 0,00
18,75 (0,125%) 703 + 021 694 + 020 7977 & 0,02 7,88 + 0,04
75 (0,5%) 684 + 004 682 + 010 791 * 003 7,86 + 0,03
300 (2%) 568 + 021 590 + 0,32 769 + 019 779 =+ 0,04

n=numero de organismos-teste utilizados.

(% viv): Porcentagem do indculo em relagdo ao volume total do ensaio. :

“Condigéo controle (i.e., 4gua original antes da aplicacdo das solugdes contendo as linhagens OGM ou parental).
*Apos 48 horas.

ab: yalores com diferencas estatisticamente significativas (Teste t com p<0,05).

Ensaio de toxicidade aguda com o organismo indicador Danio rerio

Nos ensaios com D. rerio, segundo indicador testado, a toxidade é estabelecida pela
concentragéo da amostra capaz de causar a letalidade de 50% dos organismos nas condicdes
de ensaio apos 96 horas [CL(1)so; 96h]. Em outras palavras, uma substancia deve ser considerada
toxica quando provoca a mortalidade de pelo menos 50% dos organismos indicadores apos 96
horas.

Durante este periodo, sdo feitas observagées sobre as condicées dos organismos a cada
24 horas, sendo registrado: mortalidade, movimentos anormais de natacéo e quaisquer outras

irregularidades. Apesar da baixa mortalidade observada (Tabela 4), ambas as amostras (OGM

118



‘ e parental) ndo exerceram efeitos toxicos significativos, de acordo com a Prova Exata de Fisher,

nem mesmo na maior concentragao testada (2%). Em fungdo destes resultados, a concentragéo

pag. 221).

Tabela 4: Teste de toxicidade aguda com Danio rerio. Os valores apresentados ‘ B
representam a média e desvio padréo calculados a partir de trés experimentos R -
independentes (réplicas biologicas). Nao foram observadas diferencas

estatisticamente significativas entre OGM e parental de acordo com a Prova

Exata de Fisher.

Concentragio celular (mg/L) Taxa de individuos vivos (%)

(% v/v)* Parental (n=10) OGM (n=10)
Controle? 1000 + 1,718 1000 % 1,18
9 18,75 1000 + 000 1000 + 0,00
37,5 1000 #+ 000 967 577
75 96,7 + 577 1000 + 0,00
150 BT & BT 987 & BT
300 1000 + 000 900 + 100

n=ndmero de organismos-teste utilizados em cada réplica.

(% viv): Porcentagem do indculo em relagdo ao volume total do ensaio.

2Condicio controle (i.e., Agua original sem aplicagao das solugdes contendo as linhagens
OGM ou parental).

Propriedades fisicas e quimicas da dgua durante ensaio com Danio rerio

Assim como para D. similis, trés concentragdes de leveduras foram escolhidas para avaliar

as propriedades fisicas e quimicas da agua nos testes com D. rerio: 0,125; 0,5 e 2%. Gomo

esperado, a aplicacéo das leveduras (independentemente da concentragéo) provocou pequenas
alteracdes equivalentes no pH em relagédo a condigéo controle (Tabela 5). No entanto, quando
os tratamentos com OGM e parental sdo comparados entre si, as variagbes séo equivalentes e
ndo significativas na maioria dos casos, tanto no inicio quanto ao final do ensaio. Diferencas
significativas no pH foram observadas apenas no momento da aplicagéo do inéculo. Apos 96
horas todos os valores s#o estatisticamente equivalentes.

O mesmo efeito & observado para o teor de oxigénio. Alteracdes esperadas ocorrem apos
a inoculacdo das leveduras. Porém, apds 96 horas todos os valores séo estatisticamente

equivalentes para os tratamentos com OGM e parental.
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Tabela 5: Analise do pH da dgua apos testes de toxicidade aguda com Danio rerio. Os valores apresentados
representam a media e desvio padréo calculados a partir de trés experimentos independentes (réplicas
biolégicas).

Concentragdo celular PH inicial pH final®
(mglL) (% v/}t Parental (n=10)  OGM (n=10) Parental (n=10)  OGM (n=10)
Controle? 738 + 011 732 + 0,00 768 + 052 738 + 0,00
18,75 (0,125%) 7,382 & 004 7,70° + 0,26 765 + 024 753 + 0,05
75 (0,5%) 747 % 006 767 * 0,16 765 + 020 757 + 0,03
300 (2%) 7,382 + 0,09 760° + 0,07 761 + 009 756 + 0,03

n=numero de organismos-teste utilizados.
'(% viv): Porcentagem do inéculo em relagéio ao volume total do ensaio.

Condigio controle (i.e., agua original antes da aplicago das solugdes contendo as linhagens OGM ou parental).
*Apds 96 horas.
b valores com diferengas estatisticamente significativas (Teste t com p<0,05).

Tabela 6: Concentragéo do oxigénio dissolvido em testes de toxicidade com Danio rerio. Os valores
apresentados representam a media e desvio padrdo calculados a partir de trés experimentos
independentes (réplicas bioldgicas).

Concentragéo celular Oz inicial (mg O2/L) 0z final® (mg O2/L)
(mg/L) (% v/v)* Parental (n=10)  OGM (n=10) Parental (n=10)  OGM (n=10)
Controle? 754 + 008 7,58 + 0,00 693 + 032 674 + 0,00
18,75 (0,125%) 722 + 016 731 + 0,04 684 + 054 675 + 0,09
75 (0,5%) 6,98% + 0,03 7,08 + 0,03 663 + 025 672 + 016
300 (2%) 598° + 0,16 6,66° + 0,24 621 + 007 633 + 0,19

n=numero de organismos-teste utilizados.
(% viv): Porcentagem do inéculo em relacéo ao volume total do ensaio.

Condigéo controle (i.e., dgua original antes da aplicagéo das solugdes contendo as linhagens OGM ou parental),
3Apos 96 horas.

b: valores com diferengas estatisticamente significativas (Teste t com p<0,05).

Efeitos da aplicagdo do OGM sobre a microbiota aquéatica

Uma vez demonstrado em condi¢cGes controladas a inexisténcia de i) efeitos toxicos sobre
organismos indicadores ou, ii) de alteragdes nocivas nas propriedades fisicas da agua, as
implicagées do OGM sobre a microbiota de um ambiente aquatico natural foram avaliadas
utilizando-se a metagenémica, abordagem que permite identificar e quantificar em alta resolucéo
0s micro-organismos constituintes do ecossistema em quest&o’®!1° (Método 4.19, pag. 155).

Em resumo, os procedimentos realizados nesta analise incluem: i) coleta de agua a partir
de um ambiente natural (Método 4.21, pag. 157); ii) preparo dos in6culos de OGM e parental
(Método 4.18, pag. 154); iii) aplicagdo de alta concentragdo de células viaveis e coleta de
amosfras um, quinze e trinta dias apos a aplicagéo (Método 4.22, pag. 158); iv) extracio de DNA

total (Método 4.27, pag. 160; Figura S 5, pag.165); v) sequenciamento das regiées 16S e ITS €;
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i “' vi) andlise dos resultados a partir da inferéncia de OTUs (sigla do termo em inglés_:i_fﬁ)bérati n

: /9;\ :

Taxonomic Unit) e curva de rarefagdo (Método 4.19, pag. 155).

=L
SN

7]
A partir da andlise da regido 16S foram identificadas sete classes :{ba{ctéﬁiélﬁéﬁgj

Alphaproteobacteria, Chloroflexia, Betaproteobacteria, Planctomycetacia, CyanSBaéiériéﬂ;:

Gammaproteobacteria e Caldilineae presentes em todos os tratamentos/pontos analisados.
Sequéncias cuja taxonomia é desconhecida foram agrupadas como “néo classificado” (Figura
. 26). Ao longo do tempo séo observadas pequenas variagdes na distribuigao dos representantes
de cada classe em funcdo da microbiota detectada. Representantes da classe Planctomycetacia,
por exemplo, aumentam em frequéncia ao longo de trinta dias, enquanto o oposto & observado
para Betaproteobacteria (Figura 26A). No entanto, é importante notar que quando os tratamentos
com OGM e parental sdo comparados a cada ponto amostrado, todas as variagdes observadas

sd0 equivalentes e estatisticamente nao significativas (Figura 26B).

A Distribuicdo de Classes para cada amostra B Quantificagdo apds aplicagdo do OGM
1 DAA 15 DAA 30 DAA

03

1DAA

1009
7

5%

50% -

25% -

Abundancia relativa de sequéncias do gene 165
NUmero relativo de sequéncias do gene ITS

0% -

<

| <

&

|

| BAlphaproteobacteria mChloroflexia
DO Betaproteobacteria @Planctomycetacia
OCyanobacteria ON#&o classificado S
OGammaprotechacteria OCaldilineae

Figura 26: Efeitos do OGM sobre a comunidade bacteriana da agua.

Dados gerados a partir do sequenciamento da regido v4 do gene rRNA 168 utilizando a tecnologia de sequenciamento
de nova geragdo Miseq (lllumina). A: Classes bacterianas detectadas. Andlise demonstrando a frequéncia dos
representantes de cada classe em relagéo a microbiota total detectada. B: Quantificagéo dos representantes de cada
classe apos a aplicagdo das linhagens OGM e parental. Nota-se variagoes, porém, estas sdo equivalentes quando
parental e OGM sédo comparados a cada ponto analisado. Valores representam a média e desvio padréo de trés
réplicas biologicas. DAA: dias apos a aplicagio. P: valores com diferencas estatisticamente significativas (Teste t com
p<0,05).
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Analisando os resultados obtidos por meio do sequenciamento e anélise da regiao ITS,
foram detectados cinco géneros de microalgas, todos representantes da classe Chlorophyceae:
Desmodesmus, Lobochlamys, Monoraphidium, Chlamydomonas e Scenedesmus. Assim como
observado para bactérias, todos os géneros detectados ocorrem em ambos os
tratamentos/tempos avaliados. Pequenas variagdes na frequéncia de cada género sio
novamente observadas ao longo do tempo (Figura 27). Representantes do género
Desmodesmus, por exemplo, diminuem em frequéncia ao longo de trinta dias, enquanto o oposto
€ observado para Lobochlamys e Monoraphidium (Figura 27A). Porém, é importante notar que
quando OGM e parental sdo comparados a cada ponto coletado, as variagdes séo equivalentes

e nao sao observadas diferencas significativas (Figura 27B).

A Distribuicdo de Géneros para cada amostra B Quantificagdo apds aplicacio do OGM
1 DAA 15 DAA 30 DAA

100%

75%, =

50% {1 - \

25% 1 — - R R -

Abundancia relativa de sequéncias do gene ITS
Nimero relativo de sequéncias do gene ITS

g @ o oY 5
v?g’é& & ‘gf"}\ & &P
4 Q <
@ Desmodesmus @[ obochlamys
O Monoraphidium Chlamydomonas
O Scenedesmus

Figura 27: Efeitos do OGM sobre a comunidade de microalgas da agua.

Dados gerados a partir do sequenciamento da regizo ITS utilizando a tecnologia de sequenciamento de nova geracéo
Miseq (lllumina). A: Géneros de microalgas detectados. Analise demonstrando a frequéncia dos representantes de
cada género em relagéo & microbiota total detectada. B: Quantificagdo dos representantes de cada género apos a
aplicacdo das linhagens OGM e parental. Nota-se variagdes, porém, estas sdo equivalentes quando parental e OGM
sdo comparados a cada ponto analisado. Valores representam a média e desvio padrio de trés replicas biologicas.
DAA: dias apos a aplicagéo. 2*: valores com diferencas estatisticamente significativas (Teste t com p<0,05)
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‘:' E presumivel considerar que variagées na microbiota possam ocorrer ao Iongo do temp{
Entretanto, a equivaléncia observada quando OGM e parental sdo aplicados sugere que estas /\
variacbes representam a dindmica natural da microbiota. Demonstra também que q{galsquélr”{'
efeitos eventualmente causados pela presenca da levedura ndo possuem relagéo - o?ato
desta ser ou ndo o OGM avaliado. Esta premissa é reforcada pelos resultados obtidos a partir
da analise da sobrevivéncia do OGM e parental neste mesmo ambiente, discutida em detalhes
no item 3.4, pag. 141. Como apresentado, a sobrevivéncia de ambas as linhagens é
drasticamente reduzida em apenas um dia apés a inoculagdo (Figura 32, pag. 142).

Além disso, os resultados permitem concluir que a inoculagéo de células viaveis do OGM
neste ambiente ndo interfere na dinamica da microbiota natural, mesmo com a alta concentragéo
celular aplicada que, como mencionado anteriormente, & improvavel de ocorrer em uma situagao
real. Esta observagdo se deve em parte pela baixa capacidade de sobrevivéncia em agua da
levedura e, pelo fato de que o tratamento com OGM néo favorece ou prejudica a sobrevivéncia
de nenhum dos micro-organismos detectados.

Juntos, os resultados obtidos pelas trés abordagens (i.e., ensaio de toxicidade com
organismos indicadores; andlise das propriedades fisicas e quimicas e; dos efeitos do OGM
sobre a microbiota) comprovam que as modificagbes genéticas empregadas na construcéo do
OGM néo adicionam a esta linhagem caracteristicas que possam comprometer a qualidade da

agua ou causar qualquer efeito indesejado sobre esta matriz natural.
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3.3.2. Analise dos efeitos do OGM sobre a qualidade do solo e — ,(!

a &N
82

A mesma abordagem utilizada para avaliar as implicacées do OGM na qualidade da agua
foi empregada para avaliar os efeitos desta linhagem sobre a qualidade do solo. Dessa forma, o
teste de ecotoxicidade realizado foi constituido de trés experimentos independentes utilizando
as abordagens complementares: i) ensaios de toxicidade aguda com organismo indicador; ii)
analises das propriedades fisicas e quimicas do solo e; iii) analise da comunidade microbiana

apos aplicagao do OGM.
Ensaio de toxicidade aguda com o organismo indicador Eisenia fetida

Para o ensaio de ecotoxicidade aguda foram utilizadas minhocas da espécie Eisenia fetida,
popularmente conhecida como gigante africana. Este € o principal organismo indicador utilizado
em estudos de ecotoxicologia terrestre devido sua alta sensibilidade a agentes quimicos
(detalhes apresentados no material suplementar 5.5, pag. 269).

O experimento foi conduzido seguindo rigorosamente a norma ABNT NBR 15537:2007.
Em resumo, solugbes contendo as leveduras OGM ou parental foram previamente preparadas
(Método 4.18, pag. 154). Para mimetizar as condigdes encontradas nos processos industriais a
concentracéo de leveduras foi ajustada para 15g/L (massa Umida), densidade celular atingida ao
final de cada ciclo fermentativo em escala industrial. De acordo com a ABNT, cinco
concentracdes da substancia em questdo devem ser testadas além da condigédo controle
(material suplementar 5.5, pag. 269). Por essa razdo, vasos contendo 12 individuos foram
inoculados com: 3000; 1500; 750; 375 e 187,5 mg/dm?® (miligrama de células por litro de solo).
Para ambas as linhagens (OGM e parental) foram utilizadas quatro réplicas para cada
concentracdo. O experimento foi conduzido sob condigées controladas e ao final de 14 dias a
mortalidade dos individuos foi determinada para cada tratamento.

Para validagdo do experimento, foi determinado incialmente a viabilidade dos individuos
na condicdo controle (apenas agua). Como observado na tabela 7, a viabilidade foi maior que

90%, limite exigido. Embora tenha-se observado individuos mortos em praticamente todos os
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tratamentos, a taxa de mortalidade nao foi estatisticamente significativa de acordo com a Prova
Exata de Fisher'®, mesmo na maior concentragéo aplicada (Tabela 7).

Neste ensaio, a toxicidade é dada pela concentragéo nominal do agente capaz de causar
a mortalidade de 50% dos organismos nas condigées de ensaio apds 14 dias [CE(l)s0; 14d]. Em
outras palavras, uma substéncia deve ser considerada téxica quando provoca a mortalidade de
pelo menos 50% dos organismos indicadores apds 14 dias. Como demonstrado, a viabilidade
observada em todos os tratamentos foi sempre maior que 92%. Os efeitos dos tratamentos com
OGM e parental séo equivalentes e, nas concentragdées empregadas a toxicidade & descartada,

uma vez que a CE(l)so; 14d é maior que 3000 mg/dm?.

Tabela 7: Teste de ecotoxicidade aguda com Eisenia fetida. Os valores
apresentados representam a média e desvio padréo calculados a partir de trés
experimentos independentes (réplicas bioldgicas). Ndo foram observadas
diferengas estatisticamente significativas entre OGM e parental de acordo com
a Prova Exata de Fisher.

Taxa de individuos vivos apés 14 dias (%)

Concentragédo celular

(mgldm?3) Parental (n=12) OGM (n=12)
Controle’ 95,0 + 5,77 9500 + BFF
187,5 95,0 £ 7,07 96,7 + 7,07
375 93,3 &1 BT 95,01 | & BT
750 93,3 £ 577 - 950 £ 577
1500 95,0 + , BTT 925 + 8,18
3000 93,3 £ 577 987 & 577

n=ndmero de organismos-teste utilizados em cada réplica.
'Condigo controle (i.e., solo original sem aplicagiio das solugdes contendo as linhagens
OGM ou parental).

Analise das propriedades fisicas e quimicas do solo

Uma vez demonstrada a auséncia de efeitos téxicos ao organismo indicador, as
propriedades fisicas e quimicas do solo foram avaliadas. Para isto, a maior concentracéo celular
empregada no teste de toxicidade (i.e., 3000 mg/dm?) foi aplicada em novas amostras de solo.
Neste experimento as propriedades fisico-quimicas do solo foram avaliadas antes e apos os
tratamentos. Solo n&o tratado foi utilizado como condigdo controle experimental.
Aproximadamente 300g de solo foram coletadas 15 e 30 dias ap6s aplicagéo de OGM e parental

(em triplicata) (Método 4.23, pag. 158).
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Todos os testes foram realizados pela empresa Athenas'. Na analise das propriédédes / ]

[

fisicas (ou granulometria) argila, silte, areia e cascalho foram os parametros avaliados (Tabelal /f |/ |

8). Nenhuma mudanga significativa foi observada apés os tratamentos com OGM ou @#@{Q}‘A

o (5

composicao fisica do solo é algo que geralmente independe da agao de agentes biolégicog;”ﬁbiﬂ

essa raz&o, ndo é esperado que a aplicagéo das leveduras altere a granulometria do solo.

Tabela 8: Propriedades fisicas do solo antes e ap6s o tratamento com o OGM. Os valores apresentados representam
a média e desvio padrdo calculados a partir de trés experimentos independentes (réplicas bioldgicas).

o ‘ . 4 Condigiio 15 dias apéds aplicagao 30 dias apds aplicagdo
= Parametro 2
8 controle Parental OGM Parental OGM
| ARGILA 161820 £ 145 1499 =+ 251 1499 + 250 16,66 + 1,44 1665 =+ 0,73
: SILTE 1560 + 1,94 18,01 * 245 17,78 + 222 16,43 + 0,55 15,79 + 0,52
Total 68,40 + 0,21 66,99 <+ 1,11 6755 + 045 6690 + 114 6788 £ 1,05
AMG nd + nd nd + nd nd + nd nd + nd nd + nd
% AG 2362 + 083 2356 + 039 2198 + 220 2369 <+ 107 2276 <+ 034
e AM nd % nd nd & nd nd + nd nd % nd nd % nd
AF 4479 + 097 4343 + 149 4557 + 2,56 4321 % 219 4511 & 1,34
AMF nd + nd nd + nd nd + nd nd + nd nd + nd
" >4, 75mm nd £ nd nd + nd nd £ nd nd + nd nd + nd
g >2,00mm nd £ nd nd + nd nd + nd nd £ nd nd £ nd
o <2,00mm nd £ nd nd + nd nd #= Sid nd + nd nd £ nd

'Componentes analisados.

2S0lo original (i.e., antes da aplicagéo das solugdes contendo as linhagens OGM ou parental).
AMG: Areia muito grossa; AG: Areia grossa; AM: Areia média; AF: Areia fina; AMF: Areia muito fina.
nd: ndo detectado.

A andlise das propriedades quimicas incluiu como principais pardmetros: macro e

micronutrientes, matéria organica, capacidade de troca de cations (CTC), entre outros (Tabela

9). Ao contrario da granulometria, pequenas variagbes séo observadas apés a aplicagéo das
leveduras. De certa forma, macro e micro nutrientes sdo mais sensiveis a variacdes. No entanto,
praticamente ndo se observa diferengas estatisticamente significativas. Por serem variagdes

sutis, estas ndo provocam efeitos deletérios ao solo, indiretamente avaliado pela microbiota

natural, que é equivalente para os tratamentos com OGM e parental (detalhes a seguir).

‘Athenas Consultoria Agricola e Laboratério Lida. Detalhes em: http://www.athenasagricola.com.br.
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Tabela 9: Propriedades quimicas do solo antes e apés tratamento com o OGM. Os valores apresentados
representam a meédia e desvio padrdo calculados a partir de trés experimentos independentes (réplicas biolégicas).

R ’ Condigio 15 dias apés aplicagéo 30 dias apés aplicagio
Parametro »
controle Parental OGM Parental OGM

B 023 + 0,02 024 0,02 024 + 0,00 0,25 + 0,01 024 <+ 0,01
Cu 1,05 % 0,04 146 + 0,18 1,41 + 0,17 1,827 + 0,01 1,65 & 0,04
Fe 5235 + 1,23 7925 & 128 7718 + 6,08 76,35 x 1,94 8162> + 1,82
Mn 280 + 043 1534 + 212 1527 + 168 18,33° + 137 1561° + 1,31
Zn 494 + 008 6,86 0,57 6,97 + 0,98 730 + 0,19 736 £ 0,22
pH 682 + 0,02 656 + 0,08 660 =+ 0,11 6,64 + 0,30 6,561 + 0,06
M.O. 68,58 + 8,69 7594 + 275 6987 + 806 6605 + 188 7698 + 341
P (Resina) 191,30 + 121 16923 = 152 17817 + 115 19725 =+ 443 17127 = 127
P (Mehlich) nd £ nd nd + nd nd + nd nd + nd nd 0 nd
S 4560 + 0,78 4265 + 1,04 4426 + 214 4511 &+ 3,08 4407 =+ 3,05
Ca 8360 + 3,38 80,75 + 945 7992 + 6,70 91,68, + 424 91,71 + 8,95
Mg 2451 + 129 2774 3,64 2522 + 1,28 2561 + 1,13 2588 + 476
K 438 + 031 350 = 1,06 285 £ 0,25 442 + 0,18 432 t 0,35
Al 023 + 021 063 = 031 1,03 + 029 033 + 0,06 0,30 + 0,00
H+Al 10,86 + 0,29 11,53 * 0,21 11,57 + 0,39 11,98 = 0,19 12:38°" = 10,55
S.B. 112,38 + 363 111,93 # 943 108,00 + 711 12142 =z 133 12199 + 138
CTC 12338 + 363 12360 + 969 11933 + 6,55 13342 =+ 1 33 13432 = 140
Sat. (Bases) 91,08 + 027 90,53 0,66 9047 + 1,03 90,94 + 0,95 90,76 + 091
Sat. (Al) nd + nd 087 + 0,08 092 + 0,06 nd + nd nd + nd

'Compostos quimicos analisados.

?Solo original (i.e., antes da aplicagdo das solugées contendo as linhagens OGM ou parental).
B: Boro; Cu: Cobre; Fe: Ferro; Mn: Manganés; Zn: Zinco; P: Fosfato (mg/dm?).

pH: Acidez ativa (CaCly).

M.O.: Matéria Organica (g/dm?).

Ca: Célcio; My: Magnésio; K: Potassio; Al: Aluminio; H+Al: Acidez potencial — SMP; S.B.: Soma de Bases; CTC: Capacidade de
troca de cations (Métodool/dm?). :

Sat. (Bases): Saturagéo por bases (V%).

Sat. (Al): Saturagéo por aluminio (m%).

nd: ndo detectado.

ab: yalores com diferengas estatisticamente significativas (Teste t com p<0,05).

Efeitos da aplica¢do do OGM sobre a microbiota do solo

Em paralelo, para demonstrar os efeitos do OGM sobre a microbiota do solo, a populacéo
de micro-organismos nativos foi quantificada através da metagendémica (Método 4.19, pag. 155).
Em resumo, os procedimentos incluiram: i) obtengéo do solo (Método 4.21, pag. 1567); ii) preparo
dos indculo de OGM e parental (Método 4.18, pag. 154); i) aplicacéo de alta concentragdo de
células viaveis e coleta de amostras um, quinze e trinta dias apds a aplicagdo (Método 4.23, pag.
158); iv) extragéo de DNA total (Método 4.28, pag. 161); v) sequenciamento das regies 16S e
ITS e; vi) analise dos resultados a partir da inferéncia de OTUs (sigla do termo em inglés

Operational Taxonomic Unit) e curva de rarefagdo (Método 4.19, pag. 155).

128



\

bacterianas:

oito classes Anaerolineae, Gammaproteobacteria Alphaproteobgcterta

Betaproteobacteria, Actinobacteria, Sphingobacteriia, Deltaproteobacteria e Audobagterla

g PR

presentes em todos os tratamentos/pontos analisados. Sequéncias cuja taxonomia é
desconhecida foram agrupadas como “ndo classificado” Figura 28. Como esperado, s&o
observadas pequenas variagbes na distribuicdo de algumas classes ao longo do tempo.
Representantes das classes Anaerolineae e Actinobacteria, por exemplo, aumentam em
frequéncia ao longo de trinta dias, enquanto o oposto & observado para Acidobacteria e
Betaproteobacteria (Figura 28A). No entanto, é importante notar que quando os tratamentos com
OGM e parental sdo comparados a cada ponto, todas as variagdes observadas ndo sao

significativas (Figura 28B).

A Distribui¢do de Classes para cada amostra B Quantificagdo apos aplicagdo do OGM
1 DAA 15 DAA 30 DAA

2 100% 03
- 1 DAA
]
i n
on R Rae t
_g - 2 i Q

TR i - il j
b 75% = ’ " o
s . i o
o = o
@ 2
3 ‘G
o 5
& 5o | [ (L. 5
L b = o
o I v

1]
2 d &
o i ezl =
0] ki | N o
£ 25% - - - =
s O B | ]
<
: e
E s
-2 0% -
& & & & @ &
Q}k o) QS\ (e) QF\ O
& & &

Q Q Q

@ Anaerolineae O Gammaproteobacteria

O Alphaproteobacteria O Betaprotechacteria

@ Actinobacteria D Sphingobacteriia

ODeltaproteobacteria DON3o classificado

OAcidobacteria

Figura 28: Efeitos do OGM sobre a comunidade bacteriana do solo.

Dados gerados a partir do sequenciamento da regido v4 do gene rRNA 168 utilizando a tecnologia de sequenciamento
de nova geragdo Miseq (lllumina). A: Classes bacterianas detectadas. Andlise demonstrando a frequéncia dos
representantes de cada classe em relagéo & microbiota total detectada. B: Quantificagéo dos representantes de cada
classe apos a aplicagéo das linhagens OGM e parental. Nota-se variagdes, porém, estas séo equivalentes quando
parental e OGM sdo comparados a cada ponto analisado. Valores representam a média e desvio padrao de trés
réplicas biologicas. DAA: dias apos a aplicagéo. °: valores com diferencas estatisticamente significativas (Teste t com
p<0,05).
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A partir da analise dos resultados obtidos pelo sequenciamento da regiao ITS, cinco
classes de fungos foram identificas: Sordariomycetes, Pezizomycetes, Leotiomycetes
Saccharomycetes e Agaricomycetes, sendo Sordariomycetes a classe com o maior nimero de
representantes (Figura 29). Micro-organismos cuja classificagdo n3o & conhecida foram
agrupados em “néo classificados” e, também, representam uma parcela importante da microbiota

presente no solo analisado.

A Distribui¢do de Classes para cada amostra B Quantificagdo apds aplicagdo do OGM
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Figura 29: Efeitos do OGM sobre a comunidade de fungos do solo.

Dados gerados a partir do sequenciamento da regiéo ITS utilizando a tecnologia de sequenciamento de nova geragéo
Miseq (lllumina). A: Classes de fungos detectadas. Analise demonstrando a frequéncia dos representantes de cada
classe em relagéo a microbiota total detectada. B: Quantificagéo dos representantes de cada classe apos a aplicagédo
das linhagens OGM e parental. Nota-se variagbes, porém, estas séo equivalentes quando parental e OGM s&o
comparados a cada ponto analisado. Valores representam a média e desvio padréo de trés réplicas biologicas. DAA:
dias ap6s a aplicagdo. &P: valores com diferencas estatisticamente significativas (Teste t com p<0,05).

A classe Saccharomycetes inclui o género Saccharomyces, dessa forma, OGM e parental
estao representados dentro deste grupo juntamente com outras leveduras naturais do solo. De
forma indireta, esta detecgdo comprova a presenca dos indculos. Os resultados a respeito da

sobrevivéncia de ambas as linhagens s&o discutidos em detalhes no 3.4, pag. 141.
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Avaliando individualmente a frequéncia de cada classe ao longo do experimen’ib, é pos‘s:i%d \
notar que ocorrem pequenas variagdes. Por exemplo, a frequéncia de representaﬁ"tes da cIa_sSe/f
Pezizomycetes aumenta em fungéo do tempo, enquanto a quantidade relativa dewangpsr da i
classe Sordariomycetes diminui. A abundancia de Leotiomycetes, por outro lado, reduz entre 1
e 15 dias apos o tratamento e aumenta novamente apos 30. E importante notar que todas as
variages observadas sio equivalentes entre parental e OGM quando os tratamentos s&o
comparados entre si a cada ponto amostrado, demonstrando auséncia de efeito indesejado
ocasionado pela modificagdo genética do OGM (Figura 29B).

Novamente, os resultados demonstram que as alteracbes observadas séo variages
naturais da microbiota do solo. Dado pelo fato de que ndo ha prejuizo ou favorecimento da
sobrevivéncia das classes detectadas quando OGM e parental séo comparados. Como discutido
na secdo 3.4 (pag. 141), leveduras da espécie S. cerevisiae tambem s&do constituintes da
microbiota nativa do solo e interagem no ambiente com os outros micro-organismos. Dessa
forma, a auséncia de efeitos toxicos sobre o organismo indicador e de alteragbes significativas
nas propriedades fisicas e quimicas, associada a auséncia efeitos adversos sobre a microbiota
do solo, permitem concluir que células viaveis da linhagem OGM né&o afetam negativamente a
qualidade do solo, mesmo em altas concentragoes.

Além disso, é importante considerar que ambos os resultados obtidos para qualidade da
agua e solo indicam a auséncia de potenciais efeitos adversos oriundos de eventos improvaveis
de liberagdes acidentais. Reforgam ainda a segurancga intrinseca ao uso pretendido, que
contempla o emprego da linhagem Celere-2L em ambientes fechados sem liberagdo de

organismos vivos no ambiente (se¢ao 3, pag. 93).
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3.3.3. Analise dos efeitos do OGM sobre a qualidade do ar P %\ ’f"‘\v‘_ B

A qualidade do ar é determinada pelo nivel de poluicédo que amostra avéiiéggapr'es'éftra. ‘.
A poluicdo por sua vez, é tida pela Organizagdo Mundial da Satude (WHO —\WoﬁdrH'eéffB.
Organization) como um importante fator risco & satde. Contribuindo significativamente para a
ocorréncia de doencas cardiacas, cancer de pulméo, bem como doengas respiratorias cronicas
ou agudas, incluindo a asma. Por essa razdo, a WHO estabelece diretrizes para a avaliagéo do
risco & salde de quatro poluentes atmosféricos: material particulado, ozénio (Os), didxido de
nitrogénio (NO) e diéxido de enxofre (SOz). Nos Estados Unidos, a Agéncia de Protecéo
Ambiental (EPA — United States Environmental Protection Agency) considera também, o
monoxido de carbono (CO) e o chumbo (Pb) como indicadores da qualidade do ar".

No Brasil, o Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) define padrées de qualidade
do ar como: “as concentragdes de poluentes atmosféricos que, ultrapassadas, poderéo afetar a
salide, a seguranca e o bem-estar da populagéo, bem como ocasionar danos a flora e a fauna,
aos materiais e ao meio ambiente em geral’. Além disso, especifica os poluentes atmosféricos e
determina os métodos de amostragem e andlise para cada um deles. Sdo considerados
indicadores pelo CONAMA: particulas totais em suspensdo, fumaga, particulas inalaveis além
de SO,, CO, O3 e NO2".

Estudos da WHO e da EPA alertam também para os potenciais impactos que compostos
organicos volateis (COVs) tém sobre o ambiente. Estes compreendem uma grande variedade de
moléculas que apresentam carbono em sua constitui¢éo (exceto monéxido e dioxido de carbono)
tais como aldeidos, cetonas e outros hidrocarbonetos. Séo emitidos principalmente por veiculos
automotivos, uso de solventes, combustéo de matéria organica em geral, processos industriais,
etc. COVs representam sérios problemas de poluigdo atmosférica por contribuirem com a
produgdo de Os na troposfera (i.e., fora da camada de oz6nio). Os € o maior constituinte do
fendmeno conhecido como photochemical smog, poluigao do ar formada pela reagéo da luz solar

com poluentes como: 6xidos de nitrogénio e COVs™"'.

uUnited States Environmental Protection Agency (EPA). Air Trends (http:/fwww.epa.gov/airtrends/sixpoll. html).
YCONAMA. Conselho Nacional do Meio Ambiente. Ministério do Meio Ambiente . Detalhes em: hitp://www.mma.gov.br/part/conama.
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Curiosamente, fontes biolégicas também contribuem com a emissdo de COVs na
atmosfera. Cerca de 1,3x10° toneladas de carbono séo emitidos anualmente sobre a forma de
COVs. A grande maioria sdo produzidos por plantas sendo que o principal componente é o
isopreno. Uma pequena parte é produzida por animais e micro-organismos''2, No segundo caso,
pelo menos 96 COVs ja foram descritos''?, incluem alcoois, cetonas, terpenos, ésteres, aldeidos,
hidrocarbonetos, compostos nitrogenados, entre outros'4,

De todos os indicadores citados anteriormente é conhecido que S. cerevisiae & capaz de
produzir concentragdes fisioldgicas de SO, e COVs, uma vez que estes séo subprodutos dos
metabolismos primario e secundario da célula. Por se tratar de concentragdes fisiologicas, ndo
existem evidéncias de que leveduras da espécie S. cerevisiae (ou outras especies do género)
possam influenciar na contaminagéo do ar pela emissdo destes compostos. COVs sdo formados
durante a sintese de DNA, aminodcidos e &cidos graxos'™®. SO, & produzido durante a
biossintese de aminoacidos que contém enxofre (metionina e cisteina)'’® e na produgdo de
cervejas e vinhos & importante para a manutengéo do sabor!6.117,

Para determinar a emissdo de CO; e de COVs a partir da fermentagéo da glicose e da
Xilose, trés réplicas de OGM e parental foram crescidas em meios contendo estes dois agucares
como unica fonte de carbono (glicose ou xilose). E importante destacar que a linhagem parental
nao cresce (ou apresenta crescimento residual) em xilose com§ tnica fonte de carbono. Por essa
razdo, o experimento foi conduzido de forma que possibilitasse a comparacao da quantidade de
COz produzida por mol de carbono (C), independentemente do acticar (i.e., glicose ou xilose).

Em resumo, a coleta dos gases totais foi feita através da fermentagdo em garrafas
hermeticamente fechadas acopladas a bolsas apropriadas (Gas Sampling Bags — Sigma-
Aldrich®). As culturas foram mantidas a 30°C em agitacdo (150 rpm) por 30 e 48 horas para
glicose e xilose, respectivamente (Método 4.24, pag. 159,). Ao final do experimento o
crescimento, o consumo do aglcar (Método 4.12, pag. 152), a produgdo de CO, e de COVs
foram quantificados (Método 4.25, pag. 159).

Como observado na figura 31A o crescimento de ambas as linhagens foi equivalente em
glicose apés 30 horas. OGM e parental atingiram a densidade éptica de: 18,8+0,64 e 18,24+0,24,

respectivamente. Como esperado, apenas o OGM foi capaz de crescer eficientemente em xilose
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apos 48 horas (DO=19,09+0,44). Exceto na condigao parental/xilose, os ar_;u,c;'aféis-' fd'ram
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Figura 30: Crescimento e produgio de CO2 pelo OGM a partir de glicose e xilose.

A: Quantificagdo do crescimento das linhagens OGM e parental. B: Quantificagdo do consumo no fim do experimento.
C: Quantidade de CO2z produzido por ambas as linhagens nas diferentes fontes de carbono. ab: yalores com diferengas
estatisticamente significativas (Teste t com p<0,05).

O CO; produzido foi determinado indiretamente pelo volume de gases produzidos, ou seja,
aprisionados em cada bag. Para isso, os sistemas garrafas/bags foram pesadas em balanca
analitica antes e ao final do experimento. A quantidade final de CO; foi dada por: CO; produzido
= peso final — peso inicial.

Como apresentado na figura 30C a produgéo de CO- foi equivalente para OGM e parental
crescidos em glicose: 3,17+0,06 e 3,07+0,11 gramas de COzrespectivamente. Como esperado,
na condigdo parental/xilose a producéo de gases foi insignificante (0,02+0,04 g), uma vez que o
crescimento desta linhagem é residual em xilose. No entanto, quando o OGM é cultivado em
xilose, a produgdo de COz/mol de C é equivalente & observada para ambas as linhagens
cultivadas em glicose (3,15+0,06 g).

Estes resultados demonstram que, independentemente do acucar avaliado (glicose e
xilose) a producdo de CO, & equivalente quando a quantidade de carbono é levada em
consideracdo. Em outras palavras, as manipulagdes genéticas realizadas na construgdo do OGM
possibilitam o consumo de xilose e a conversdo deste aglcar em etanol, mas ndo aumenta a
quantidade relativa de CO; de produzido (mol de CO2/mol de Carbono).
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Em anaerobiose o metabolismo de glicose e xilose compartilham uma Unica reagao que
produz COz. Glicose & convertida em piruvato pelo conjunto de reactes que compreendem a
glicdlise. Xilose, por sua vez, é convertida pela via das pentoses fosfato em frutose-6-fosfato ou
em gliceraldeido-3-fosfato, ambos subprodutos da glicolise. Cada piruvato formado é
descarboxilado, liberando uma molécula CO; e gerando acetaldeido, precursor do etanol (Figura

30)41'72.

glicolise
LGLICOSE S FrutOfe-B-P —+Frutose-1,6-biP — G-E-P ----- rPiruvatq
|
l\lfco
XILOSE \‘ ’,’ il
| 1 e, i Acetaldeido
. | ; o )
xilulose -—— xilulose-5-P —» TKLA ETANOL
RKI1
RPE1
via das pentose fosfato via fermentativa

Figura 31: Representacéo esquematica da producgéo de COz a partir de metabolismo de glicose e xilose.

A glicose é convertida a piruvato pela glicolise. Por outro lado, a xilose é convertida em frutose-6-fosfato (Frutose-6-
P) ou gliceraldeido-3-fosfato (G-3-P) pela via das pentoses fosfato (PPP) e compartilha com a glicose as etapas de
conversao destes a piruvato. O piruvato, por sua vez, é convertido em acetaldeido, precursor do etanol. Esta & a Gnica
reacéo de ambos os metabolismos que inclui a produgéo de CO2. O metabolismo da xilose se inicia pela sua conversdo
axilulose, etapa catalisada pela enzima Xilose isomerase (XI), produto do tnico transgene presente na linhagem OGM
(gene xylA). Notar que as manipulacées realizadas nos genes endogenos (XKS1, TAL1, TKL1, RKI1 e RPET) estéo
diretamente relacionadas ao fluxo metabdlico da xilose. Para facilitar a compreenséo apenas as principais reagées
sao apresentadas. Setas continuas representam reagdes diretas; setas pontilhadas representam passos que incluem
mais que uma reacéo metabdlica.

Em paralelo, as bags contendo os gases coletados nas condigées OGM e parental/glicose
e OGM/xilose foram enviadas para a empresa TASQAY, onde a presenca de COVs foi avaliada
por GC-MS (Metodo 4.25, pag. 159). Inicialmente, 53 COVs conhecidos e rotineiramente

analisados em testes de qualidade do ar foram quantificados. Como observado na tabela 10

nenhum deles foi identificado (dados brutos sdo apresentados no item 5.6, pag. 287).

“Empresa especializada em analises fisico-quimicas ambientais. Detalhes em https:/www.tasga.com.br.
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Tabela 10: Andlise de compostos organicos volateis (COVs) durante a fermentacéo de glicose ou
OGM. Os valores apresentados séo equivalentes nos trés experimentos independentes (réplicas jpiologioas). .«

.9"":;‘.:“ & ‘
gjihgée pelé\lk’

avaliados. {5
. P 5 . Glicose® Yilose* {0

i Parametro LQ Unidade — oGM 'G@M
1 1,1,1,2-Tetracloroetano 2 mg/m?3 <L.Q <LQ <I:bﬁ-r¢,., 5
2 1,1,1-Tricloroetano 2 mg/m3 <LQ <LQ <LQ
3 1,1,2,2-Tetracloroetano 2 mg/m3 <LQ <LQ <LQ
4 1,1,2-Tricloroetano 2 mg/m? <LQ <LQ <LQ
5  1,1-Dicloroetano 2 mg/m? <LQ <LQ <LQ
6 1,1-Dicloroeteno 2 mg/m? <LQ <LQ <LQ
7 1,1-Dicloropropeno 10 mg/m? <LQ <LQ <LQ
8 1,2,3-Triclorobenzeno 2 mg/m? <LQ <LQ <LQ
9  1,2,3-Tricloropropano 2 mg/m?3 <LQ <LQ <LQ
10  1,2,4-Triclorobenzeno 2 mg/m? <LQ <LQ <LQ
11 1,2,4-Trimetilbenzeno 2 mg/m? <LQ <LQ <LQ
12 1,2-Dibromo-3-cloropropano 10 mg/m? <LQ <LQ <LQ
13 1,2-Dibromoetano 2 mg/m? <LQ <LQ <LQ
14  1,2-Dicloroetano 2 mg/m? <LQ <LQ <LQ
16  1,2-Dicloropropano 10 mg/m? <LQ <LQ <LQ
16  1,3,5-Triclorobenzeno 2 mg/m? <LQ <LQ <LQ
17 1,3,5-Trimetilbenzeno 10 mg/m? <LQ <LQ <LQ
18 1,3-Diclorobenzeno 2 mg/m? <LQ <LQ <LQ
19 1,3-Dicloropropano 10 mg/m3 <LQ <LQ <LQ
20  1,4-Diclorobenzeno 2 mg/m? <LQ <LQ <LQ
21  2,2-Dicloropropano 10 mg/m? <LQ <LQ <LQ
22  2-Clorotolueno 2 mg/m3 <LQ <LQ <LQ
23  4-Clorotolueno 2 mg/m? <LQ <LQ <LQ
24 Benzeno 0,06 ppmv <LQ <LQ <LQ
25 Bromobenzeno 2 mg/m? <LQ <LQ <LQ
26  Bromoclorometano 2 mg/m? <LQ <LQ <LQ
27 Bromodiclorometano 2 mg/m? <LQ <LQ <LQ
28  Bromoformio 2 mg/m? <LQ <LQ <LQ
29 cis-1,2-Dicloroeteno 2 mg/m? <LQ <LQ <LQ
30 cis-1,3-Dicloropropeno 10 mg/m?3 <LQ <LQ <LQ
31 Clorobenzeno 2 mg/m? <LQ <LQ <LQ
32 Clorodibromometano 2 mg/m? <LQ <LQ- <LQ
33  Cloroférmio 2 mg/m?3 <LQ <LQ <LQ
34  Estireno 0,05 ppmv <LQ <LQ <LQ
35 Etilbenzeno 0,05 ppmv <LQ <LQ <LQ
36 Hexaclorobutadieno 2 mg/m? <LQ <LQ <LQ
37 Isopropilbenzeno (Cumeno) 0,04 ppmv <LQ <LQ <LQ
38 m+p-Xileno 0,09 ppmv <LQ <LQ <LQ
39 Metiletilcetona 10 mg/m?3 <LQ <LQ <LQ
40 n-Butilbenzeno 2 mg/m? <LQ <LQ <LQ
41 n-Propilbenzeno 2 mg/m? <LQ <LQ <LQ
42  o-Xileno 0,09 ppmy <LQ <LQ <LQ
43  p-lsopropiltolueno 2 mg/m? <LQ <LQ <LQ
44  Piridina 10 mg/m? <LQ <LQ <LQ
45 sec-Butilbenzeno 2 mg/m? <LQ <LQ <LQ
46  terc-Butilbenzeno 2 mg/m?3 <LQ <LQ <LQ
47  Tetracloreto de carbono 2 mg/m?® <LQ <LQ <LQ
48 Tetracloroeteno 2 mg/m? <LQ <LQ <LQ
49  Tolueno 0,08 ppmv <LQ <LQ <LQ
50 trans-1,2-Dicloroeteno 2 mg/m? <LQ <LQ <LQ
51 trans-1,3-Dicloropropeno 10 mg/m?® <LQ <LQ <LQ
52  Tricloroeteno 10 mg/m? <LQ <LQ <LQ
53  Xilenos 0,09 ppmv <LQ <LQ <LQ

'Compostos organicos volateis analisados em testes de qualidade de ar.

2Limite de quantificagdo.
SFermentacéo utilizando glicose como Unica fonte de carbono.
“Fermentacio utilizando xilose como Unica fonte de carbono.

<LQ: menor que o limite de quantificagéo (i.e., néo detectado).
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Adicionalmente, esta andlise foi ampliada pelo emprego de um método qualitativo, que
consiste na detecgéo relativa de cada composto identificado em relagéo ao total. Os resultados
obtidos nessa segunda andlise s&o apresentados na tabela 11 e o Gnico composto detectado foi
o etanol (dados brutos apresentados no item 5.7, pag. 323). Por ser produzido em alta quantidade
durante a fermentacao, especialmente nas condicfes testadas onde altas concentragdes de
agucares foram utilizadas, é natural que ocorra a volatilizagido de pequenas quantidades de
etanol. No processo industrial a evaporagédo também & observada durante a fermentacéo, porém
todo o volume de etanol é recuperado pelos sistemas de lavagem (scrubber) antes de serem
liberado na atmosfera (segéo 3, pag. 93).

Tabela 11: Perfil qualitativo e quantitativo de compostos organicos volateis produzidos pelas linhagens OGM e

parental durante a fermentac@o de glicose e xilose. Valores apresentados para trés experimentos
independentes (réplicas bhiolégicas) avaliados.

. ; . " Glicose® Xilose?

i Pardmetro Unidade Parental oGM oGM
1 1-Propanol % nd nd nd
2 1,2-Diclorobenzeno % nd nd nd
3 1,2,3,4-Diepoxibutano % nd nd nd
4 1,3-Dicloro-2-propanol % nd nd nd
5 1,4-Dioxano % nd nd nd
6  2-Butanona (MEK) % nd nd nd
7 2-Cloroetanol % nd nd nd
8  2-Cloroetil vinil éter Y nd - nd nd
9 2-Hexanona % nd nd nd
10 2-Hidroxipropionitrila % nd nd nd
11 2-Nitropropano % nd - - nd nd
12 2-Pentanona - % nd nd nd
13 2-Picolina % nd nd nd
14 2-Propanol % nd nd nd
16  3-Cloropropionitrila % nd nd nd
16  4-Bromofluorobenzeno % nd nd nd
17 4-Metil-2-pentanona (MIBK) % nd nd nd
18 Acetona % nd nd nd
19  Acetonitrila % nd nd nd
20  Acroleina (Propenal) % nd nd nd
21 Acrilonitrila % nd nd nd
22 Alcool Alilico % nd nd nd
23  Cloreto de Alila % nd nd nd
24 Sulfeto de Bis(2-cloroetila) % nd nd nd
25 Bromoacetona % nd nd nd
26 Bromometano % nd nd nd
27  cis-1,4-Dicloro-2-buteno % nd nd nd
28 Disulfeto de Carbono % nd nd nd
29 Tetracloreto de Carbono % nd nd nd
30 Hidrato de Cloral % nd nd nd
31 Cloroetano % nd nd nd
32  Clorometano % nd nd nd
33  Cloropreno % nd nd nd
34  Crotonaldeido % nd nd nd
35 Dibromometano % nd nd nd
36 Diclorodifluorometano % nd nd nd
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37 Eter Etilico % nd nd E T \ ‘\_.J\._C!‘J *-:, ) I 9 !*;
38 Epicloridrina % nd nd (i  nd : i
39 Etanol % 1002 100¢
40 Acetato de Etila % nd nd
41  Metacrilato de Etila % nd nd
, 42 Oxido de Etileno % nd nd
| 43  Hexacloroetano % nd nd
44  lodometano % nd nd
‘ 45  Alcool Isobutilico % nd nd
' 46  Malonitrila % nd nd
47  Metacrilonitrila % nd nd
48  Metanol % nd nd
| 49  Diclorometano % nd nd
) 50 n-Butanol % nd nd
: l 51  N-Nitroso-di-n-butilamina % nd nd
! 52 n-Propilamina % nd nd
53 Naftaleno % nd nd
j 54  Nitrobenzeno % nd nd
‘ 55 o-Toluidina % nd nd
56 Paraldeido % nd nd
57 Pentacloroetano % nd nd
58 Propionitrila % nd nd
59 Estireno % nd nd
60 trans-1,4-Dicloro-2-buteno % nd nd
61 Triclorofluorometano % nd nd
62 Acetato de Vinila % nd nd
63 Cloreto de Vinila % nd nd
64 B-Propiolactona % nd nd

Sl 'Compostos organicos volateis analisados em testes de qualidade de ar.
’ 2Quantidade relativa ao total de compostos identificados.
3Fermentacéo utilizando glicose como tnica fonte de carbono.
*Fermentacéo utilizando xilose como tnica fonte de carbono.
nd: ndo detectado.
abeDetectado em uma, duas ou trés réplicas.

Os resultados obtidos para COVs e CO, corroboram a auséncia de evidéncias de que
leveduras da espécie S. cerevisiae possam influenciar significativamente na contaminagéo do ar

pela emissdo destes compostos.

Quando se avalia as implicagbes de toda cadeia produtiva do bioetanol sobre o meio
ambiente, pelo menos trés pontos importantes devem ser considerados: i) este € um combustivel
renovavel produzido a partir de plantas, ao contrario dos combustiveis fosseis (derivados do

petréleo) que possuem fonte limitada e s&o os maiores contribuintes para a emisséo de CO: e

aquecimento global (i.e., efeito estufa); ii) a substituicdo da gasolina pelo bioetanol ajuda a
reduzir a emissdo de CO» (emitido por veiculos por exemplo) uma vez que as plantas (matéria-
prima para o processo) capturam CO, da atmosfera durante a fotossintese; iii) combinado com

a gasolina, o bioetanol reduz a emissdo de CO e de COVs, exercendo um importante papel na
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[ redugéo a formagéo de ozénio na atmosfera e consequentemente a degradagéo da qualidade

do ar por photochemical smog*.

*RFA: United State Renewable Fuels Association. Ethanol Facts: Environment. Detalhes em: hitp:/iwww.ethanolrfa.org.
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3.4. Sobrevivéncia e dispersido do OGM na agua e no solo

Fungos sdo0 micro-organismos cesseis e sua disperséo se da pela expanséo“ﬁgs hifavs"vgg‘

seu redor ou pelos esporos, através do vento, agua ou animais'®. Leveduras da esp;meﬂs
cerevisiae, por outro lado, ndo formam hifas e ndo possuem estruturas especializadas para a
dispersdo observadas em fungos filamentosos como: basidiocarpos, ascocarpos ou
conidiéforos'®119. Além disso, sdo unicelulares e nédo possuem flagelos, como observado em
esporos de Oomicetos (zodsporos); ou formato equivalente a pélens alados, observados em
algumas espécies do género Pinus (i.e., esporos especializados para a dispersdo atraves do
vento)'?,

S. cerevisiae possui um mecanismo de disperséo classificado no grupo dos ascomicetos
(i.e., filo Ascomycota) como passiva ou néo explosiva. Este inclui outros representantes da ordem
Saccharomycetales, formada por leveduras que se reproduzem por gemulacéo. Neste grupo, o
asco é formado diretamente a partir do zigoto, com completa auséncia de ascocarpo (estrutura
ligada a dispersdo ativa ou explosiva). A dispersédo é passiva se da pela quebra da parede do
asco''®.

Como demonstrado em outras segdes deste documento, o OGM possui modificagdes
genéticas comprovadamente restrita ao metabolismo do agticar xilose e .a conversao deste em
etanol. Dessa forma, 0 transgene introduzido e os genes endogenos manipulados nao estao
relacionados com o desenvolvimento ou morfologia da linhagem, ou seja, ndo induzem a
esporulacéo, a formagéo de hifas ou a diferenciagdo das células em estruturas que poderiam
favorecer sua dispersdo. Por essas razdes, € improvavel que haja alteragdes na capacidade de
dispersdo da linhagem Celere-2L em relagéo ao seu parental.

Em relacdo a sobrevivéncia porém, é factivel considerar que a capacidade de consumir
xilose demonstrada na secéo 1.16 (pag. 81) poderia indiretamente favorecer a sobrevivéncia do
OGM em condicBes naturais, onde a disponibilidade deste aglicar é abundante. Para avaliar esta
premissa, a sobrevivéncia de ambas as linhagens foi quantificada nas mesmas condigdes
utilizadas para analisar os efeitos do OGM sobre a microbiota do solo e agua (Métodos 4.22 e
4.23, pag. 158). A sobrevivéncia de ambas as linhagens foi determinada ao longo do tempo por
PCR quantitativo em tempo real (qPCR), utilizando o método de quantificagéo absoluta baseado
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em curva padrdo (Método 4.26, pag. 160), técnica comumente utilizada em abordagens
similares™ ", Esta analise foi conduzida pela equipe do laboratério de Microbiologia do Solo da
Universidade de S&o Paulo (Campus Luiz de Queiroz - ESALQ).

Em resumo, esta quantificagéo incluiu as seguintes etapas: i) construgéo e validagéo de
primers especificos para OGM e parental (Figura S 6 pag. 165; ii) construgdo da curva padréo a
partir do DNA do OGM/parental previamente extraido (Figura S 7, pag. 166); iii) extracdo e
analise da qualidade do DNA das amostras de solo e agua (Métodos 4.27 e 4.28, pags. 160 e
161); iv) amplificacéo e quantificagéo do niimero de células de OGM e parental para cada ponto
amostrado. Em ambos os ambientes (agua e solo) a sobrevivéncia de OGM e parental foi
acompanhada por trinta dias em quatro pontos: imediatamente apds a aplicagédo, um, quinze e
trinta dias apés a inoculagio.

A sobrevivéncia do OGM e parental em agua é apresentada na figura 32. Apesar do
elevado numero de células vidveis utilizado como indculo (OGM=3,93+0,15 x108:
parental=4,0+0,28 x10°® UFCs/mL), ja & observado uma reducéo substancial na viabilidade de
ambas as linhagens um dia ap6s a inoculagdo. A sobrevivéncia decresce em funcéo do tempo,
de modo que trinta dias apés a inoculagéo ndo sdo mais detectadas leveduras viaveis em ambos

os tratamentos.

Sobrevivéncia na agua
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Figura 32: Analise da sobrevivéncia do OGM na agua.

Agua coletada em um ambiente natural. Dados referente & média e desvio padréo de trés experimento independentes
(réplicas bioldgicas). Nimero de células quantificado por gqPCR pelo método de quantificagio absoluta baseado em
curva padréo. Nota-se que ambas as linhagens apresentam baixa capacidade de sobrevivéncia na agua. Modificacdes
genéticas realizadas no desenvolvimento da linhagem OGM n&o conferem vantagem adaptativa para este ambiente.
Nao foram observados valores com diferengas estatisticamente significativas entre OGM e parental (Teste t com
p>0,05).
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linhagem n#o ser adaptada a este ambiente. A levedura escolhida como plataforma par;\hsg.j{i
manipulacdes genéticas (organismo parental PE2) é naturalmente encontrada em ambientes
associados a cana-de-actcar'®. Novamente, as manipulagbes genéticas realizadas no OGM néo
conferiram capacidade de sobrevivéncia neste ambiente em relag&o & microbiota natural ou ao
seu parental. Como demonstrado nas figuras 26 e 27 (pags. 121 e 122), a comunidade
microbiana ndo é prejudicada ou favorecida em resposta ao OGM, uma vez que as variagoes
sdo equivalentes em ambos os tratamentos com OGM e parental.

Ao contrario do observado em agua, a sobrevivéncia de OGM e parental no solo foi
praticamente constante durante o periodo observado (Figura 33). Esta persisténcia & esperada
uma vez que o solo é um habitat natural de S. cerevisiae. Como descrito anteriormente, esta
espécie é capaz de assimilar uma grande variedade de agticares e aminoacidos disponiveis no
solo. Caracteristica que aumenta sua habilidade de sobreviver por longos periodos neste

ambienteY.

Sobrevivéncia no solo
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Figura 33: Analise da sobrevivéncia do OGM no solo.

Solo vegetal. Dados referente & média e desvio padrdo de trés experimento independentes (réplicas bioldgicas).
Namero de células quantificado por gPCR pelo método de quantificagéo absoluta baseado em curva padrao. Nota-se
que até 15 dias apos a aplicagio ambas as linhagens apresentam capacidade equivalente de sobrevivéncia no solo.
A partir deste ponto os resultados sugerem maior suscetibilidade do OGM na competicdo com a microbiota natural.
Modificagées genéticas realizadas no desenvolvimento da linhagem OGM n&o conferem vantagem adaptativa para
este ambiente. 2b: valores com diferencas estatisticamente significativas (Teste t com p<0,05).

A sobrevivéncia de ambas as linhagens é equivalente na maior parte do periodo

observado. Apesar da habilidade de consumir xilose demonstrada anteriormente, a linhagem

YUnited States Environmental Protection Agency (EPA). Final risk assessment of S. cerevisiae. Detalhes em: hitp:/www.epa.gov.
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OGM apresentou uma redugéo na taxa de sobrevivéncia em relagéo ao seu parental trinta dias
apos a inoculagéo, sugerindo uma maior fragilidade do OGM em competicdo com a microbiota
nativa.

Embora o solo seja uma fonte abundante de acucares, a capacidade de consumir xilose
nao conferiu a0 OGM uma vantagem adaptativa em relagdo ao seu parental ou aos micro-
organismos do solo. Isso se deve ao fato de que a microbiota natural deste ambiente possuli
especialistas na degradagéo e consumo de material lignocelulésico que competem diretamente
com a linhagem OGM pela xilose disponivel.

No ambiente industrial, a desvantagem competitiva das leveduras pelo consumo da xilose
também é conhecida. Como detalhado no item 3 (pag. 93), a assepsia dos tanques de
fermentagéo ocorre a cada novo ciclo fermentativo para evitar que contaminantes especializados
consumam a Xxilose disponivel. Estes impactam diretamente no rendimento do processo
diretamente por consumir o agticar disponivel e indiretamente por produzir acidos organicos que,
por sua vez, inibem a capacidade fermentativa das leveduras??!.

Dessa forma, é possivel concluir que a capacidade de sobrevivéncia na presenca de xilose
da linhagem Celere-2L, apresentada na figura 15 (pag. 86) é restrita a condicées de laboratério
ou ao processo industrial, onde a disponibilidade deste agticar é praticamente exclusiva e sem

competicéo.
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4.1. Analise estatistica / .

Diferentes métodos estatisticos foram aplicados para interpretar c'cé;rretame‘nte oé" ‘érdlos
experimentais obtidos. Todos os testes de hipotese levaram em consi.c‘:j'éra,g,éq; ag},ré'ptlicas
biologicas e técnicas quando presentes. Para a maioria dos resultados foi utilizado o Teste t de
Student (Teste t), considerando estatisticamente significante as diferengas com probabilidade
(valor de p) menor que 5% (p<0,05)"%.

Para analisar os resultados obtidos a partir dos ensaios de ecotoxicidade foram utilizados
o método proposto nas normas da ABNT que descreve cada teste. Por essa razéo, nos ensaios

com Daphnia sp., Danio sp., e no teste de toxicidade aguda com minhocas (Eisenia sp.) foi

aplicada a Prova Exata de Fisher'® (detalhes nos relatérios 0 e 5.4 e material suplementar 5.5).

4.2, Transformacéo de leveduras pelo método de acetato de litio

Todas as etapas de transformacgéo foram realizadas seguindo os procedimentos propostos
por Gietz e colaboradores'??'2, Células competentes foram preparadas a partir de 300 mL de
cultura crescida em meio apropriado até atingir densidade 6ptica entre 0,4-0,6 (absorbancia em
600nm). A cultura foi céntrifugada a 1.000x g por 5min a temperatura ambiente (~22°C). O pellet
foi sucessivamente centrifugado e lavado duas vezes com agua MilliQ estéril. As células foram
ressuspendidas em 1mL de 1X LiAc/1X TE (0,1M LiAc; 0,1 M Tris-HCI, 10 mM EDTA, pH 7,5). A
transformacéo foi realizada tubos (tipo eppendorf) contendo 100uL de leveduras competentes,
100-200ng do DNA de interesse (construgéo génica) e 0,1mg de DNA de esperma de salméo
(Life Technologies). Em seguida, 600uL de PEG/LiAc (40% PEG 4000; 1X TE; 1X LiAc) foram
adicionados. Ap6s homogeneizacdo vigorosa (vortex), as células foram mantidas em agitacéo
(200 rpm) por 1h a 30°C. 70uL de DMSO foram adicionados e, em seguida, as células foram
submetidas a um choque térmico (15min a 42°C e 2min no gelo). Células foram plaqueadas em

meio de selecdo apropriado e mantidas a 30°C por 48-72h.
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4.3. Expressao transiente da enzima Cre-Recombinase

O sistema Cre-Recombinase-LoxP foi utilizado para retirar as construgées utilizadas como
marcadores de selegéo (HIGO e URA3). Para isto, foi utilizado o vetor comercial pSH65. Este
contém a regido codificadora para a enzima Cre-Recombinase fusionada ao promotor
condicional Gallp, derivado do gene GAL1 (GALactokinase 1)'. Dessa forma a expressao
génica € induzida apenas na presenca de galactose. Ap6s a transformacéo com o vetor pSH65,
clones positivos séo selecionados em meio contendo o antibiético zeocina (marcador presente
no vetor). A inducéo do sistema Cre-Recombinase-LoxP foi feita em 1mL de YEPG (20g/L. de
galactose) a 30°C por 30 minutos e agitagéo de 250 rpm.

A selegdo das células que perderam o marcador URAS3 foi realizada apds a transferéncia
da cultura para placas contendo 5-FOA (YNB 5-FOA), um analogo toxico do aminoacido uracila.
Celulas que néo perderam o marcador URA3 metabolizam involuntariamente o 5-FOA e morrem.
Para o resgate do marcador GEN, células foram selecionadas para a perda da resisténcia ao
antibidtico higromicina apés a indugéo da expressdo da enzima Cre-Recombinase. O vetor

pSHG65 foi eliminado das células apds breve cultivo sem uso do antibiético zeocina.

4.4. Amplificagcéo de regides promotoras e terminadoras de S. cerevisiae

Para a montagém das construgbes URA3, LEU2, XKS1-URA3, XKS2-URA3, TAL1-RKI1-
URA3, TLK1-RPE1-URAS3 (todas contendo sequéncias endégenas de S. cerevisiae), regites
codificadoras e regulatérias (promotoras e terminadoras) foram amplificados a partir de DNA da
linhagem parental (PE2) previamente extraido (Método 4.9). 10-50ng de DNA foram utilizados
na reacéo de amplificacéo contendo: 1X Phusion HF Buffer, 0,5uM primers; 200 pM dNTPs, 1U
Phusion DNA polimerase (New England BioLabs.). Apos a desnaturacéo inicial a 98°C por
1min30s, 35 ciclos de amplificagdo incluiram: desnaturagéo 98°C por 20s, anelamento a 50-55°C
por 15s e extenséo a 72°C (30s para cada 1.000 pares de bases). A especificidade e integridade
do produto amplificado foram avaliadas em gel de agarose 1%. Os primers utilizados nas reacoes

sdo listados na tabela S1 do material confidencial.
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As construgbes utilizadas no desenvolvimento da Celere-2L. foram mont\‘a’das no; .ve%

comercial pRS304 através do método de Gibson®. O vetor previamente Iineﬁ'rizgc_lo e as”

sequéncias de DNA (ORF, promotor, terminador; regides flanqueadoras, etc) previamente
amplificadas por PCR (Método 4.4) foram adicionados a reagéo contendo: 1X Isothermal Buffer,
10U Taq Ligase, 1U T5 Exonuclease e 1U Phusion DNA Polymerase. Esta foi e mantida a 50°C
por 1h.

A montagem ocorre através da atividade sequencial das trés enzimas presentes na reagéo:
i) T5 Exonuclease degrada as extremidades 3’ gerando grandes bordas coesivas e homologas
entre o vetor e o inserto; i) Phusion DNA polimerase preenche os espagos entre os fragmentos
pareados e; iii) Taq Ligase une os fragmentos. Em seguida, a reagéo foi dialisada e transformada
em E. coli. Clones positivos foram selecionados em meio de cultura apropriado (LB + amp).
Plasmideos foram extraidos por lise alcalina (Método 4.7) e os insertos foram sequenciados para

verificar a existéncia de problemas na montagem (Método 4.6).

4.6. Sequenciamento das construcoes

Todos as construgdes foram sequenciadas para confirmar a auséncia de mutagbes
pontuais ou erros de rﬁontagem. Para isto, foi utilizado o sequenciador Applied Biosystems
3130x! Genetic Analyzer (POP-7™ Polymer; Capillary Array, 50cm) (Life Technologies). Para
cada amostra, a reagéo de sequenciamento foi constituida por: 1X BigDye. Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (LifeTechnologies); 1,6 pM primer e 200-500ng DNA. Ap6s desnaturacao inicial
a 94°C por 2min, foram realizados 35 ciclos de desnaturagéo a 94°C por 20s, anelamento a 55°C
por 30s e extenséo a 60°C por 2min. A precipitagéo foi realizada com isopropanol 60%, seguida
de uma lavagem com 200pL de etanol 70%. O DNA foi ressuspendido em 10pL de formamida e

desnaturado a 95°Cpor 5 minutos.
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4.7. Extragdo de plasmideos por lise alcalina

As construgées montadas no plasmideo pRS304 foram propagadas em E. coli. Para
extragao do DNA, foram utilizados os procedimentos de lise alcalina descritos por Birnboim e
Doly'?*. 3mL de culturas crescidas por 14-16 horas (overnight) foram centrifugadas em tubos de
1,5mL (do tipo eppendorf) por 3min a 20.000xg. O sobrenadante foi descartado, em seguida, a
lise e a precipitacéo de debris celulares foi realizada pela adicdo de 300puL de “solucao P1” (50
mM Tris-HCI pH 8,0; 10 mM EDTA pH 8,0; 100 ug/mL RNase A), 300uL de “solugdo P2" (1%
SDS, 0,2 M NaOH) e 300uL de “solucéo P3” (3.0 M Acetato de Pot.ssio, pH 5,5), mantendo
intervalos de 5-10min entre a adicéo de cada solugdo. Apés centrifugacgdo por 15min a 20.000xg,
o sobrenadante foi transferido para tubos novos (~900uL). 500uL de isopropanol 100% foram
adicionados e o DNA foi precipitado por centrifugacéo a 20.000xg por 15min. O pellet foi lavado
com 700uL de etanol 70% e ressuspendido com 10- 30uL de agua-DEPC. A cada extracdo o

DNA foi quantificado no espectrofotémetro NanoDrop (Thermo Scientific).

4.8. Quantificagdo do niimero de copias do gene xyl/A por qPCR

O numero de copias do gene xylA foi quantificado através da técnica de qPCR (Real-Time
Quantitative PCR), utilizando o método de quantificagdo absoluta baseado em curva padr&o’?,
Como referéncia paré o calculo do nimero de copias foi utilizado uma sequéncia de DNA copia
tnica, previamente identifica no genoma da linhagem. Em resumo, a curva padréo foi construida
a partir da amplificagéo desta sequéncia utilizando uma diluigéo seriada do DNA previamente
extraido (de 10 a 10). A concentragéo do DNA foi medida (absorbancia 260nm) e convertida
em numero de copias considerando o peso molecular da sequéncia amplificada (Figura S 8).

0,2mM de primers especificos para xylA foram utilizados na reacdo contendo: 1x Power
SYBR® Green PCR Master Mix (Life Technologies) e ~10ng de DNA. Para a amplificacao
utilizou-se o equipamento StepOnePlus™ Systemn com os parametros: desnaturacéo inicial a
95°C por 2 minutos; 35 ciclos de desnaturagéo por 30s a 95°C seguido de anelamento a 55°C
por 30s e 30s de extensdo a 72°C. Os resultados obtidos foram analisados utilizando StepOne™

Software (Life Technologies).
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4.9. Extracdo de DNA total de leveduras

\
Colonias foram inoculadas independentemente em YPED e crescidas overn?ggt em |

i,

agitacdo a 30° 1,5 mL de cultura foram centrifugados a 8000xg por 4 min em temperatur;_w
ambiente. Em seguida, o pellet foi homogeneizado vigorosamente em 200 uL de tampéo de
quebra (2% Triton-X 100; 1% SDS; 100 mM NaCl; 10 mM Tris HCI pH 8,0; 1 mM EDTA pH 8,0);
~300 uL de glass beads e 200 uL de Fenol:Cloroférmio:Alcool Isoamilico (25:24:1). Tubos foram
centrifugados por 15 minutos e o sobrenadante foi transferido. O DNA foi precipitado com 10%
(v/v) de 3M NaAc pH 5,3 e 2x (v/v) de etanol absoluto (100%) e centrifugacéo por 20 min em
maxima velocidade a 4°C. Pellet foi lavado com etanol 70% e ressuspendido em 30-50 uL de

agua MilliQ (DNAse free).

4.10. Analise da morfologia por microscopia de epifluorescéncia

Laminas para observagdo em microscopia de epifluorescéncia foram preparadas com
aliquotas de 10uL da amostra. Quando necessario, células foram marcadas com Calcofluor
White e/ou FDA (Sigma-Aldrich 18909; F7378). As amostras foram observadas em microscopio
de epifluorescéncia Olympus-BX51. Imagens foram registradas com camara digital Olympus-

DP72 acoplada ao microscépio e analisadas utilizando o software ImageProPlus.

4.11. Cultivo das linhagens Celere-2L e parental em diferentes fontes de carbono

A partir de culturas permanentes foram preparados in6culos independentes das linhagens
Celere-2L e parental em 5 mL de YEPD. Apds 14-16 horas de crescimento a 30°C e agitacéo de
200 rpm, cada indculo foi transferido para garrafas (tipo Schoif) contendo 100 mL de meio
apropriado (Método 4.30). Novamente as culturas foram mantidas a 30°C e agitagéo de 200 rpm.
Aliquotas de 1-1,5 mL foram coletadas em intervalos de tempo pré-determinado. Estas foram
utilizadas para quantificar o crescimento, dado pela densidade o6tica a 600 nm (ODegoo), medida
em espectrofotémetro (Ultraspec 300 — Pharmacia Biotech). Em seguida, cada amostra foi
estocada a -20°C para posterior quantificacdo dos substratos e produtos da fermentacéo por

HPLC.
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4.12. Analise e quantificacdo de substratos e produtos por HPLC

A analise e quantificagdo de glicose, frutose, sacarose, glicerol, xilose e etanol foram
realizadas por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um detector de indice
de refracdo (HPLC-RI). Cada amostra foi previamente centrifugada e filtrada em filtros
apropriados (Millipore 0,22y) para retirada das células. Em seguida, foram injetadas no
cromatografo (Waters 600 Chromatograph) contendo a coluna Aminex HPX-87H (BioRad). Os
parametros operacionais utilizados foram: 35°C; 0,16 M de H.SO4 como fase mével e fluxo de
600 pL/min. A quantificagéo dos compostos foi possivel pela comparacgéo com as curvas padrao

preparadas previamente para cada composto analisado.

4.13. Teste quantitativo da resisténcia ao dessecamento

Ambas as linhagens foram cultivadas em 100mL YEPD (em triplicata). Para cada amostra,
duas aliquotas de 1mL foram coletadas durante a fase de crescimento logaritmico (fase log) e
estacionario (cultura saturada). A concentragéo celular de cada uma delas foi ajustada para
0,5x10% — 1,0x10® células/mL. A viabilidade celular de amostras néo tratadas foi determinada
para uma das aliquotas. A segunda aliquota foi submetida ao tratamento. Células foram
centrifugadas (2000xg) e lavadas duas vezes com 1mL de Tampao Fosfato Salino (PBS) (NaCl,
17,1 mM; KCI, 0,338 rﬁl‘u’l; NaZHPO4, 1,25 mM; KH2PO4, 0,220 mM; pH 7.4) diluido 8 vezes. Apos
a Ultima lavagem, células foram ressuspendidas em 1L de PBS e 100uL foram transferidos para
novos tubos de 1,5mL (tipo Eppendorf). Estas foram centrifugadas a 12000xg por 2min. Em
seguida, 85ul. do sobrenadante foi descartado o pellet (em 15uL de PBS) foi submetido ao
dessecamento a vacuo por 12 e 24h sem adicionar calor (SpeedVac™ - Thermo Sicientific). Ao
final de 12 e 24 horas, as células foram reidratadas em PBS. Células n&o dessecadas e ap6s o
dessecamento foram plaqueadas em YEPD e mantidas a 30°C por 24 horas. Unidades
formadoras de colénias (UFCs) foram quantificadas e a resisténcia ao dessecamento foi
determinada pela viabilidade relativa: média da CFU/mL amostra dessecada : média CFU/mL do

controle®.
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4.14. Teste de toxicidade aguda com minhocas
Para realizacdo do ensaio, vasos plasticos foram preparados ufil_iZand‘o-'s‘e r;

[}

permeavel e tela de tecido, evitando-se assim a fuga dos individuos pelos orifidiqs de dren:

Ny

do recipiente. Cada recipiente foi preenchido com substrato comercial e recebeul.1"2‘1h&§‘}f‘éﬁos
adultos de FEisenia fetida. O experimento consistiu na exposicdo dos individuos a 5
concentracdes de leveduras OGM, utilizando-se como controle do experimento as mesmas
concentracdes de leveduras selvagens e um tratamento adicional apenas com a agua destilada
utilizada como solvente para as leveduras. Para cada tratamento realizou-se 5 replicatas, o
experimento foi conduzido durante 14 dias, sob condigdes controladas de temperatura (18 — 22
°C) sob luz continua. Ao final do experimento, a mortalidade dos individuos foi determinada em

cada um dos recipientes (ABNT NBR 15537:2007) (Figura S 1).

Figura S 1: Comparacgéo do solo no inicio e final do experimento.
(A) Solo comercial no inicio do experimento. (B) Minhocas utilizadas no ensaio. (C) Solo comercial apés o periodo de
14 dias de cultivo dos individuos

4.15. Método semi-quantitativo para analise da resposta do OGM a diferentes condigoes
Em experimentos com leveduras a resposta a diferentes estresses € rotineiramente
avaliada de forma semi-quantitativa, permitindo uma andlise pratica (visual) e confiavel de varias
condigdes/linhagens simultaneamente. Esta abordagem complementa os resultados
quantitativos e foi empregada para testes com agentes esterilizantes, temperatura e resisténcia
ao dessecamento.
Para isso, aliquotas de 10uL de cada amostra tratada com os diferentes agentes

esterilizantes ou submetidas a diferentes estresses foram cuidadosamente transferidas para
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placa contendo YEPD. Estas foram mantidas a 30°C e o crescimento foi registrado apos 24-48
horas. A densidade celular e/ou tamanho da colénia de cada amostra é diretamente proporcional

a viabilidade da cultura. Dessa forma, indica a capacidade de resistir ao agente aplicado.

4.16. Teste da resisténcia a agentes quimicos esterilizantes

Nos tratamentos com hipoclorito de sédio, etanol, higromicina e geneticina, quatro réplicas
biolégicas de cada linhagem (OGM e parental) foram crescidas previamente em YEPD até
atingirem a saturagéo da cultura. Em seguida, uma aliquota de cada réplica foi transferida para
novos meios contendo concentragbes crescentes de cada dos agentes esterilizantes ou
antimicrobianos em quest&o. Alta concentragéo celular foi utilizada em cada nova cultura sendo:
DOe00=3+0,02 em um volume final de 1mL. Todas as culturas foram mantidas a 30°C e o
crescimento foi quantificado apos 24 horas, através da leitura da absorbancia a 600 nm (ODgoo)

medida em espectrofotémetro (Ultraspec 300 — Pharmacia Biotech).

4.17. Ensaio de resisténcia a temperatura

Treés réplicas bioldgicas de cada linhagem (OGM e parental) foram crescidas previamente
em 5mL de YEPD até atingirem a saturagéo da cultura. Em seguida, uma aiiquota de cada réplica
foi transferida para garrafas (do tipo Schott) contendo 100mL de YEPD. As culturas foram
mantidas a 30°C e agitacdo de 200 rpm. Aliquotas de 1mL foram coletadas durante a fase
estacionaria do crescimento (alta concentragéo celular; DOgoo=12+0,12) e incubadas a 80°C por
10 min. Apds o tratamento, diluigées apropriadas de cada amostra foram plaqueadas em YEPD
e mantidas a 30°C por 24 horas. Em seguida, a viabilidade celular foi quantificada por meio da

contagem do numero de unidades formadoras de colénias (UFCs).

4.18. Preparo dos inéculos das linhagens OGM e parental
A partir de culturas permanentes foram preparados trés inéculos independentes das
linhagens Celere-2L e parental em 50 mL de YEPD. Apés 24 horas de crescimento a 30°C e

agitagéo de 250 rpm, cada in6culo foi transferido para Erfenmeyers contendo 1,5 L de YEPD (50
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g/L de glicose). As culturas foram mantidas novamente mantidas a 30°C e agitagao de 250 rpn? ) 3

i

por 72 horas (até atingir a saturagdo). Apos este periodo, todo o volume das culturas f0| "1 \
XA

‘-\‘

transferido para garrafas apropriadas e centrifugado a 3000xg por 15 min. Pellets foram Iavados /
trés vezes com H2O MilliQ estéril. Para mimetizar as condigées encontradas nos processos---”
industriais, as amostras foram pesadas em balanga analitica e ressuspendidas no volume
adequado de H.O MilliQ estéril, calculado para uma concentracéo final igual a 15g/L. (massa

amida).

4.19. Analise metagendmica da microbiota da agua e do solo

Estas andlises foram realizadas pela equipe de bioinformatica do Laboratério de Genémica
e Expressédo da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).

A metagendmica baseou-se no sequenciamento high-throughput (MiSEQ - lllumina) de
regibes especificas dos genes ribossomais v4 16S (para bactérias) e ITS9 (para fungos e
microalgas). Em resumo, milhares de sequéncias (reads) de 300 pares de base (pb) foram
produzidas utilizando o método paired-end. Para a realizagdo da montagem independente das
regides 16S e ITS a sobreposigdo destes reads foi realizada através do programa PEAR v0.9.0,
considerando pelo menos 30 pb de sobreposi¢do (overlap) e uma difez_‘enga maxima de 10%
entre as sequéncias de nucleotideos.

A partir dos reads montados, foram realizadas analises taxonémicas utilizando os
programas MOTHUR'?® e CDHIT'?. Como referéncia, os bancos de dados SILVA (16S)'* e
NCBI (ITS — padréo de busca: Fungi[Organism] AND (internal transcribed spacer OR ITS OR
ITS1 OR ITS2)) foram utilizados para inferéncia taxonémica. Nestas andlises foram utilizadas
apenas sequéncias superpostas.

As sequéncias 16S foram alinhadas contra o SILVA utilizando o método de alinhamento
global (penalidade de gaps = -1) e calculo da matriz de distancia. O método computacional de
agrupamento baseado em distancia foi aplicado sobre a matriz de forma a obter e quantificar
OTUs (sigla do termo em inglés Operational Taxonomic Unit) de cada amostra sequenciada. As
OTUs foram agrupadas pelo método furthest considerando uma distdncia maxima de 0,03.

Finalmente cada OTU foi classificada em todos os niveis taxondmicos utilizando bootstrap com
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a 1000 interagbes e valor de confianga maior ou igual a 80%. Todas essas analises foram
realizadas através software MOTHUR.

O fato das regides ITS variarem em sequéncia e em tamanho (370 e 600 pb) impossibilita
a utilizagéo do programa MOTHUR. Por essa razéo, o programa CDHIT foi utilizado para calculo
das OTUs, considerando todas as sequéncias ITS sobrepostas. Novamente o critério de
disténcia maxima igual a 0.03 foi aplicado. O programa BLASTn'? foi utilizado para alinhar todas
as OTUs contra o banco de ITS, sendo que a associacéo taxonémica foi obtida considerando o

resultado mais significativo dos alinhamentos com pelo menos 90% de cobertura.

4.20. Montagem e analise do genoma da linhagem OGM

Estas analises também foram conduzidas pela equipe de bioinformatica do Laboratorio de
Gendmica e Expressdo da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). Em resumo, o
genoma da linhagem Celere-2L foi sequenciado utilizando a tecnologia de MISEQ (lllumina),
metodo paired-end. Para isso, o DNA total previamente extraido foi fragmentado em pedacos de
aproximadamente 550 pb para o sequenciamento de ambas as extremidades. O método gerou
aproximadamente 2,7 milhdes de pares de sequéncias (reads pareados) com 300 bp cada. Cada
par de reads foi convertido em um read Unico com tamanho efetivo de 550 pb devido a
sobreposicéo (overlap) de 50 pb existente entre eles. |

A montagem do genoma foi realizada pela sobreposigéo dos reads de 550 pb utilizando o
software VELVET'. Para isto, os parametros k-mer, coverage, cutoff e expect coverage foram
otimizados de forma a maximizar o tamanho das sequéncias finais sobrepostas (contigs). A
montagem produziu 238 contigs maiores do que 1000 bp, totalizando 11.5 Mb (mega bases).

A partir da montagem, a estimativa do nimero de copias do gene xylA foi realizada através
da analise do numero de reads que alinham contra o gene xylA em relacdo ao restante do
genoma. A informagéo sobre o nimero de reads alinhados para cada contig é fornecida pelo

proprio VELVET.
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“f 4.21. Coleta da agua e solo de ambientes naturais

A agua foi coletada no lago do Instituto de Biologia da UNICAMP e distribuida em garrafas ., \-;Jgf,x"

Lo B
T Ty

apropriadas para cultura (Figura S 2). Amostras de 100 mL foram utilizadas para avaliar a

sobrevivéncia e os efeitos do OGM e parental sobre a microbiota.

Figura S 2: Coleta da agua para as analises de sobrevivéncia e efeitos do OGM e parental sobre a microbiota nativa.
A-C: Coleta. D-E: Grupos experimentais. Parental (PAR) e OGM, respectivamente.

Solo vegetal foi adquirido no central de abastecimento (CEASA) de Campinas/SP. O

|
\

‘ ‘ material foi homogeneizado e distribuido em diferentes vasos (~300 g). Estes foram utilizados
|

‘ para avaliar a sobrevivéncia e os efeitos do OGM e parental sobre microbiota nativa, bem como

as propriedades fisicas e quimicas do solo apds a aplica¢éo de ambas as linhagens.

Figura S 3: Coleta da agua para as analises de sobrevivéncia e efeitos do OGM e parental sobre a microbiota nativa.
A-B: Grupos experimentais. Parental (PAR) e OGM, respectivamente. C: Método de amostragem. DAA: Dias apos a
aplicacéo.
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4.22. Inoculagéo e coleta de amostras para ensaios de sobrevivéncia e identificagdo da
microbiota aquatica

Garrafas contendo 990 mL da agua previamente coletada foram inoculadas com 10 mL
das solugbes contendo 15g/L de células do OGM e parental (massa Umida). Em seguida,
aliquotas de 100 mL foram coletadas em quatro pontos: imediatamente apos a inoculagao; 1; 15;
e 30 dias apos aplicac@o (DAA). Para avaliar o efeito dos inoculos sobre a microbiota os pontos
1, 15, e 30 DAA foram analisados através da metagendmica. Para os testes de sobrevivéncia os
pontos: imediatamente apo6s a inoculagéo, 15 e 30 DAA foram avaliados por gPCR. O DNA total
de todas as amostras foi extraido e enviado para a HTSF (High Throughput Sequencing Facility)

da Universidade da Carolina do Norte.

4.23. Inoculagéo e coleta de amostras para ensaios de sobrevivéncia e identificagio da
microbiota do solo

Vasos contendo aproximadamente 300 g de solo previamente adquirido foram inoculados
com 100 mL das solugdes contendo 15g/L de células do OGM e parental (massa Umida). Em
seguida, aproximadamente 2 g foram coletados em quatro pontos: imediatamente apos a
inoculagéo; 1; 15; e 30 dias apds aplicagdo (DAA). Para avaliar o efeito dos indculos sobre a
microbiota os pontos 1, 15, e 30 DAA foram analisados através da metageﬁﬁmica. Para os testes
de sobrevivéncia os pontos: imediatamente apds a inoculagdo, 15 e 30 DAA foram avaliados por
qPCR. O DNA total de todas as amostras foi extraido e enviado para a HTSF (High Throughput
Sequencing Facility) da Universidade da Carolina do Norte.

Para analise das propriedades fisicas e quimicas do solo, aproximadamente 300 g de solo
nao inoculado (controle) e dos pontos 15, e 30 DAA foram enviados para a empresa Athenas

Agricola, onde foram feitas analises de granulometria, macro e micronutrientes.
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4.24. Ensaio fermentativo para analise de metabolitos gasosos \ ‘ _ Jl/\ "’;

Colénias isoladas de ambas as linhagens foram inoculadas em 50 ml. demeloYED(QO
g/L de glicose) e cultivadas durante 16 horas a 30°C e 200 rpm. Apds esse per-ibaé';:é"s“}c::.élulas
foram centrifugadas a 4000 rpm por 5 minutos e ressuspendidas em 50 mL de meio YPD ou YPX
contendo 80 g/L de glicose ou 79,8 g/L de xilose, respectivamente. A suspensao celular obtida,
com densidade optica de entre 1 e 1,4, foi transferida para garrafas Schott de 100 mL, as quais
foram incubadas a 30°C e 200 rpm por 30 horas (fermentagcdes com glicose) ou 48 horas
(fermentacées com xilose). Foram retiradas amostras no inicio e no final da fermentagéo para
analise do crescimento celular, consumo de substrato e produgéo de metabdlitos. Os gases
produzidos durante a fermentacgao foram coletados em bolsas especificas (Supel-Inert Film Gas
Sampling Bags — Sigma Aldrich) acopladas as garrafas (Figura S 4). Todos os experimentos

foram feitos em triplicata e as garrafas e as bolsas coletoras, foram pesadas no inicio e no final

da fermentacéo com a finalidade de observar a produgéo e a perda de gases.

Figura S 4: Sistema para coleta de gases e quantificagéo da producéo de COz.
Garrafa adequada para fermentagéo (A) acoplada a uma bag apropriada para coleta dos gases produzidos.

4.25. Analise de compostos organicos volateis (COVs) por GS-MS

Os compostos volateis foram introduzidos diretamente no cromatégrafo gasoso (GS)
contendo uma coluna capilar em forno com programacgédo de temperatura para separagao dos
analitos de interesse e, entdo, detectados por detector seletivo de massas. A identificagédo dos
analitos de interesse foi feita pela comparagéo direta entre seus espectros de massas (MS)

obtidos por impacto de elétrons com os espectros de padrdes de referéncia. A quantificagéo foi
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realizada pela comparacdo da relagdo das respostas (areas) dos ions mais abundantes dos
analitos, com os ions mais abundantes dos padrées internos, utilizando uma curva de calibragéo.
A Garantia da Qualidade dos resultados apresentados s&o asseguradas pelo atendimento nas

especificagbes das normas ISO 17025 e EPA8000 e EPA8260.

4.26. Analise da sobrevivéncia do por qPCR

A sobrevivéncia de ambas as linhagens foi quantificada por qPCR (Real-Time Quantitative
PCR), utilizando o método de quantificacéo absoluta baseado em curva padréo’. Como
referéncia para o calculo do nimero de células foi utilizado uma sequéncia de DNA copia Unica,
previamente identifica no genoma da linhagem. A curva padrdo foi construida a partir da
amplificagao desta sequéncia utilizando uma diluigéo seriada do DNA previamente extraido (de
10" a 10%). A concentragdo do DNA foi medida (absorbancia 260nm) e convertida em ntimero
de células considerando o peso molecular da sequéncia amplificada (Figura S 7). Este foi
normalizado pela quantidade de agua ou solo utilizados na extragdo de DNA.

0,2mM de primers especificos para xylA foram utilizados na reacdo contendo: 1x Power
SYBR® Green PCR Master Mix (Life Technologies) e ~10ng de DNA. Para a amplificagéo
utilizou-se o equipamento StepOnePlus™ System com os parametros: desnaturagédo inicial a
95°C por 2 minutos; 35 ciclos de desnaturagéo por 30s a 95°C seguido de anelamento a 55°C
por 30s e 30s de extenséo a 72°C. Os resultados obtidos foram analisados utilizando StepOne™

Software (Life Technologies).

4.27. Extragdo de DNA total de amostras de agua

A obtengdo de DNA gendmico a partir de amostras de agua foi realizada utilizando o
‘Power\Water™ DNA Isolation Kit", seguindo as instrugées do fabricante (MO BIO Laboratories).
Resumidamente, 100 mL de agua (para cada amostra) foram filtradas em filtro 0.22uL. Estes
foram transferidos para “Power\WaterBead Tubes” e em seguida foram adicionados 1mL de
solugdo PW1 a cada tubo. As amostras foram homogeneizadas vigorosamente por 5 min

utilizando Mini-Beadbeater (BioSpec) e, em seguida, centrifugadas a 10.000xg por 30s.
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Aproximadamente 400-500pL de sobrenadante foram transferidos para “2 ml Cb{lectlon Tuézes

250 pL de PW2 foram adicionados e as amostras foram mantidas a 4°C por 5 mﬁ”Oé“f” boé
foram entéo centrifugados a 10.000xg por 30s e 600uL de sobrenadante foram transferidos para
tubos novos. 650uL de PW3 foram adicionados e as amostras foram mantidas novamente a 4°C
por 5 min. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 10.000xg por 30s e 750uL de
sobrenadante foram transferidos para novos tubos. 650pL de PW4 foram adicionados. 675pL
foram transferidos para a “Spin filter” e centrifugado a 10.000xg por 30s. Em seguida a coluna
foi lavada com 650pL de PW5 e centrifugacéo 10.000xg por 1 min. Por fim, 100uL de PW6 foram
utilizados para recuperar o DNA. O DNA foi quantificado em espectrofotdmetro (NanoDrop —
Thermo Scientific) e a qualidade do mesmo foi avaliada em gel de agarose 0,7%. Em seguida,
todas as amostras foram enviadas para a High Throughput Sequencing Facility (HTSF) na
Universidade da Carolina do Norte onde foram sequenciadas utilizando os procedimentos

estabelecidos pela facility.

4.28. Extragdo de DNA total de amostras de solo

A obtencdo de DNA genémico a partir de amostras de solo foi realizada utilizando o
“PowerSoil™ DNA Isolation Kit", seguindo as instrugées do fabricante (MO BIO Laboratories).
Resumidamente, 250-350 mg de solo (para cada amostra) foram transferidas para “PowerBead
Tubes” e em seguida foram adicionados 60uL de solugdo C1 a cada tubo. As amostras foram
homogeneizadas vigorosamente por 2 min utilizando Mini-Beadbeater (BioSpec) e, em seguida,
centrifugadas a 10.000xg por 30s. Aproximadamente 400-500uL de sobrenadante foram
transferidos para “2 ml Collection Tubes”, 250 pL de C2 foram adicionados e as amostras foram
mantidas a 4°C por 5 min. Os tubos foram entdo centrifugados a 10.000xg por 30s e 600uL de
sobrenadante foram transferidos para tubos novos. 200puL de C3 foram adicionados e as
amostras foram mantidas novamente a 4°C por 5 min. Em seguida, os tubos foram centrifugados
a 10.000xg por 30s e 750pL de sobrenadante foram transferidos para novos tubos. 1.200pL de
C4 foram adicionados. 675pL foram transferidos para a “Spin filter” e centrifugado a 10.000xg
por 30s (passo repetido 3 vezes). Em seguida a coluna foi lavada com 500pL de C5 e

centrifugacéo 10.000xg por 1 min. Por fim, 100uL de C6 foram utilizados para recuperar o DNA.
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O DNA foi quantificado em espectrofotémetro (NanoDrop — Thermo Scientific) e a qualidade do
mesmo foi avaliada em gel de agarose 0,7%. Em seguida, todas as amostras foram enviadas
para a High Throughput Sequencing Facility (HTSF) na Universidade da Carolina do Norte onde

foram sequenciadas utilizando os procedimentos estabelecidos pela facility.

4.29. Obtengéo de aglicares a partir do material lignocelulésico

Para reproduzir o processo de segunda geragéo, os agucares da palha da cana-de-agucar
foram obtidos através do pré-tratamento térmico (121°C por 1 hora). Posteriormente, a hidrélise
enzimatica foi realizada utilizando um coquetel de celulases e hemicelulases contendo as
enzimas celulase (15 FPU/g bagaco seco), celobiase (60 CBU/g bagaco seco) e xilanase (300
XU/g bagaco seco) (Novozymes, Dinamarca). As enzimas foram adicionadas e a mistura foi
agitada a 50 rpm por 48 horas. O extrato resultante foi filtrado, a fracdo sélida foi descartada e a
fracéo liquida utilizada como fonte de aglicares para fermentagéo. Obteve-se aproximadamente

47 g/L de glicose e 36 g/L de xilose.

4.30. Lista dos meios de culturas
Todos os meios utilizados sé&o rotineiramente utilizado no trabalho com leveduras e podem
ser encontrado em: Current Protocols in Molecular Biology™'.

YEPD (Glicose)

Extrato de levedura 10 g/L
Peptona 20 g/L
Glicose 20 g/L
Agar 20 g/L (opcional)
YEPS (Sacarose)
Extrato de levedura 10 g/L
Peptona 20 g/L
Sacarose 20 g/L

YEPF (Frutose)

Extrato de levedura 10 g/l
Peptona 20 g/L
Frutose 20 g/L

YEPX (Xilose)

Extrato de levedura 10 g/L
Peptona 20 g/L
Xilose 20 g/L
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YEPE (Etanol)

Extrato de levedura 10 g/L
Peptona 20 g/L
Etanol 20 g/L

YEPGIi (Glicerol)

Extrato de levedura 10 g/L
Peptona 20 g/L
Glicerol 20 g/L

YEPG (Galactose)

Extrato de levedura 10 g/L
Peptona 20 g/L
Galactose 20 g/L.
Agar 20 g/L (opcional)

YEPDhs (YEPD + Hipoclorito de Sédio)

Extrato de levedura 10 g/L

Peptona 20 g/L

Glicose 20 g/L

Hipoclorito de Sodio 0,05-0,8 % vlv
YEPDet (YEPD + Etanol)

Extrato de levedura 10 g/L

Peptona 20 g/L

Glicose 20 g/L

Etanol 2,5-40 % viv

YEPDhg (YEPD + Higromicina)
Extrato de levedura 10 g/L

Peptona 20 g/L
Glicose : 20 g/L
Higromicina 12,5-200 ug/mL

YEPDgent (YEPD + Geneticina)
Extrato de levedura 10 g/L

Peptona 20 g/l
Glicose 20 g/L
Geneticina 12,5-200 ug/mL

YEPDzeo (YEPD + Zeoncina)
Extrato de levedura 10 g/L

Peptona 20 g/L

Glicose 20 g/L

Zeocina 200 ug/mL
YNB

YNB (Yeast Nifrogen Bases) 1,7g/L
SDO (Synthetic Drop-ouf)  1,6g/L

Sulfato de ambnia 5mg/L
Glicose 20g/L
Agar 20g/L (opcional)
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YNBX
YNB (Yeast Nitrogen Bases) 1,7g/L
SDO (Synthetic Drop-out)  1,6g/L

Sulfato de amonia 5mg/L

D-Xilose 20g/L

Agar 20g/L (opcional)
YNB URA-

YNB (Yeast Nitrogen Bases) 1,79/l

SDO (Synthetic Drop-out) wfo Uracil 1,6g/L

Sulfato de aménia 5mg/L

Glicose 20g/L

Agar 20g/L (opcional)
YNB LEU-

YNB (Yeast Nitrogen Bases) 1,79/l

SDO (Synthetic Drop-out) w/o Leucin 1,6g/L

Sulfato de amoénia 5mg/L

Glicose 20g/L

Agar 20g/L (opcional)
YNB 5-FOA

YNB (Yeast Nitrogen Bases) 1,7g/L
SDO (Synthetic Drop-out)  1,6g/L

Sulfato de amoénia 5mg/L

Glicose 20g/L
5-Fluoroorotic Acid 1g/L

Agar 20g/L. (opcional)

WLN (Wallerstein Laboratories Nutrient)

Extrato de levedura 4g/L

Trypticase 5g/L

Glicose ‘ 50g/L

Fosfato de Potassio Monobasico 50g/L

Cloreto de Potassio 0,25¢g/L

Cloreto de Calcio 0,125g/L

Cloreto de Ferro 2,5mg/L

Sulfato de Manganés 2,5mg/L

Verde de Bromocresol 22mg/L

Agar 20g/L
LB + amp

Extrato de levedura 5 g/L

Triptona 10 g/l

NaCl 5g/L

Ampicilina 100 pg/mL

Agar 20 g/l (opcional)
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5.1. Figuras suplementares : ( {3

PARENTAL

- OGM

| PARENTAL

| OGM

Figura S 5: DNA total extraido de amostras da agua e do solo tratadas com OGM e parental.
Gel de agarose 0,7% para avaliagéo da integridade do DNA. 0: amostras coletadas imediatamente apos a aplicagao.
DAA: dias apds a aplicagdo. a, b e c: réplicas biolégicas.

144ph |1

Figura S 6: Identificagéo das linhagens OGM e parental em amostras de solo e agua.

A: Resultado obtido a partir da amplificagéo (por PCR) de uma sequéncia especifica equivalente nas linhagens OGM
e parental.1: Reagdo contendo DNA da linhagem Celere-2L. 2: DNA da linhagem parental. 3: Marcador (GeneRuler
100bp DNA Ladder — Thermo Scientific). Banda mais intensa corresponde a 500 pares de base (pb). 4-7: Detecgéo
em amostras nédo estéreis. Reagdes utilizando os DNAs totais obtidos a partir das amostras utilizadas nos
experimentos que avaliaram a sobrevivéncia do OGM e seu efeito sobre a microbiota da &gua e do solo. 4: DNA total
da agua sem aplicagéo do OGM. 5: DNA total da agua contendo o OGM. 6: DNA total do solo sem aplicagéo do OGM.
7: DNA total do solo contendo o OGM. 7: Controle negativo (sem DNA). 144pb: tamanho esperado. Nota-se que a
deteccdo é efetiva uma vez que os primers utilizados distinguem as linhagens Celere-2L e parental (1-2) de todos os
outros micro-organismos presentes na agua ou no solo, uma vez que ndo ha amplificagdo quando o OGM néo esta
presente (4 e 7). B: Amplificagéo controle utilizando os primers especificos para as regides 16S e ITS utilizados na
abordagem de metagendmica. Nota-se que ambas as matrizes possuem micro-organismos.
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Figura S 7: Resumo dos resultados obtidos na analise da sobrevivéncia do OGM e parental por gPCR.

A: Curva de Melt demonstrando a especificidade dos oligos BCO_003/004 utilizados para amplificar a regizio especifica
das linhagens OGM e parental. B: Amplification plot das seis diluigdes utilizadas para construgio da curva padréo. C:
Curva padréo contendo a relagéo do CT e as diluigdes. D: Curva padréo contendo a relagéio do CT e o ndmero de
copias da sequéncia de referéncia.
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Figura S 8: Resumo dos resultados obtidos para o calculo do nimero de copias do gene xylA por qPCR.
A-B: Curva de Melt demonstrando a especificidade dos oligos BCO_003/004 e BCO_005/006 utilizados para

quantificar as copias do gene de referéncia (linica copia) e xylA, respectivamente. C-D: Amplification plot das seis
diluices utilizadas para construgéo da curva padréo. E: Curva padrio para o gene de referéncia. Relacio do CT e
numero de copias. E: Curva padrédo para o gene xylA. Relagédo do CT e nimero de copias.
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Figura S 9: Curva de rarefagéo.
. Exemplo da andlise de rarefagéo do sequenciamento da regido 16S de amostras (friplicadas) de DNA total extraido
' : do solo (OGM/1DAA). Nota-se que com aproximadamente 70.000 reads (sequéncias obtidas pelo sequenciamento)
. ocorre a saturagdo do sequenciamento. Dessa forma, todas as OTUs (i.e., classes de micro-organismos) presentes
] £ na amostra de solo ent&o representadas no conjunto de dados analisados.
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5.2, Tabelas suplementares

Tabela S 1: Resumo dos principais resultados obtidos através do
sequenciamento e montagem do genoma da linhagem Celere-2L.

Numero de reads 2.711.916
Cobertura do genoma'’ 136x
Namero de contigs (>1000 pb) 238
Total do genoma montado (Mpb) 11,56
Maior contig (pb) 344.218
Tamanho médio dos contigs (pb) 48.201
N50 (pb) 122.958
Numero de coépias do gene xylA 38
Calculada considerando um genoma de 12 milhdes de pares de base.

Tabela S 2: Resumo dos principais resultados obtidos através do sequenciamento da regido 16S de amostiras de

DNA total extraida da agua. E importante notar que para todas as bibliotecas a quantidade de reads (sequéncias

obtidas pelo sequenciamento) & suficiente para obter saturagéo da amostragem. Obtida a partir de 70.000 reads.
Biblioteca Coleta (DAA) Réplica # Sequéncias # Seq. Sobrepostas % Seq. Sobrepostas

OGM 1 1 327.357 319.733 97,67%

OGM 1 2 264.886 256.988 97,02%

OGM 1 3 319.903 310.820 97,16%

Parental 1 1 344,956 337.525 97,85%

Parental 1 2 257.628 250.033 97,05%

Parental 1 3 274174 267.871 C 97,70%

| OGM 15 1 342.956 335.717 97,89%
' OGM 15 2 535.716 526.879 98,35%
i OGM 15 3 386.558 379.074 98,06%
Parental 15 1 377.034 369.475 98,00%

e Parental 15 2 413.126 405.901 98,25%
| Parental 15 3 303.574 297.119 97,87%
' OGM 30 1 380.185 373.450 98,23%
OGM 30 2 443.786 436.500 98,36%

OGM 30 3 352.120 344,715 97,90%

Parental 30 1 350.270 343.179 97,98%

Parental 30 2 511.028 500.431 97,93%

Parental 30 3 335.462 328.338 97,88%

DAA: Dias apbs a aplicagao
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: Tabela S 3: Resumo dos principais resultados obtidos através do sequenciamento da regiéo ITS de amostras de DNA
i ; total extraida da agua. E importante notar que para todas as bibliotecas a quantidade de reads (sequéncias obtidas
ol pelo sequenciamento) é suficiente para obter saturagéo da amostragem. Obtida a partir de 70.000 reads.
Biblioteca  Coleta (DAA) Réplica #Sequéncias #Seq. Sobrepostas %Seq. Sobrepostas

OGM 1 1 546.414 521.361 95%
OGM 1 2 402.833 382.863 95%
OGM 1 3 2.094.511 2.016.131 96%
Parental 1 1 474.326 455.5687 96%
Parental 1 2 460.235 441.049 96%
Parental 1 3 536.119 511.453 95%
OGM 15 1 426.785 383.265 90%
OGM 15 2 329.255 294.315 89%
OGM 15 3 289.791 244 383 84%
Parental 15 1 413.099 327.535 79%
Parental 15 2 521.171 463.838 89%
Parental 15 3 495,125 437.219 88%
OGM 30 1 358.574 314.678 88%
OGM 30 2 294,922 256.644 87%
OGM 30 3 267.988 228.647 85%
Parental 30 1 371.633 330.229 89%
Parental 30 2 353.196 287.265 81%
Parental 30 3 343.607 302.003 88%

DAA: Dias apés a aplicagao

Tabela S 4: Resumo dos principais resultados obtidos através do sequenciamento da regifio16S de amostras de DNA
total extraida do solo. E importante notar que para todas as bibliotecas a quantidade de reads (sequéncias obtidas
pelo sequenciamento) é suficiente para obter saturacéo da amostragem. Obtida a partir de 70.000 reads.

Biblioteca  Coleta (DAA) Réplica # Sequéncias # Seq. Sobrepostas % Seq. Sobrepostas

OGM 1 1 510.310 500.360 98,05%
OGM 1 2 372.263 365.693 98,24%
OGM 1 3 508.352 499.542 98,27%
Parental 1 1 516.171 505.169 97,87%
Parental 1 2 731.868 719.591 98,32%
Parental 1 3 630.102 618.676 98,19%
OGM 15 1 710.911 700.995 98,61%
OGM 15. 2 424.066 416.898 98,31%
OGM 15 3 213.259 209.567 98,27%
Parental 15 1 329.141 323.771 98,37%
Parental 15 2 718.835 706.746 98,32%
Parental 15 3 252.342 246.901 97,84%
OGM 30 1 419.336 410.759 97,96%
OGM 30 2 303.844 294.488 96,92%
OGM 30 3 713.177 697.594 97,82%
Parental 30 1 426.479 415.957 97,53%
Parental 30 2 317.750 309.374 97,36%
Parental 30 3 405.172 397.804 98,18%

DAA: Dias apos a aplicagdo
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Tabela S 5: Resumo dos principais resultados obtidos através do sequenciamento da regido ITS de amostras de

DNA total extraida do solo. E importante notar que para todas as bibliotecas a quantidade de reads (sequéncias

obtidas pelo sequenciamento) ¢ suficiente para obter saturagio da amostragem. Obtida a partir de 70.000 reads.
Biblioteca  Coleta (DAA) Réplica #Sequéncias #Seq. Sobrepostas %Seq. Sobrepostag. e,

OGM 1 1 282.886 260.346

OGM 1 2 304.617 260.705 ./

OGM 1 3 285.953 246.405 86% (A

Parental 1 1 799.080 739.178 93%— fis. N i
, Parental 1 2 380.071 346.076 91%:> [ ]
| Parental 1 3 240.292 227.442 95%,= — fuily /
' OGM 15 1 638.049 552.187 87%

OGM 15 2 363.789 348.298 96% ™S 870

OGM 15 3 520.954 489.208 94% Dol

Parental 15 1 297.383 282.151 95%

Parental 15 2 279.586 265.044 95%

Parental 15 3 314.609 301.936 96%

OGM 30 1 404.893 384.506 95%

OGM 30 2 432.925 411.788 95%

OGM 30 3 772.454 725.729 94%

Parental 30 1 796.688 756.233 95%

Parental 30 2 269.741 253.475 94%

Parental 30 3 540.584 513.216 95%

-*_:‘ DAA: Dias apés a aplicagao
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5.3. Relatério de ensaio de toxicidade aguda com Daphnia similis

Toxidade aguda com D. similis
In6culo: Parental
Réplicas: 1,2 e 3
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1. INTRODUCAO

Laboratério de ensaio acreditado pela Cg‘dre de. acord ’
com a ABNT NBR ISO/IEC 17025, sob nimero CRL 03@\

M
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& n

O objetivo deste ensaio foi determinar a toxicidade aguda da amostra BC_002 (WT) para |

Daphnia similis. Ap6s 48 horas de exposicéo, deve ser estabelecida a concentragdio nominal da

amostra que causa a imobilidade de 50% dos organismos testados, nas condigdes de ensaio -

CE(I)so; 48h. A descrigéo detalhada das condigdes de manutengdo e dos dados biologicos da

cultura encontram-se arquivados no TECAM- TECNOLOGIA AMBIENTAL LTDA.
2.  PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
2.1 Dados da amostra

Identificag&o da amostra: BC_002 (WT).
Protocolo n°: 1831/2014 —4.0.

Data de entrada: 18/02/2014.

Data de fabricagdo: 17/02/2014.

Data de vencimento: 19/02/2014.

N°do Lote: Ndo informado.
Acondicionamento: Tubo plastico.

Estado Fisico: Sélido.
2.2 Dados do organismo-teste

Espécie: Daphnia similis (Cladocera, Crustacea).

Tdade: Jovens com 6 a 24 horas.
2.3 Condicdes de ensaio

Data de inicio: 18/02/2014.

Data de término: 20/02/2014.

Temperatura a da dgua: 19,5 a 19,9°C.
Fotoperiodo: sem iluminagéo.

Renovagdo do meio: estatico.

Agua de diluigio e controle: Meio sintético MS.

Durac#o: 48 horas.

RL1831/2014 - 4.0DP
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2.4 Cultivo e controle de sensibilidade

O cultivo dos organismos € realizado em Meio sintético MS (Keating, 1985). Mensalmente os
organismos-teste sdo submetidos a um ensaio de sensibilidade com a substancia de referéncia,
cloreto de sodio. A carta-controle de sensibilidade, utilizando dados acumulados de varios
ensaios, indica uma CE(I)so; 48h média de 2,81 g NaCl/L, com limites de controle (média =+
2.desvios-padréo) entre 1,69 a 3,93 g NaCl/L. O tltimo ensaio realizado, correspondente ao
periodo de avaliagéio do presente ensaio com a amostra, apresentou uma concentragio efetiva
inicial mediana de 3,40 g NaCl/L. Este valor est4 dentro da faixa definida para avaliacio do

sistema-teste (Anexo 1).
2.5 Procedimentos

O pallet de células foi ressuspenso com 493 mL de dgua deionizada, correspondendo a
concentragéio de 15g/L de células, essa solugéio foi considerada solugiio estoque 100,0%. A
partir desta solug@o foram realizadas as seguintes concentragdes-teste: 0,125%; 0,25%; 0,50%:;
1,00% e 2,00%.

Organismos jovens, com idade entre 6 ¢ 24 horas, foram selecionados da cultura isolada
24 horas antes do inicio do ensaio. Foram adicionados cinco organismos em cada béquer,
contendo aproximadamente 25 mL de solugio-teste, e um controle composto somente por
agua de dilui¢do, foram preparadas quatro réplicas para cada conrcentrac;ﬁo.

Apos 48 horas de exposigiio, foram contados os organismos iméveis em cada béquer. Séo
considerados imodveis aqueles incapazes de nadar durante um perfodo de 15 segundos de
observagdo, apos agitagio leve do frasco, e também os aprisionados na superficie da dgua,
mesmo que maoveis.

No inicio € no final do ensaio foram realizadas anélises de pH e teor de oxigénio dissolvido da
agua de diluigdo (controle) e de trés concentragdes preparadas. Além dessas anélises, foi

também determinada a dureza total da 4gua de diluic#o.
2.6 Analise estatistica

Para comparagdo da imobilidade dos organismos do controle com a das soluces-teste foi

aplicada a Prova Exata de Fisher (Zar, 1999).
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3. RESULTADOS

O resultado do ensaio com a amostra BC_002 (WT) estd apresentado na Tabela 1. Na Tabela
2 estfio os resultados das analises fisicas e quimicas efetuadas no inicio e no final do ensaio.
Apesar da imobilidade de 5% dos organismos do controle, o ensaio foi considerado vélido
porque estd abaixo do limite de 10% estabelecido para a aceitagio dos resultados (ABNT,
2009).

Devido a baixa toxicidade da amostra, a imobilidade dos organismos néo foi significativa, nem

mesmo na maior concentragdo preparada (2,00%), segundo a Prova Exata de Fisher (Zar,
1999). Desta forma, a CE(I)so - concentragdio efetiva inicial mediana da amostra foi

considerada superior a 2,00%.
4. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABNT Ecotoxicologia aquatica - Toxicidade aguda — Método de ensaio com Daphnia spp
(Cladocera, Crustacea). Norma NBR 12713. Rio de Janeiro, ABNT, 23 p., 2009.

ABNT Requisitos gerais para competéncia de laboratérios de ensaio e calibragdo. Norma
NBR ISO/TEC 17025. Rio de Janeiro, ABNT, 31 p., 2005.

Keating, K.I. A system of defined (sensu stricto) media for daphnid (Cladocera) culture. Water
Research, V. 19, N°. 1, p.73-78, 1985.

Zar, J.H. Biostatistical Analysis. 4.ed. Upper Saddle River, New Jersey, Prentice-Hall, Inc.

1999,
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TABELAS

Tabela 1 - Resultado do ensaio de toxicidade aguda com Daphnia similis para a amostra

BC 002 (WT).

Concentracio Numero de animais por réplica (imdveis/total) Imobilidade
Nominal Rép.1 Rép.2 Rép.3 Rép. 4 Total (%)
Controle 0/5 1/5 0/5 0/5 1/20 5
0,125% 0/5 0/5 0/5 0/5 0/20 0

0,25% 0/5 0/5 0/5 0/5 0/20 0
0,50% 0/5 0/5 0/5 0/5 0/20 0
1,00% 0/5 0/5 0/5 0/5 0/20 0
2,00% 0/5 0/5 0/5 0/5 0/20 0

Tabela 2 - Analises fisicas e quimicas da dgua de diluigio e solugdes do ensaio de toxicidade

aguda com Daphnia similis para a amostra BC_002 (WT).

Oxigénio Dissolvido

Concentragéo pH Dureza total

Nominal (mg O2/L) (mg CaCO4/L)
Inicial Final Inicial Final
Controle 7,33 6,89 7,10 7,96 46,0
0,125% 6,91 7,00 7,25 7,98 -
0,50% 7,01 7,00 6,82 - 7,94 -
2,00% 6,96 7,01 5,47 7,87 -
Notas: Os resultados apresentados referem-se exclusivamente a amostra analisada.

Ensaios realizados de acordo com a ABNT NBR ISO/IEC 17025:2005.

A reprodugio parcial deste relatério de ensaio requer autorizagfio formal por parte do
TECAM Laboratérios.

Amostragem sob responsabilidade do solicitante.

S8o Paulo, 28 de Fevereiro de 2014,

i

Mine Wastzec

Aline Mrotzeck Masquetto
Biodloga (BSc)
CRBio 89054/01-D
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ANEXO 1

Laboratério de ensaio acreditado pela Cgcre dé. actbr or P
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CARTA-CONTROLE DE AVALIAGAO
Daphnia similis - Cloreto de Sodio - Publicada em 20/02/13
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1. INTRODUCAO

O objetivo deste ensaio foi determinar a toxicidade aguda da amostra BC_002 (WT) para
Daphnia similis. Apo6s 48 horas de exposigio, deve ser estabelecida a concentragio nominal da
amostra que causa a imobilidade de 50% dos organismos testados, nas condi¢des de ensaio -
CE(I)so; 48h. A descrigdo detalhada das condigdes de manutencdo e dos dados biologicos da

cultura encontram-se arquivados no TECAM- TECNOLOGIA AMBIENTAL LTDA.
2. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
2.1 Dados da amostra

Identifica¢do da amostra: BC_002 (WT).
Protocolo n®: 1831/2014 — 5.0.

Data de entrada: 18/02/2014.

Data de fabricagio: 17/02/2014.

Data de vencimento: 19/02/2014.

N°do Lote: N#o informado.
Acondicionamento: Tubo pléstico.

Estado Fisico: Solido.
2.2 Dados do organismo-teste

Espécie: Daphnia similis (Cladocera, Crustacea).

Idade: Jovens com 6 a 24 horas.
2.3 Condigdes de ensaio

Data de inicio: 18/02/2014.

Data de término: 20/02/2014.

Temperatura a da agua: 19,5 a 19,9°C.
Fotoperiodo: sem iluminagio.

Renovacgio do meio: estatico.

Agua de diluigdo e controle: Meio sintético MS.

Duragfo: 48 horas.
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2.4 Cultivo e controle de sensibilidade = L 3

O cultivo dos organismos é realizado em Meio sintético MS (Keating, 1985). Mensalrﬁéﬁte_gg_f-_f‘_"_';';rﬂ""“(-r
organismos-teste sdo submetidos a um ensaio de sensibilidade com a substéncia de referéncia,
= cloreto de sodio. A carta-controle de sensibilidade, utilizando dados acumulados de varios
ensaios, indica uma CE(I)sp; 48h média de 2,81 g NaCl/L, com limites de controle (média +
2.desvios-padréio) entre 1,69 a 3,93 g NaCl/L. O ultimo ensaio realizado, correspondente ao
periodo de avaliagfo do presente ensaio com a amostra, apresentou uma concentragéo efetiva
inicial mediana de 3,40 g NaCl/L. Este valor esta dentro da faixa definida para avaliagio do

sistema-teste (Anexo 1).

2.5 Procedimentos

O pallet de células foi ressuspenso com 493 mL de 4gua deionizada, correspondendo a
concentragio de 15g/L de células, essa solucdo foi considerada solugéo estoque 100,0%. A
partir desta solugio foram realizadas as seguintes concentragdes-teste: 0,125%; 0,25%; 0,50%;
1,00% e 2,00%.
Organismos jovens, com idade entre 6 ¢ 24 horas, foram selecionados da cultura isolada 24
horas antes do inicio do ensaio. Foram adicionados cinco organismos em cada béquer,
contendo aproximadamente 25 mL de solugo-teste, ¢ um controle composto somente por
agua de dilui¢éo, foram preparadas quatro réplicas para cada concentragdo.

Apobs 48 horas de exposigiio, foram contados os organismos imoveis em cada béquer. Sdo

considerados imoveis aqueles incapazes de nadar durante um periodo de 15 segundos de

observagio, apos agitagiio leve do frasco, e também os aprisionados na superficie da dgua,
mesmo que maoveis.

No inicio e no final do ensaio foram realizadas analises de pH e teor de oxigénio dissolvido da
dgua de diluigdo (controle) e de trés concentragdes preparadas. Além dessas andlises, foi

também determinada a dureza total da dgua de diluicéo.
2.6 Andlise estatistica

Para comparacgdo da imobilidade dos organismos do controle com a das solugdes-teste foi

aplicada a Prova Exata de Fisher (Zar, 1999).
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3. RESULTADOS

O resultado do ensaio com a amostra BC_002 (WT) estd apresentado na Tabela 1. Na Tabela
2 estdo os resultados das analises fisicas e quimicas efetuadas no inicio e no final do ensaio.
= Apesar da imobilidade de 5% dos organismos do controle, o ensaio foi considerado valido
: | porque esta abaixo do limite de 10% estabelecido para a aceitagdo dos resultados (ABNT,
e - 2009).
7: Devido a baixa toxicidade da amostra, a imobilidade dos organismos niio foi significativa, nem
mesmo na maior concentragdo preparada (2,00%), segundo a Prova Exata de Fisher (Zar,

1999). Desta forma, a CE(l)sp - concentragdo efetiva inicial mediana da amostra foi

considerada superior a 2,00%.
4. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABNT Ecotoxicologia aquética - Toxicidade aguda — Método de ensaio com Daphnia spp
(Cladocera, Crustacea). Norma NBR 12713. Rio de Janeiro, ABNT, 23 p., 2009.

ABNT Requisitos gerais para competéncia de laboratérios de ensaio e calibragio. Norma
NBR ISO/IEC 17025. Rio de Janeiro, ABNT, 31 p., 2005.

Keating, K.I. A system of defined (sensu stricto) media for daphnid (Cladocera) culture. Water
Research, V. 19, N°. 1, p.73-78, 1985. 7

Zar, J.H. Biostatistical Analysis. 4.ed. Upper Saddle River, New Jersey, Prentice-Hall, Inc.

1999,
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Tabela 1 - Resultado do ensaio de toxicidade aguda com Daphnia similis para a amostia
BC_002 (WT).

Concentracio Numero de animais por réplica (imdéveis/total) Imobilidade
Nominal Rép. | Rép.2  Rép.3 Rép. 4 Total (%)
Controle 0/5 1/5 0/5 0/5 1/20 3
0,125% 0/5 0/5 0/5 0/5 0/20 0

0,25% 0/5 0/5 0/5 0/5 0/20 0
0,50% 0/5 0/5 0/5 1/5 0/20 5
1,00% 1/5 0/5 0/5 0/5 0/20 5
2,00% 0/5 1/5 0/5 0/5 0/20 5

Tabela 2 - Analises fisicas e quimicas da agua de dilui¢io e solugdes do ensaio de toxicidade

aguda com Daphnia similis para a amostra BC_002 (WT).

Oxigénio Dissolvido

Concentragéo pH Dureza total
Nenhial {mg Oy/L) (mg CaCO4/L)
Inicial Final Inicial Final
Controle T:33 6,89 7,10 7,96 46,0
0,125% 7,03 6,96 7,00 7.97 -
0,50% 7,02 6,99 6,82 7,90 -
2,00% 6,94 7,02 5,68 7,71 -
Notas: Os resultados apresentados referem-se exclusivamente a amostra analisada.

Ensaios realizados de acordo com a ABNT NBR ISO/IEC 17025:2005.

A reprodugdio parcial deste relatorio de ensaio requer autorizagio formal por parte do
TECAM Laboratérios.

Amostragem sob responsabilidade do solicitante.

S3o Paulo, 28 de Fevereiro de 2014.
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Aline Mrotzeck Masquetto
Biologa (BSc)
CRBio 89054/01-D
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1. INTRODUCAO j{\/ a }

O objetivo deste ensaio foi determinar a toxicidade aguda da amostra BC_002 (V\?*E.)____par@:_

-

B

|
|
5| . - . " .
I Daphnia similis. Apos 48 horas de exposi¢éo, deve ser estabelecida a concentragio nominal da
| amostra que causa a imobilidade de 50% dos organismos testados, nas condigdes de ensaio -
CE(D)so; 48h. A descrigéio detalhada das condi¢des de manutengéio e dos dados biologicos da

cultura encontram-se arquivados no TECAM- TECNOLOGIA AMBIENTAL LTDA.
2. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
2.1 Dados da amostra

Identificagdo da amostra: BC_002 (WT).
Protocolo n® 1831/2014 — 6.0.
Data de entrada: 18/02/2014.
Data de fabricagio: 17/02/2014.
Data de vencimento: 19/02/2014.
N°do Lote: Néo informado.
; ! Acondicionamento: Tubo plastico.
o Estado Fisico: Sélido.
2.2 Dados do organismo-teste

Espécie: Daphnia similis (Cladocera, Crustacea).

(&2 Idade: Jovens com 6 a 24 horas.
2.3 Condigoes de ensaio

Data de inicio: 18/02/2014.

Data de término: 20/02/2014.

Temperatura a da agua: 19,5 a 19,9°C.
Fotoperiodo: sem iluminago.

Renovacio do meio: estatico.

Agua de diluigiio e controle: Meio sintético MS.

Duragéo: 48 horas.
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2.4 Cultivo e controle de sensibilidade

O cultivo dos organismos € realizado em Meio sintético MS (Keating, 1985). Mensalmente os
organismos-teste s3o submetidos a um ensaio de sensibilidade com a substéncia de referéncia,
cloreto de sodio. A carta-controle de sensibilidade, utilizando dados acumulados de varios
ensaios, indica uma CE(I)sp; 48h média de 2,81 g NaCl/L, com limites de controle (média +
2.desvios-padrdo) entre 1,69 a 3,93 g NaCl/L. O ultimo ensaio realizado, correspondente ao
periodo de avaliagfio do presente ensaio com a amostra, apresentou uma concentragio efetiva
inicial mediana de 3,40 g NaCl/L. Este valor estd dentro da faixa definida para avaliagio do

sistema-teste (Anexo 1).
2.5 Procedimentos

O pallet de células foi ressuspenso com 493 mL de 4gua deionizada, correspondendo a
concentragéo de 15g/L de células, essa solugdo foi considerada solugdio estoque 100,0%. A
partir desta solugdo foram realizadas as seguintes concentragdes-teste: 0,125%; 0,25%:; 0,50%:
1,00% e 2,00%.

Organismos jovens, com idade entre 6 ¢ 24 horas, foram selecionados da cultura isolada 24
horas antes do inicio do ensaio. Foram adicionados cinco organismos em cada béquer,
contendo aproximadamente 25 mL de solugfo-teste, e um controle composto somente por
agua de diluigio, foram preparadas quatro réplicas para cada concentracéo.

Apés 48 horas de exposigio, foram contados os organismos iméveis em cada béquer. SFo
considerados imdveis aqueles incapazes de nadar durante um periodo de 15 segundos de
observagio, apos agitagio leve do frasco, e também os aprisionados na superficie da agua,
mesmo que moveis.

No inicio e no final do ensaio foram realizadas analises de pH e teor de oxigénio dissolvido da
agua de diluigdo (controle) e de trés concentragdes preparadas. Além dessas analises, foi

também determinada a dureza total da dgua de diluigso.
2.6 Anadlise estatistica

Para comparagfio da imobilidade dos organismos do controle com a das soluges-teste foi

aplicada a Prova Exata de Fisher (Zar, 1999).
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3. RESULTADOS P

g

O resultado do ensaio com a amostra BC_002 (WT) esta apresentado na Tabela 1. Na Tabela
2 estdo os resultados das analises fisicas e quimicas efetuadas no inicio e no final do ensaio.
Apesar da imobilidade de 5% dos organismos do controle, o ensaio foi considerado valido,
: = porque esta abaixo do limite de 10% estabelecido para a aceitacdo dos resultados (ABNT,
2009).

Devido a baixa toxicidade da amostra, a imobilidade dos organismos néo foi significativa, nem
mesmo na maior concentragdo preparada (2,00 %), segundo a Prova Exata de Fisher (Zar,

1999). Desta forma, a CE(I)sp - concentragdo efetiva inicial mediana da amostra foi

considerada superior a 2,00 %.
4. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABNT Ecotoxicologia aquatica - Toxicidade aguda — Método de ensaio com Daphnia spp
(Cladocera, Crustacea). Norma NBR 12713. Rio de Janeiro, ABNT, 23 p., 2009.
ABNT Requisitos gerais para competéncia de laboratérios de ensaio e calibragio. Norma
NBR ISO/IEC 17025. Rio de Janeiro, ABNT, 31 p., 2005.
Keating, K.1. A system of defined (sensu stricto) media for daphnid (Cladocera) culture. Water
| Research, V. 19, N°. 1, p.73-78, 1985,
i Zar, ].H. Biostatistical Analysis. 4.ed. Upper Saddle River, New Jersey, Prentice-Hall, Inc.
|

; 1999,
|
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TABELAS

Tabela 1 - Resultado do ensaio de toxicidade aguda com Daphnia similis para a amostra

BC_002 (WT).
Concentragdo Numero de animais por réplica (iméveis/total) Imobilidade
Nominal Rép. 1 Rép.2  Rép.3 Rép. 4 Total (%)
Controle 0/5 1/5 0/5 0/5 1/20 5
0,125% 0/5 0/5 0/5 0/5 0/20 0
0,25% 0/5 0/5 1/5 0/5 1/20 5
0,50% 0/5 0/5 0/5 0/5 0/20 0
1,00% 0/5 0/5 0/5 0/5 0/20 0
2,00% 1/5 0/5 0/5 0/5 1/20 5

Tabela 2 - Anélises fisicas e quimicas da dgua de diluigio e solu¢des do ensaio de toxicidade

aguda com Daphnia similis para a amostra BC_002 (WT).

Oxigénio Dissolvido

Concentracio pH Dureza total
Nominal (mg Oo/L) (mg CaCOs/L)
Inicial Final Inicial Final
Controle 7,33 6,89 7,10 7,96 46,0
0,125% 6,99 6,98 6,84 7,95 -
0,50% 6,91 7,00 6,89 7,88 -
2,00% 6,92 7,00 5,89 7,50 -
Notas: Os resultados apresentados referem-se exclusivamente 4 amostra analisada.

Ensaios realizados de acordo com a ABNT NBR ISO/IEC 17025:2005.

A reprodugdo parcial deste relatério de ensaio requer autorizagiio formal por parte do
TECAM Laboratorios.

Amostragem sob responsabilidade do solicitante.

Séo Paulo, 28 de Fevereiro de 2014.
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Aline Mrotzeck Masquetto
Bidloga (BSc)
: CRBio 89054/01-D
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1. INTRODUCAO

O objetivo deste ensaio foi determinar a toxicidade aguda da amostra BC_001 (OGM) para
Daphnia similis. Apds 48 horas de exposigdo, deve ser estabelecida a concentragdo nominal da
amostra que causa a imobilidade de 50% dos organismos testados, nas condi¢des de ensaio -
CE(T)so; 48h. A descri¢o detalhada das condigdes de manutencé@o e dos dados biologicos da

cultura encontram-se arquivados no TECAM- TECNOLOGIA AMBIENTAL LTDA.
2.  PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
2.1 Dados da amostra

Identifica¢@o da amostra: BC_001 (OGM).
Protocolo n°: 1830/2014 - 5.0.
Data de entrada: 18/02/2014.
Data de fabricagdo: 17/02/2014.
Data de vencimento: 19/02/2014.
N°do Lote: Nio informado.
Acondicionamento: Tubo plastico.

Estado Fisico: Sélido.
2.2 Dados do organismo-teste

Espécie: Daphnia similis (Cladocera, Crustacea).

Idade: Jovens com 6 a 24 horas.
2.3 Condicdes de ensaio

Data de inicio: 18/02/2014.

Data de término: 20/02/2014.

Temperatura a da dgua: 19,5 a 19,9°C.
Fotoperiodo: sem iluminagéo.

Renovagdo do meio: estatico.

Agua de diluigéo e controle: Meio sintético MS.

Duragéo: 48 horas.
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2.4 Cultivo e controle de sensibilidade

O cultivo dos organismos ¢ realizado em Meio sintético MS (Keating, 1985). Mensalmente os
organismos-teste sdo submetidos a um ensaio de sensibilidade com a substincia de referéncia,
cloreto de sodio. A carta-controle de sensibilidade, utilizando dados acumulados de varios
ensaios, indica uma CE(I)so; 48h média de 2,81 g NaCl/L, com limites de controle (média +
2.desvios-padréio) entre 1,69 a 3,93 g NaCl/L. O altimo ensaio realizado, correspondente ao
periodo de avaliagdo do presente ensaio com a amostra, apresentou uma concentragio efetiva
inicial mediana de 3,40 g NaCl/L .Este valor estd dentro da faixa definida para avaliagfio do

sistema-teste (Anexo 1).
2.5 Procedimentos

O pallet de células foi ressuspenso com 475 mL de dgua deionizada, correspondendo a
concentragdo de 15g/L. de células, essa solugéo foi considerada soluciio estoque 100,0%. A
partir desta solugfio foram realizadas as seguintes concentragdes-teste: 0,125%; 0,25%; 0,50%;
1,00% e 2,00%.

Organismos jovens, com idade entre 6 e 24 horas, foram selecionados da cultura isolada 24
horas antes do inicio do ensaio. Foram adicionados cinco organismos em cada béquer,
contendo aproximadamente 25 mL de solugdo-teste, € um controle composto somente por
agua de diluicdo, foram preparadas quatro réplicas para cada concentragio.

Apos 48 horas de exposi¢io, foram contados os organismos imoveis em cada béquer. Sio
considerados imoveis aqueles incapazes de nadar durante um periodo de 15 segundos de
observagdo, apds agitagdo leve do frasco, e também os aprisionados na superficie da agua,
mesmo que moveis.

No inicio e no final do ensaio foram realizadas analises de pH e teor de oxigénio dissolvido da
agua de diluicdo (controle) e de trés concentragdes preparadas. Além dessas andlises, foi

também determinada a dureza total da agua de diluigéo.
2,6 Analise estatistica

Para comparagio da imobilidade dos organismos do controle com a das solu¢des-teste foi

aplicada a Prova Exata de Fisher (Zar, 1999).

RL1830/2014 - 5.0DP 4/7
DQ - UGQ 429 —rev.01

Rua Fabia, 59
05051-030 « Sao Paulo » SP
Tel.: (11) 3677-2553 » www.tecam.com.br



Laboratorios

I I A M Laboratdrio de ensaio acreditado pela Cgere'de acordo ‘. )
com a ABNT NBR ISO/IEC 17025, sob nimero CRL 0395\ L j

3. RESULTADOS

O resultado do ensaio com a amostra BC_001 (OGM) esta apresentado na Tabela 1. Na
Tabela 2 estfo os resultados das andlises fisicas e quimicas efetuadas no inicio e no final do
ensaio. Apesar da imobilidade de 5% dos organismos do controle, o ensaio foi considerado
valido porque estd abaixo do limite de 10% estabelecido para a aceitagdo dos resultados
(ABNT, 2009).

Devido a baixa toxicidade da amostra, a imobilidade dos organismos néo foi significativa, nem
mesmo na maior concentragdo preparada (2,00%), segundo a Prova Exata de Fisher (Zar,
1999). Desta forma, a CE(I)sp - concentragdo efetiva inicial mediana da amostra foi

considerada superior a 2,00%
4. REFERKENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABNT Ecotoxicologia aquatica - Toxicidade aguda — Método de ensaio com Daphnia spp
(Cladocera, Crustacea). Norma NBR 12713. Rio de Janeiro, ABNT, 23 p., 20009.

ABNT Requisitos gerais para competéncia de laboratérios de ensaio e calibragiio. Norma
NBR ISO/IEC 17025. Rio de Janeiro, ABNT, 31 p., 2005.

Keating, K.I. A system of defined (sensu stricto) media for daphnid (Cladocera) culture. Water
Research, V. 19, N°. 1, p.73-78, 1985.

Zar, ].H. Biostatistical Analysis. 4.ed. Upper Saddle River, New Jersey, Prentice-Hall, Inc.
1999,
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Tabela 1 - Resultado do ensaio de toxicidade aguda com Daphnia similis para a amostra

BC_001 (OGM).

Concentrac¢ao Numero de animais por réplica (iméveis/total) Imobilidade
Nominal Rép. 1 Rép.2  Rép.3 Rép. 4 Total (%)
Controle 0/5 1/5 0/5 0/5 1/20 5
0,125% 0/5 0/5 0/5 0/5 0/20 0

0,25% 0/5 0/5 0/5 0/5 0/20 0
0,50% 0/5 0/5 0/5 0/5 0/20 0
1,00% 0/5 0/5 0/5 0/5 0/20 0
2,00% 0/5 0/5 0/5 0/5 0/20 0

Tabela 2 - Analises fisicas e quimicas da dgua de dilui¢io e solucdes do ensaio de toxicidade

aguda com Daphnia similis para a amostra BC_001 (OGM).

Concentragio Oxigenitn glfiomdo Dureza total
Nominal (mg O:/L) (mg CaCO4/L)
Inicial Final Inicial Final
Controle 7,33 6,89 7,10 7,96 46,0
0,125% 7,08 6,93 6,74 7,87 -
0,50% 7,09 6,96 6,78 - 7,87 -
2,00% 7,00 6,98 5,75 7,84 -
Notas: Os resultados apresentados referem-se exclusivamente a amostra analisada.

Ensaios realizados de acordo com a ABNT NBR ISO/IEC 17025:2005.
A reprodugdo parcial deste relatério de ensaio requer autorizagéio formal por parte do

TECAM Laboratérios.

Amostragem sob responsabilidade do solicitante.
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Laboratorias

1. INTRODUCAO

O objetivo deste ensaio foi determinar a toxicidade aguda da amostra BC_001 (OGM) para
Daphnia similis. Apos 48 horas de exposigéo, deve ser estabelecida a concentragio nominal da
amostra que causa a imobilidade de 50% dos organismos testados, nas condi¢Ses de ensaio -
CE(I)so; 48h. A descrigdo detalhada das condi¢des de manutengio e dos dados bioldgicos da

cultura encontram-se arquivados no TECAM- TECNOLOGIA AMBIENTAL LTDA.
2.  PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
2.1 Dados da amostra

Identificag@io da amostra: BC_001 (OGM).
Protocolo n® 1830/2014 — 6.0.

Data de entrada: 18/02/2014.

Data de fabricago: 17/02/2014.

Data de vencimento: 19/02/2014.

N°do Lote: N#o informado.
Acondicionamento: Tubo plastico.

Estado Fisico: Sélido.
2.2 Dados do organismo-teste

Espécie: Daphnia similis (Cladocera, Crustacea).

Idade: Jovens com 6 a 24 horas.
2.3 Condicdes de ensaio

Data de inicio: 18/02/2014.

Data de término: 20/02/2014.

Temperatura a da agua: 19,5 a 19,9°C.
Fotoperiodo: sem iluminag&o.

Renovagio do meio: estatico.

Agua de diluigio e controle: Meio sintético MS.

Duragdo: 48 horas.
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2.4 Cultivo e controle de sensibilidade

O cultivo dos organismos ¢ realizado em Meio sintético MS (Keating, 1985). Mensalmente os
organismos-teste sdo submetidos a um ensaio de sensibilidade com a substancia de referéncia,
cloreto de sodio. A carta-controle de sensibilidade, utilizando dados acumulados de varios
ensaios, indica uma CE(I)so; 48h média de 2,81 g NaCl/L, com limites de controle (média =+
2.desvios-padrdo) entre 1,69 a 3,93 g NaCl/L. O 1ltimo ensaio realizado, correspondente ao
periodo de avaliagdio do presente ensaio com a amostra, apresentou uma concentragio efetiva
inicial mediana de 3,40 g NaCl/L. Este valor esta dentro da faixa definida para avaliagdo do

sistema-teste (Anexo 1).
2.5 Procedimentos

O pallet de células foi ressuspenso com 475 mL de dgua deionizada, correspondendo a
concentracdo de 15g/L de células, essa solugfio foi considerada solugéo estoque 100,0%. A
partir desta solugfio foram realizadas as seguintes concentragdes-teste: 0,125%; 0,25%; 0,50%;
1,00% e 2,00%.

Organismos jovens, com idade entre 6 ¢ 24 horas, foram selecionados da cultura isolada 24
horas antes do inicio do ensaio. Foram adicionados cinco organismos em cada béquer,
contendo aproximadamente 25 mL de solugdo-teste, ¢ um controle composto somente por
agua de dilui¢fo, foram preparadas quatro réplicas para cada concentragéo.

Ap6s 48 horas de exposigio, foram contados os organismos imdveis em cada béquer. S&o
considerados imo6veis aqueles incapazes de nadar durante um periodo de 15 segundos de
observagdo, apos agitagio leve do frasco, e também os aprisionados na superficie da agua,
mesmo que moveis.

No inicio e no final do ensaio foram realizadas analises de pH e teor de oxigénio dissolvido da
dgua de diluigdo (controle) e de trés concentragdes preparadas. Além dessas analises, foi

também determinada a dureza total da dgua de diluicdo.
2.6 Analise estatistica

Para comparagiio da imobilidade dos organismos do controle com a das solugdes-teste foi

aplicada a Prova Exata de Fisher (Zar, 1999).
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Laboratorios

3. RESULTADOS

O resultado do ensaio com a amostra BC_001 (OGM) esta apresentado na Tabela 1. Na
Tabela 2 estfio os resultados das analises fisicas e quimicas efetuadas no inicio € no final do
ensaio. Apesar da imobilidade de 5% dos organismos do controle, o ensaio foi considerado
vélido porque estd abaixo do limite de 10% estabelecido para a aceitagiio dos resultados
(ABNT, 2009).

Devido a baixa toxicidade da amostra, a imobilidade dos organismos n#o foi significativa, nem
mesmo na maior concentragdo preparada (2,00%), segundo a Prova Exata de Fisher (Zar,
1999). Desta forma, a CE(I)sp - concentragdo efetiva inicial mediana da amostra foi

considerada superior a 2,00%.
4. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABNT Ecotoxicologia aquética - Toxicidade aguda — Método de ensaio com Daphnia spp
(Cladocera, Crustacea). Norma NBR 12713. Rio de Janeiro, ABNT, 23 p., 2009.

ABNT Requisitos gerais para competéncia de laboratorios de ensaio e calibragiio. Norma
NBR ISO/IEC 17025. Rio de Janeiro, ABNT, 31 p., 2005.

Keating, K.I. A system of defined (sensu stricto) media for daphnid (Cladocera) culture. Water
Research, V. 19, N°. 1, p.73-78, 1985. 7

Zar, J.H. Biostatistical Analysis. 4.ed. Upper Saddle River, New Jersey, Prentice-Hall, Inc.

1999,
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TABELAS

Tabela 1 - Resultado do ensaio de toxicidade aguda com Daphnia similis para a amostra
BC_001 (OGM).

Concentragio Numero de animais por réplica (imoveis/total) Imobilidade
Nominal Rép. 1 Rép.2 Rép.3  Rép.4 Total (%)
Controle 0/5 1/5 0/5 0/5 1/20 5
0,125% 0/5 0/5 0/5 0/5 0/20 0

0,25% 0/5 0/5 0/5 0/5 0/20 0
0,50% 0/5 0/5 0/5 0/5 0/20 0
1,00% 0/5 0/5 0/5 0/5 0/20 0
2,00% 0/5 0/5 0/5 0/5 0/20 0

Tabela 2 - Anélises fisicas e quimicas da 4dgua de diluigio e solugdes do ensaio de toxicidade

aguda com Daphnia similis para a amostra BC_001 (OGM).

Oxigénio Dissolvido

Concentragéo pH Dureza total
Nominal (mg O2/L) (mg CaCOs5/L)
Inicial Final Inicial Final
Controle 7,33 6,89 7,10 7,96 46,0
0,125% 7,05 6,97 6,96 .92 -
0,50% 7,08 6,97 6,94 7,89 -
2,00% 7,04 7,02 6,27 7,76 -
ol
o
Notas: Os resultados apresentados referem-se exclusivamente & amostra analisada.

Ensaios realizados de acordo com a ABNT NBR ISO/IEC 17025:2005.

A reprodugiio parcial deste relatério de ensaio requer autorizagio formal por parte do
TECAM Laboratdrios.

Amostragem sob responsabilidade do solicitante.

Sao Paulo, 28 de Fevereiro de 2014.

»g ﬂik L ‘”7 ‘w%ﬁ‘ &

Aline Mrotzeck Masquetto
Biodloga (BSc)
CRBio 89054/01-D
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ANEXO 1

CARTA-CONTROLE DE AVALIAGAD

Laboratério de ensaio acreditado pela Cgcre de acordo
com a ABNT NBR ISO/IEC 17025, sob niimero CRL 0395

Daphnia similis - Cloreto de Sédio - Publicada em 20/02/13
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RELATORIO DE ENSAIO
BC_001 (OGM)

Ensaio de Toxicidade Aguda com Daphnia similis

METODO DE REFERENCIA: ABNT Ecotoxicologia aquatica - Toxicidade
aguda — Método de ensaio com Daphnia spp
(Cladocera, Crustacea). Norma NBR 12713.
Rio de Janeiro, ABNT, 23 p., 2009.

IDENTIFICACAO: Numero do Relatério: RL1830/2014 - 4.0DP
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1. INTRODUCAO

S o LA
Y, S X -

O objetivo deste ensaio foi determinar a toxicidade aguda da amostra BC_001 (OGM) pa;‘a
Daphnia similis. Ap6s 48 horas de exposicio, deve ser estabelecida a concentragio nominal da
amostra que causa a imobilidade de 50% dos organismos testados, nas condi¢des de ensaio -
CE(I)so; 48h. A descrigfio detalhada das condigdes de manutengio e dos dados biolégicos da

cultura encontram-se arquivados no TECAM- TECNOLOGIA AMBIENTAL LTDA.
2. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

2.1 Dados da amostra

Identificagiio da amostra: BC_001 (OGM).
Protocolo n°: 1830/2014 - 4.0.

Data de entrada: 18/02/2014.

Data de fabricagio: 17/02/2014.

Data de vencimento: 19/02/2014.

N°do Lote: N&o informado.
Acondicionamento: Tubo plastico.

Estado Fisico: Solido.
2.2 Dados do organismo-teste

Espécie: Daphnia similis (Cladocera, Crustacea).

Idade: Jovens com 6 a 24 horas.

2.3 Condigoes de ensaio

Data de inicio: 18/02/2014.

Data de término: 20/02/2014.

Temperatura a da agua: 19,5 a 19,9°C.
Fotoperiodo: sem iluminagéo.

Renovagdo do meio: estatico.

Agua de diluigéio e controle: Meio sintético MS.

Duragio: 48 horas.
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2.4 Cultivo e controle de sensibilidade

O cultivo dos organismos € realizado em Meio sintético MS (Keating, 1985). Mensalmente os
organismos-teste sdo submetidos a um ensaio de sensibilidade com a substincia de referéncia,
cloreto de sodio. A carta-controle de sensibilidade, utilizando dados acumulados de vérios
ensaios, indica uma CE(I)so; 48h média de 2,81 g NaCl/L, com limites de controle (média +
2.desvios-padréo) entre 1,69 a 3,93 g NaCl/L. O 1ltimo ensaio realizado, correspondente ao
periodo de avaliagiio do presente ensaio com a amostra, apresentou uma concentracio efetiva
inicial mediana de 3,40 g NaCl/L. Este valor estd dentro da faixa definida para avaliagio do

sistema-teste (Anexo 1).
2.5 Procedimentos

O pallet de células foi ressuspenso com 475 mL de 4gua deionizada, correspondendo a
concentragdo de 15g/L de células, essa solugfio foi considerada solugfio estoque 100,0%. A
partir desta solu¢o foram realizadas as seguintes concentragdes-teste: 0,125%; 0,25%; 0,50%;
1,00% e 2,00%.

Organismos jovens, com idade entre 6 e 24 horas, foram selecionados da cultura isolada 24
horas antes do inicio do ensaio. Foram adicionados cinco organismos em cada béquer,
contendo aproximadamente 25 mL de solug@io-teste, ¢ um controle composto somente por
agua de diluigdo, foram preparadas quatro réplicas para cada concentracio.

Apds 48 horas de exposigdo, foram contados os organismos iméveis em cada béquer. Sio
considerados iméveis aqueles incapazes de nadar durante um periodo de 15 segundos de
observag8o, ap6s agitagio leve do frasco, e também os aprisionados na superficie da agua,
mesmo que moveis.

No inicio e no final do ensaio foram realizadas anélises de pH e teor de oxigénio dissolvido da
agua de diluigdo (controle) e de trés concentragdes preparadas. Além dessas andlises, foi

também determinada a dureza total da dgua de diluicdo.
2.6 Analise estatistica

Para comparagio da imobilidade dos organismos do controle com a das solugdes-teste foi

aplicada a Prova Exata de Fisher (Zar, 1999).
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3. RESULTADOS

O resultado do ensaio com a amostra BC_001 (OGM) esta apresentado na Tabela 1. Na
Tabela 2 estdo os resultados das andlises fisicas e quimicas efetuadas no inicio e no final do
ensaio. Apesar da imobilidade de 5% dos organismos do controle, o ensaio foi considerado
valido porque estd abaixo do limite de 10% estabelecido para a aceitagdo dos resultados
(ABNT, 2009).

Devido a baixa toxicidade da amostra, a imobilidade dos organismos néo foi significativa, nem
mesmo na maior concentracio preparada (2,00%), segundo a Prova Exata de Fisher (Zar,
1999). Desta forma, a CE(I)sp - concentragfio efetiva inicial mediana da amostra foi

considerada superior a 2,00%.
4. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABNT Ecotoxicologia aquatica - Toxicidade aguda — Método de ensaio com Daphnia spp
(Cladocera, Crustacea). Norma NBR 12713. Rio de Janeiro, ABNT, 23 p., 2009.

ABNT Requisitos gerais para competéneia de laboratérios de ensaio e calibragio. Norma
NBR ISO/IEC 17025. Rio de Janeiro, ABNT, 31 p., 2005.

Keating, K.I. A system of defined (sensu stricto) media for daphnid (Cladocera) culture. Water
Research, V. 19, N°. 1, p.73-78, 1985.

Zar, ].H. Biostatistical Analysis. 4.ed. Upper Saddle River, New Jersey, Prentice-Hall, Inc.
1999.
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TABELAS

Tabela 1 - Resultado do ensaio de toxicidade aguda com Daphnia similis para a amostra
BC_001 (OGM).

Concentracio Numero de animais por réplica (imdveis/total) Imobilidade

Nominal Rép. 1 Rép.2  Rép.3 Rép. 4 Total (%)

Controle 0/5 1/5 0/5 0/5 1/20 5
0,125% 1/5 0/5 0/5 0/5 1/20 5
0,25% 0/5 0/5 0/5 0/5 0/20 0
0,50% 0/5 0/5 0/5 0/5 0/20 0
1,00% 0/5 0/5 0/5 0/5 0/20 0
2,00% 0/5 0/5 0/5 0/5 0/20 0

Tabela 2 - Anélises fisicas e quimicas da dgua de dilui¢do e solugtes do ensaio de toxicidade

aguda com Daphnia similis para a amostra BC_001 (OGM).

Oxigénio Dissolvido

Concentragdo pH Dureza total
Nominal (mg O,/L) (mg CaCO,/L)
Inicial Final Inicial Final
Controle 133 6,89 7,10 7,96 46,0
0,125% 6,99 6,93 7,13 7,85 -
0,50% 7,07 6,95 6,75 - 7,83 -
2,00% 7,00 7,00 5,68 1,77 -
Notas: Os resultados apresentados referem-se exclusivamente 4 amostra analisada.

Ensaios realizados de acordo com a ABNT NBR ISO/IEC 17025:2005.

A reprodugdo parcial deste relatério de ensaio requer autorizagfo formal por parte do
TECAM Laboratorios.

Amostragem sob responsabilidade do solicitante.

S#o Paulo, 28 de Fevereiro de 2014.

ﬂ' five, 5”’7 M't?}ﬁ; e

Aline Mrotzeck Masquetto
Biologa (BSc)
_ CRBio 89054/01-D
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ANEXO 1
u ECAM CARTA-CONTROLE DE AVALIAGAO
Laboratérios Daphnia similis - Cloreto de Sédio - Publicada em 20/02/13
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5.4. Relatério de ensaio de toxicidade aguda com Danio rerio

Toxidade aguda com D. rerio
Inéculo: Parental
Réplicas: 1,2e 3
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Ensaio de Toxicidade Aguda com Peixes

METODO DE REFERENCIA: ABNT Ecotoxicologia aquatica — Toxicidade
aguda - Método de ensaio com peixes.
Norma NBR 15088. Rio de Janeiro, ABNT,

22p., 2011,
IDENTIFICACAO: Ntimero do Relatério: RL1831/2014 - 3.0PX
i SOLICITANTE: GRANBIO INVESTIMENTO.
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1. INTRODUCAO

O objetivo deste ensaio foi determinar a toxicidade aguda da amostra BC_002 (WT) para
peixes da espécie Danio rerio, popularmente conhecido como paulistinha. Apds 96 horas de
exposi¢iio, deve ser estabelecida a concentragdo nominal inicial da amostra que causa
letalidade de 50% dos organismos expostos, nas condi¢des de ensaio — concentracéio letal

inicial mediana - CL(I)so; 96h.
2. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
2.1 Dados da amostra

Identificagdo da amostra: BC_002 (WT).
Protocolo n® 1831/2014 - 3.0.

Data de entrada: 18/02/2014.

Data de fabricagdo: 17/02/2014.

Data de vencimento: 19/02/2014.

N°do Lote: Nfo informado.
Acondicionamento: tubo plastico.

Estado Fisico: sélido.
2.2 Dados do organismo-teste

Espécie: Danio rerio (Hamilton-Buchanan).
‘ Periodo de aclimatag@o: 8 dias.
= | Peso do grupo controle: 2,1212 g.

Comprimento médio total do grupo controle: 2,4 + 0,2 cm.
2.3 Condicdes de ensaio

Data de inicio: 18/02/2014.

Data de término: 22/02/2014.

Temperatura da agua: 23,1 a 25,1°C.
Fotoperiodo: 16 horas de luz e 8 horas de escuro.
Agua de diluigio: d4gua mole reconstituida.
Duragéo: 96 horas.

Aeracfo: sim.
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2.4 Manutencfo e controle de sensibilidade

Para o presente ensaio, foram obtidos peixes de aquicultores idéneos, que cultivam e os
mantém os at€ o inicio da idade adulta. Ao chegarem ao Tecam os peixes foram aclimatados
sob as mesmas condi¢des de qualidade da agua, temperatura e fotoperiodo do ensaio. A
manutengio foi realizada com dgua mole reconstituida, os organismos foram alimentados
diariamente. Durante esse periodo n3o foram observados sinais de doengas e nem
administrados medicamentos de qualquer espécie. No caso de mortalidade acima de 5% nos
7 dias que antecedem o ensaio, todo o lote deve ser rejeitado.

Para cada novo lote de peixes, é realizado um ensaio de sensibilidade com a substincia de
referéncia, cloreto de potassio. A carta controle de sensibilidade, utilizando dados acumulados
de varios ensaios, indica uma CL(I)so; 96h média de 977,0 mg KCI/L, com limites de controle
(média = 2.desvios-padrio) de 708,0 a 1246 mg KCI/L.O resultado do ensaio com o lote de
peixes utilizado no presente estudo estd dentro da faixa definida para avaliagio do
sistema-teste, a concentragdio letal inicial mediana (CL(I)so; 96h) obtida foi de 746,4 mg

KCI/L, com intervalo de confianga de 602,2 a 925,2 mg KCI/L (Anexo 1).
2.5 Procedimentos

O pallet de células foi ressuspenso com 493 mL de 4gua deionizada, correspondendo a
concentragio de 15g/L de células, essa solugfio foi considerada solucéo estoque 100,0%. A
partir desta solu¢do foram realizadas as seguintes concentragdes-teste: 0,125%: 0,25%: 0,50%:
1,00% e 2,00%. A amostra foi diluida com a mesma Agua utilizada para a manutenciio dos
organismos (dgua mole reconstituida).

A alimentaciio dos peixes foi suspensa 24 horas antes e durante todo o periodo do ensaio.
Organismos em boas condiges, foram distribuidos aleatoriamente em aquérios contendo dois
litros de solugdio, foram utilizados 10 peixes para cada concentragdo. Um grupo com 10
organismos foi adicionado em dgua mole reconstituida e utilizado como controle.

A cada 24 horas foram feitas observagdes sobre as condigdes dos organismos, sendo
registrado: mortalidade, movimentos anormais de natagio e quaisquer outras irregularidades.
Ao final do ensaio os organismos sobreviventes foram eutanasiados, os peixes do grupo
controle foram preservados em élcool 30% para determinagéo dos dados biométricos (peso

total € comprimento). Foram realizadas analises de pH e teor de oxigénio dissolvido antes e
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depois das renovagdes em trés concentracdes testadas além da andlise da dureza total da agua
de diluigdo.
2.6 Analise estatistica

Para comparagio da mortalidade dos animais do controle com a das solugdes teste foi aplicada

a Prova Exata de Fisher (Zar, 1999).
3. RESULTADOS

Os resultados do ensaio com a amostra BC_002 (WT) estdo apresentados na Tabela 1. Na

b - Tabela 2 estiio os resultados das anélises fisicas e quimicas das solugdes. Os valores obtidos
| estdo dentro das faixas estabelecidas para a aceitagéio dos resultados (ABNT, 2011).

Ap6s 96 horas de exposigio, foi observado comportamento anormal dos organismos expostos
as concentracdes 1,00% e 2,00% (organismo no fundo). Nenhum comportamento anormal foi
observado nas demais concentragdes testadas e no grupo controle.

Apds 96 horas de exposigdo, foi observada mortalidade de 10% dos organismos expostos na
concentragdo 0,50%. Ndo foi observado mortalidade nas demais concentragdes de ensaio e
controle. A aplicagfio da Prova Exata de Fisher (Zar, 1999) indicou que a amostra néo exerceu
efeito toxico significativo na concentragfo (0,50%). Por essa razfio, a concentragio letal inicial

mediana (CL(I)sp; 96h) da amostra foi considerada superior a 2,00%.
4. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABNT Ecotoxicologia aquatica — Toxicidade aguda - Método de ensaio com peixes. Norma
NBR 15088. Rio de Janeiro, ABNT, 22 p., 2011.

ABNT Requisitos gerais para competéncia de laboratérios de ensaio e calibragdo. Norma NBR
ISO/IEC 17025. Rio de Janeiro, ABNT, 31 p., 2005.

USEPA Methods for measuring the acute toxicity of effluents and receiving waters to
o | freshwater and marine organisms. C.I. Weber. (ed.). 5* ed. Environmental Monitoring

Systems Laboratory, U.S. Environmental Protection Agency, Cincinnati, Ohio, EPA/821-R-

02-012, 2002.
Zar, J.H. Biostatistical Analysis. 4.ed. Upper Saddle River, New Jersey, Prentice-Hall, Inc.
1999,
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TABELAS

Tabela 1 - Resultado do ensaio de toxicidade aguda com Danio rerio para a amostra

BC_002 (WT).

Concentragdo Nimero cumulativo de animais mortos/total Mortalidade
nominal 24h 48h 7 72h 96h (%)
Controle 0/10 0/10 0/10 0/10 0
0,125% 0/10 0/10 0/10 0/10 0

0,25% 0/10 0/10 0/10 0/10 0
0,50% 1/10 1/10 1/10 1/10 10
1,00% 0/10 0/10 0/10 0/10 0
2,00% 0/10 0/10 0/10 0/10 0

Tabela 2 - Analises fisicas e quimicas da dgua de dilui¢io e solugdes-teste, realizadas no

ensaio de toxicidade aguda com Danio rerio para a amostra BC_002 (WT).

Concentragio pH Ixipen diesalvids Dureza total

ioirial (mg O5/1) (mg CaCO4/L)
ormina Inicial Final Inicial Final 8 .

Controle 7,32 7,38 7,58 6,74 _ 43,0

0,125% . 7,42 7,50 7,26 7,04 -
0,50% 7,42 7,56 6,97 6,61 -
2,00% 7,32 7:57 5,91 6,19 -

Notas: Os resultados apresentados referem-se exclusivamente 3 amostra analisada.

Ensaios realizados de acordo com a ABNT NBR ISO/IEC 17025:2005.

A reprodugéio parcial deste relatério de ensaio requer autorizagio formal por parte do
TECAM Laboratérios.

Amostragem sob responsabilidade do solicitante.

Sdo Paulo, 28 de Fevereiro de 2014.
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Aline Mrotzeck Masquetto
Bidloga (BSc)
CRBio 89054/01-D
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TEC/\M CARTA-CONTRbLE DE AVALIAGAO

Laboratoros Danio rerio - Cloreto de Potassio - Publicada em 21/02/2013
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1 . l l A M Laboratério de ensaio acreditado pela Cgcre de acordo
Rl com a ABNT NBR ISO/IEC 17025, sob niimero CRL 0395

1. INTRODUCAO

O objetivo deste ensaio foi determinar a toxicidade aguda da amostra BC_002 (WT) para
peixes da espécie Danio rerio, popularmente conhecido como paulistinha. Apés 96 horas de
exposigdo, deve ser estabelecida a concentragio nominal inicial da amostra que causa
letalidade de 50% dos organismos expostos, nas condigdes de ensaio — concentracdo letal
inicial mediana - CL(T)sq; 96h.

2. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
2.1 Dados da amostra

Identificagiio da amostra: BC_002 (WT).
Protocolo n°: 1831/2014 - 2.0.

Data de entrada: 18/02/2014.

Data de fabricagéo: 17/02/2014.

Data de vencimento: 19/02/2014.

N°do Lote: N#o informado.
Acondicionamento: Tubo plastico.

Estado Fisico: Solido.
2.2 Dados do organismo-teste

Espécie: Danio rerio (Hamilton-Buchanan).
Periodo de aclimatacfio: 9 dias.
Peso do grupo controle: 1,7570 g.

Comprimento médio total do grupo controle: 2,3 £ 0,3 cm.
2.3 Condigides de ensaio

Data de inicio: 19/02/2014.

Data de término: 23/02/2014.

Temperatura da agua: 24,0 a 25,3°C.
Fotoperiodo: 16 horas de luz e 8 horas de escuro.
Agua de diluigio: 4gua mole reconstituida.
Duragéo: 96 horas.

Aeracdo: sim.
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2.4 Manutencéo e controle de sensibilidade

Para o presente ensaio, foram obtidos peixes de aquicultores idoneos, que cultivam e os
mantém os até o inicio da idade adulta. Ao chegarem ao Tecam os peixes foram aclimatados
sob as mesmas condi¢bes de qualidade da agua, temperatura e fotoperiodo do ensaio. A
manutencio foi realizada com Agua mole reconstituida, os organismos foram alimentados
diariamente. Durante esse periodo ndo foram observados sinais de doengas e nem
administrados medicamentos de qualquer espécie. No caso de mortalidade acima de 5% nos
7 dias que antecedem o ensaio, todo o lote deve ser rejeitado.

Para cada novo lote de peixes, ¢ realizado um ensaio de sensibilidade com a substincia de
referéncia, cloreto de potassio. A carta controle de sensibilidade, utilizando dados acumulados
de varios ensaios, indica uma CL(I)so; 96h média de 977,0 mg KCI/L, com limites de controle
(média + 2.desvios-padrdo) de 708,0 a 1246 mg KCI/L.O resultado do ensaio com o lote de
peixes utilizado no presente estudo estd dentro da faixa definida para avaliagio do
sistema-teste, a concentracio letal inicial mediana (CL(I)sp; 96h) obtida foi de 746,4 mg

KCI/L, com intervalo de confianga de 602,2 a 925,2 mg KCI/L (Anexo 1).
2.5 Procedimentos

O pallet de células foi ressuspenso com 493 mL de dgua deionizada, correspondendo a
concentragdo de 15g/L de células, essa solugio foi considerada solugdo estoque 100,0%. A
partir desta solugio foram realizadas as seguintes concentragdes-teste: 0,125%; 0,25%; 0,50%;
1,00% e 2,00%. A amostra foi diluida com a mesma 4gua utilizada para a manuten¢o dos
organismos (4gua mole reconstituida).

A alimentac@io dos peixes foi suspensa 24 horas antes e durante todo o periodo do ensaio.
Organismos em boas condigdes, foram distribuidos aleatoriamente em aquérios contendo dois
litros de solucdo, foram utilizados 10 peixes para cada concentragdo. Um grupo com 10
organismos foi adicionado em dgua mole reconstituida e utilizado como controle.

A cada 24 horas foram feitas observacdes sobre as condigbes dos organismos, sendo
registrado: mortalidade, movimentos anormais de natagdo e quaisquer outras irregularidades.
Ao final do ensaio os organismos sobreviventes foram eutanasiados, os peixes do grupo
controle foram preservados em dlcool 30% para determinagiio dos dados biométricos (peso

total e comprimento). Foram realizadas analises de pH e teor de oxigénio dissolvido antes e
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depois das renovagdes em trés concentragdes testadas além da analise da dureza total da d4gua

de diluicéo.
3. RESULTADOS

Os resultados do ensaio com a amostra BC_002 (WT) estdo apresentados na Tabela 1. Na
Tabela 2 estdo os resultados das analises fisicas e quimicas das solugdes. Os valores obtidos
estdo dentro das faixas estabelecidas para a aceitagéo dos resultados (ABNT, 2011).

Apos 96 horas de exposigo, foi observado comportamento anormal dos organismos expostos
as concentragdes 1,00% e 2,00% (natagdio lenta). Nenhum comportamento anormal foi
observado nas demais concentragdes testadas e no grupo controle.

Apbs 96 horas de exposi¢do ndo foi observado mortalidade em nenhuma concentragfio testada
e controle. Em fungfo dos resultados obtidos, a concentragéio inicial letal mediana (CL(I)so;

96h) da amostra foi considerada superior a 2,00%.
4. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABNT Ecotoxicologia aquatica — Toxicidade aguda - Método de ensaio com peixes. Norma
NBR 15088. Rio de Janeiro, ABNT, 22 p., 2011.

ABNT Requisitos gerais para competéncia de laboratérios de ensaio e calibragio. Norma NBR
ISO/IEC 17025. Rio de Janeiro, ABNT, 31 p., 2005. 7

USEPA Methods for measuring the acute toxicity of effluents and receiving waters to
freshwater and marine organisms. C.I. Weber. (ed.). 5* ed. Environmental Monitoring
Systems Laboratory, U.S. Environmental Protection Agency, Cincinnati, Ohio, EPA/821-R-
02-012, 2002.
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TABELAS

Tabela 1 - Resultado do ensaio de toxicidade aguda com Danio rerio para a amostra BC_002

(WT).

Concentragdo Numero cumulativo de animais mortos/total Mortalidade
nominal 24h 48h 72h 96h (%)
Controle 0/10 0/10 0/10 0/10 0
0,125% 0/10 0/10 0/10 0/10 0

0,25% 0/10 0/10 0/10 0/10 0
0,50% 0/10 0/10 0/10 0/10 0
1,00% 0/10 0/10 0/10 0/10 0
2,00% 0/10 0/10 0/10 0/10 0

Tabela 2 - Anélises fisicas e quimicas da agua de dilui¢io e solugdes-teste, realizadas no

ensaio de toxicidade aguda com Danio rerio para a amostra BC_002 (WT).

Concentragéo pH Crgenio dlxtlvido Dureza total

nominal (mg Oy1) (mg CaCO3/L)
;i Inicial __ Final Inicial Final §

Controle 7,51 8,28 7,45 7,30 - 430

0,125% © .37 7,93 7,04 7,26 -
0,50% 7,54 7,88 7,01 6,88 -
2,00% 7,48 7,71 6,16 6,28 -

Notas: Os resultados apresentados referem-se exclusivamente & amostra analisada.

Ensaios realizados de acordo com a ABNT NBR ISO/IEC 17025:2005.

A reprodugio parcial deste relatério de ensaio requer autorizagio formal por parte do
TECAM Laboratorios.

Amostragem sob responsabilidade do solicitante.

Sdo Paulo, 28 de Fevereiro de 2014.

Aline Mrotzeck Masquetto
Biodloga (BSc)
CRBio 89054/01-D
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ANEXO 1
; u ECAM CARTA-CONTROLE DE AVALIAGAO
il Laboratseos Danio rerio - Cloreto de Potassio - Publicada em 21/02/2013
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1. INTRODUCAO NP e

O objetivo deste ensaio foi determinar a toxicidade aguda da amostra BC_002 (WT) para
peixes da espécie Danio rerio, popularmente conhecido como paulistinha. Apés 96 horas de
exposigio, deve ser estabelecida a concentragdo nominal inicial da amostra que causa
letalidade de 50% dos organismos expostos, nas condigdes de ensaio — concentragio letal

inicial mediana - CL(I)so; 96h.
2. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
2.1 Dados da amostra

Identificag8io da amostra: BC_002 (WT).
Protocolo n°: 1831/2014 - 1.0.

Data de entrada: 18/02/2014.

Data de fabricagdo: 17/02/2014.

Data de vencimento: 19/02/2014.

N°do Lote: Néo informado.
Acondicionamento: Tubo plastico.

Estado Fisico: Solido.
2.2 Dados do organismo-teste

Espécie: Danio rerio (Hamilton-Buchanan).
Periodo de aclimatag#o: 8 dias.
Peso do grupo controle: 2,1212 g.

Comprimento médio total do grupo controle: 2,4 + 0,2 cm.
2.3 Condigoes de ensaio

Data de inicio: 18/02/2014.

Data de término: 22/02/2014.

Temperatura da agua: 23,1 a 25,1°C.
Fotoperiodo: 16 horas de luz e 8 horas de escuro.
Agua de diluigio: dgua mole reconstituida.
Duragdo: 96 horas.

Aeragdo: sim.
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2.4 Manutencéo e controle de sensibilidade

Para o presente ensaio, foram obtidos peixes de aquicultores idoneos, que cultivam e os
mantém os até o inicio da idade adulta. Ao chegarem ao Tecam os peixes foram aclimatados
sob as mesmas condi¢des de qualidade da 4gua, temperatura e fotoperiodo do ensaio. A
manuten¢do foi realizada com agua mole reconstituida, os organismos foram alimentados
diariamente. Durante esse periodo nfdo foram observados sinais de doengas e nem
administrados medicamentos de qualquer espécie. No caso de mortalidade acima de 5% nos
7 dias que antecedem o ensaio, todo o lote deve ser rejeitado.

Para cada novo lote de peixes, ¢ realizado um ensaio de sensibilidade com a substincia de
referéncia, cloreto de potassio. A carta controle de sensibilidade, utilizando dados acumulados
de varios ensaios, indica uma CL(I)sp; 96h média de 977,0 mg KCI/L, com limites de controle
(média + 2.desvios-padrio) de 708,0 a 1246 mg KCI/L.O resultado do ensaio com o lote de
peixes utilizado no presente estudo estd dentro da faixa definida para avaliacio do
sistema-feste, a concentragfio letal inicial mediana (CL(I)sp; 96h) obtida foi de 746,4 mg

KCI/L, com intervalo de confianga de 602,2 a 925,2 mg KCI/L (Anexo 1).
2.5 Procedimentos

O pallet de células foi ressuspenso com 493 mL de dgua deionizada, correspondendo a
concentragio de 15g/L de células, essa solugdo foi considerada solugfo estoque 100,0%. A
partir desta solugéo foram realizadas as seguintes concentragdes-teste: 0,125%; 0,25%: 0,50%;
1,00% e 2,00%. A amostra foi diluida com a mesma agua utilizada para a manutencio dos
organismos (dgua mole reconstituida).

A alimentagio dos peixes foi suspensa 24 horas antes e durante todo o periodo do ensaio.
Organismos em boas condigdes, foram distribuidos aleatoriamente em aquérios contendo dois
litros de solugdo, foram utilizados 10 peixes para cada concentragdo. Um grupo com 10
organismos foi adicionado em dgua mole reconstituida e utilizado como controle.

A cada 24 horas foram feitas observagdes sobre as condigdes dos organismos, sendo
registrado: mortalidade, movimentos anormais de natagfio e quaisquer outras irregularidades.
Ao final do ensaio os organismos sobreviventes foram eutanasiados, os peixes do grupo
controle foram preservados em élcool 30% para determinagio dos dados biométricos (peso

total e comprimento). Foram realizadas andlises de pH e teor de oxigénio dissolvido antes ¢
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depois das renovagdes em trés concentragdes testadas além da analise da dureza total da agia——"

de diluigao.
2.6 Analise estatistica

Para comparagdo da mortalidade dos animais do controle com a das solugdes teste foi aplicada

a Prova Exata de Fisher (Zar, 1999).
3. RESULTADOS

Os resultados do ensaio com a amostra BC_002 (WT) estdo apresentados na Tabela 1. Na

Tabela 2 estdo os resultados das andlises fisicas e quimicas das solu¢des. Os valores obtidos

estdio dentro das faixas estabelecidas para a aceitagfio dos resultados (ABNT, 2011).

Apbs 96 horas de exposi¢do, foi observado comportamento anormal dos organismos expostos
as concentragdes 1,00% e 2,00% (organismo no fundo). Nenhum comportamento anormal foi
observado nas demais concentragdes testadas e no grupo controle.

Apbs 96 horas de exposigdo, foi observada mortalidade de 10% dos organismos expostos a
concentragio 1,00%. N#o foi observado mortalidade nas demais concentragdes de ensaio e
controle. A aplicagfio da Prova Exata de Fisher (Zar, 1999) indicou que a amostra nio exerceu
efeito toxico significativo na concentragéo testada (1,00 mg/L). Por essa razéo, a concentragdo

letal inicial mediana (CL(I)so; 96h) da amostra foi considerada superior a 2,00%.
4. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABNT Ecotoxicologia aquatica — Toxicidade aguda - Método de ensaio com peixes. Norma
NBR 15088. Rio de Janeiro, ABNT, 22 p., 2011.

ABNT Requisitos gerais para competéncia de laboratérios de ensaio e calibragéo. Norma NBR
ISO/IEC 17025. Rio de Janeiro, ABNT, 31 p., 2005.

USEPA Methods for measuring the acute toxicity of effluents and receiving waters to
freshwater and marine organisms. C.I. Weber. (ed.). 5* ed. Environmental Monitoring

Systems Laboratory, U.S. Environmental Protection Agency, Cincinnati, Ohio, EPA/821-R-

02-012, 2002.
Zar, J.H. Biostatistical Analysis. 4.ed. Upper Saddle River, New Jersey, Prentice-Hall, Inc.
1999.
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TABELAS

Tabela 1 - Resultado do ensaio de toxicidade aguda com Danio rerio para a amostra BC_002

(WT).

Concentragdo Numero cumulativo de animais mortos/total Mortalidade
nominal 24h 48h 72h 96h (%)
Controle 0/10 0/10 0/10 0/10 0
0,125% 0/10 0/10 0/10 0/10 0

0,25% 0/10 0/10 0/10 0/10 0
0,50% 0/10 0/10 0/10 0/10 0
1,00% 1/10 1/10 1/10 1/10 10
2,00% 0/10 0/10 0/10 0/10 0

Tabela 2 - Andlises fisicas e quimicas da agua de dilui¢dio e solugdes-teste, realizadas no

ensaio de toxicidade aguda com Danio rerio para a amostra BC_002 (WT).

Concentragéo PH SiigEnin distblyido Dureza total
nominal (mg Oy/1) (mg CaCOs/L)
Inicial Final Inicial Final g LA
Controle 7,32 7.38 7,58 6,74 _ 43,0
0,125% : 7,34 133 135 6,23 -
0,50% 7,45 7,51 6,95 6,39 -
2,00% 7.33 7,54 5,86 6,15 -
Notas: Os resultados apresentados referem-se exclusivamente 4 amostra analisada.

Ensaios realizados de acordo com a ABNT NBR ISO/IEC 17025:2005.

A reprodugfio parcial deste relatorio de ensaio requer autorizagio formal por parte do
TECAM Laboratérios.

Amostragem sob responsabilidade do solicitante.

Sdo Paulo, 28 de Fevereiro de 2014.

kg’{i ik AL \337 ,"i.,s}c—.% 4

Aline Mrotzeck Masquetto
Biologa (BSc)
CRBio 89054/01-D
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ANEXO 1

CARTA-CONTROLE DE AVALIACAO

Lahoratorios Danio rerio - Cloreto de Potassio - Publicada em 21/02/2013
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1. INTRODUCAO

O objetivo deste ensaio foi determinar a toxicidade aguda da amostra BC_001 (OGM) para
peixes da espécie Danio rerio, popularmente conhecido como paulistinha. Apés 96 horas de
exposi¢do, deve ser estabelecida a concentragdo nominal inicial da amostra que causa
letalidade de 50% dos organismos expostos, nas condigbes de ensaio — concentragio letal
inicial mediana - CL(I)se; 96h.

2. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
2.1 Dados da amostra

Identificagdo da amostra: BC_001 (OGM).
Protocolo n®: 1830/2014 - 2.0.

Data de entrada: 18/02/2014.

Data de fabricagio: 17/02/2014.

Data de vencimento: 19/02/2014.

N°do Lote: Néo informado.
Acondicionamento: Tubo plastico.

Estado Fisico: Solido.
2.2 Dados do organismo-teste

Espécie: Danio rerio (Hamilton-Buchanan).
Periodo de aclimatagfo: 8 dias.
Peso do grupo controle: 2,1212 g.

Comprimento médio total do grupo controle: 2,4 + 0,2 cm.
2.3 Condicdes de ensaio

Data de inicio: 18/02/2014.

Data de término: 22/02/2014.

Temperatura da agua: 23,1 a 25,1°C.
Fotoperiodo: 16 horas de luz e 8 horas de escuro.
Agua de diluigio: 4gua mole reconstituida.
Duragéo: 96 horas.

Aeracfo: sim.

RL1830/2014 - 2.0PX 3/7
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2.4 Manutencio e controle de sensibilidade

Para o presente ensaio, foram obtidos peixes de aquicultores idéneos, que cultivam e os
mantém os até o inicio da idade adulta. Ao chegarem ao Tecam os peixes foram aclimatados
sob as mesmas condi¢bes de qualidade da agua, temperatura e fotoperiodo do ensaio. A
manutencdo foi realizada com agua mole reconstituida, os organismos foram alimentados
diariamente. Durante esse periodo ndo foram observados sinais de doencas e nem
administrados medicamentos de qualquer espécie. No caso de mortalidade acima de 5% nos
7 dias que antecedem o ensaio, todo o lote deve ser rejeitado.

Para cada novo lote de peixes, é realizado um ensaio de sensibilidade com a substincia de

referéncia, cloreto de potassio. A carta controle de sensibilidade, utilizando dados acumulados

de vdrios ensaios, indica uma CL(I)sp; 96h média de 977,0 mg KCI/L, com limites de controle
(média + 2.desvios-padriio) de 708,0 a 1246 mg KCI/L.O resultado do ensaio com o lote de
peixes utilizado no presente estudo estd dentro da faixa definida para avaliagio do
sistema-teste, a concentragdo letal inicial mediana (CL(I)sp; 96h) obtida foi de 746,4 mg

KCVL, com intervalo de confianga de 602,2 a 925,2 mg KCI/L (Anexo 1).
2.5 Procedimentos

O pallet de células foi ressuspenso com 475 mL de dgua deionizada, correspondendo a
concentragio de 15g/L de células, essa solugdo foi considerada solugéio estoque 100,0%. A
partir desta solugéio foram realizadas as seguintes concentragtes-teste: 0,125%: 0,25%; 0,50%;

1,00% e 2,00%. A amostra foi diluida com a mesma dgua utilizada para a manutencfio dos

organismos (dgua mole reconstituida).

A alimentagiio dos peixes foi suspensa 24 horas antes e durante todo o periodo do ensaio.
Organismos em boas condi¢des, foram distribuidos aleatoriamente em aquérios contendo dois
litros de solugdo, foram utilizados 10 peixes para cada concentragdo. Um grupo com 10
organismos foi adicionado em dgua mole reconstituida e utilizado como controle.

A cada 24 horas foram feitas observa¢bes sobre as condigdes dos organismos, sendo
registrado: mortalidade, movimentos anormais de natagdio e quaisquer outras irregularidades.
Ao final do ensaio os organismos sobreviventes foram eutanasiados, os peixes do grupo
controle foram preservados em dlcool 30% para determinagio dos dados biométricos (peso

total e comprimento). Foram realizadas anélises de pH e teor de oxigénio dissolvido antes e
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depois das renovagdes em trés concentragdes testadas além da andlise da dureza total da dgua

de diluigéo.
2.6 Analise estatistica

Para comparagdo da mortalidade dos animais do controle com a das solugdes teste foi aplicada

a Prova Exata de Fisher (Zar, 1999).
3. RESULTADOS

Os resultados do ensaio com a amostra BC_001 (OGM) estdo apresentados na Tabela 1. Na
Tabela 2 estfio os resultados das analises fisicas e quimicas das solugdes. Os valores obtidos
estdo dentro das faixas estabelecidas para a aceita¢do dos resultados (ABNT, 2011).

Apbs 96 horas de exposigio, foi observado comportamento anormal dos organismos expostos
em todas as concentracoes testadas (organismo no fundo). Nenhum comportamento anormal
foi observado no grupo controle.

Apbs 96 horas de exposigio, foi observada mortalidade igual a 10% dos organismos expostos
a concentracio 0,25%. Nio foi observado mortalidade nas demais concentragdes de ensaio. A
aplicagdo da Prova Exata de Fisher (Zar, 1999) indicou que a amosira nfio exerceu efeito
toxico significativo na concentragiio testada (0,25%). Por essa razdio, a concentragdo letal

inicial mediana (CL(I)sp; 96h) da amostra foi considerada superior a 2,00%. -
4. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABNT Ecotoxicologia aquatica — Toxicidade aguda - Método de ensaio com peixes. Norma
NBR 15088. Rio de Janeiro, ABNT, 22 p., 2011.

ABNT Requisitos gerais para competéncia de laboratorios de ensaio e calibragfio. Norma NBR
ISO/IEC 17025. Rio de Janeiro, ABNT, 31 p., 2005.

USEPA Methods for measuring the acute toxicity of effluents and receiving waters to
freshwater and marine organisms. C.I. Weber. (ed.). 5* ed. Environmental Monitoring
Systems Laboratory, U.S. Environmental Protection Agency, Cincinnati, Ohio, EPA/821-R-
02-012, 2002.

Zar, J.H. Biostatistical Analysis. 4.ed. Upper Saddle River, New Jersey, Prentice-Hall, Inc.
1999.
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TABELAS

Tabela 1 - Resultado do ensaio de toxicidade aguda com Danio rerio para a amostra BC_001

(OGM).

Concentragéo Numero cumulativo de animais mortos/total Mortalidade
nominal 24h 48h 72h 96h (%)
Controle 0/10 0/10 0/10 0/10 0
0,125% 0/10 0/10 0/10 0/10 0

0,25% 1/10 1/10 1/10 1/10 10
0,50% 0/10 0/10 0/10 0/10 0
1,00% 0/10 0/10 0/10 0/10 0
2,00% 0/10 0/10 0/10 0/10 0

Tabela 2 - Analises fisicas e quimicas da agua de diluicio e solugBes-teste, realizadas no

ensaio de toxicidade aguda com Danio rerio para amostra BC_001 (OGM).

Concentracéo pe Chrighaiils Chsndlidn Dureza total
nominal {mg Oy/L) (mg CaCOs/L)
Inicial ___ Final Tnicial Final g 2
Controle 7,32 7,38 7,58 6,74 _ 43,0
0,125% : 7,59 7,49 T.27 6,68 -
0,50% 7,61 7,56 7,08 6,81 -
2,00% 7,59 7:53 6,82 6,20 -
Notas: Os resultados apresentados referem-se exclusivamente 4 amostra analisada.

Ensaios realizados de acordo com a ABNT NBR ISO/IEC 17025:2005.
A reprodugéio parcial deste relatério de ensaio requer autorizagdio formal por parte do
TECAM Laboratorios.

| Amostragem sob responsabilidade do solicitante.

SAo Paulo, 28 de Fevereiro de 2014.

5\!} j,i, Vi \“7 ﬂ,ﬂcﬁﬁ dC

Aline Mrotzeck Masquetto
Biodloga (BSc)
CRBio 89054/01-D
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ANEXO 1
H ECAM CARTA-CONTROLE DE AVALIAGAO
Labiotatstios Danio rerio - Cloreto de Potassio - Publicada em 21/02/2013
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1. INTRODUCAO

O objetivo deste ensaio foi determinar a toxicidade aguda da amostra BC_001 (OGM) para
peixes da espécie Danio rerio, popularmente conhecido como paulistinha. Ap6s 96 horas de
exposi¢do, deve ser estabelecida a concentragdo nominal inicial da amostra que causa
letalidade de 50% dos organismos expostos, nas condi¢des de ensaio — concentragfio letal
inicial mediana - CL(T)sq; 96h.

2. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAIL
2.1 Dados da amostra

Identificagdo da amostra: BC_001 (OGM).
Protocolo n®: 1830/2014 - 3.0.

Data de entrada: 18/02/2014.

Data de fabricag@o: 17/02/2014.

Data de vencimento: 19/02/2014.

N°do Lote: N#o informado.
Acondicionamento: Tubo plastico.

Estado Fisico: Solido.
2.2 Dados do organismo-teste

Espécie: Danio rerio (Hamilton-Buchanan).
Periodo de aclimatagéo: 8 dias.
Peso do grupo controle: 2,1212 g.

Comprimento médio total do grupo controle: 2,4 + 0,2 cm.
2.3 Condig¢des de ensaio

Data de inicio: 18/02/2014.

Data de término: 22/02/2014.

Temperatura da dgua: 23,1 a 25,1°C.
Fotoperiodo: 16 horas de luz e 8 horas de escuro.
Agua de diluigio: 4gua mole reconstituida.
Duragéio: 96 horas.

Aeraco: sim.

RL1830/2014 - 3.0PX 3
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2.4 Manutencio e controle de sensibilidade

Para o presente ensaio, foram obtidos peixes de aquicultores idéneos, que cultivam e os
mantém os até o inicio da idade adulta. Ao chegarem ao Tecam os peixes foram aclimatados
sob as mesmas condi¢bes de qualidade da agua, temperatura e fotoperiodo do ensaio. A
manutencio foi realizada com 4gua mole reconstituida, os organismos foram alimentados
diariamente. Durante esse periodo n3o foram observados sinais de doengas e nem
administrados medicamentos de qualquer espécie. No caso de mortalidade acima de 5% nos
7 dias que antecedem o ensaio, todo o lote deve ser rejeitado.

Para cada novo lote de peixes, é realizado um ensaio de sensibilidade com a substincia de
referéncia, cloreto de potassio. A carta controle de sensibilidade, utilizando dados acumulados
de varios ensaios, indica uma CL(I)sp; 96h média de 977,0 mg KCI/L, com limites de controle
(média + 2.desvios-padréio) de 708,0 a 1246 mg KCI/L.O resultado do ensaio com o lote de
peixes utilizado no presente estudo estd dentro da faixa definida para avaliagio do
sistema-teste, a concentragdo letal inicial mediana (CL(I)sp; 96h) obtida foi de 746,4 mg
KCI/L, com intervalo de confianga de 602,2 a 925,2 mg KCI/L (Anexo 1).

2.5 Procedimentos

O pallet de células foi ressuspenso com 475 mL de dgua deionizada, correspondendo a
concentracio de 15g/L de células, essa solugfio foi considerada solugdo estoque 100,0%. A
partir desta solugo foram realizadas as seguintes concentragdes-teste: 0,125%; 0,25%; 0,50%;
1,00% e 2,00%. A amostra foi diluida com a mesma 4dgua utilizada para a manutengdo dos
organismos (agua mole reconstituida).

A alimentacdo dos peixes foi suspensa 24 horas antes e durante todo o periodo do ensaio.
Organismos em boas condigdes, foram distribuidos aleatoriamente em aquérios contendo dois
litros de solucdo, foram utilizados 10 peixes para cada concentragdo. Um grupo com 10
organismos foi adicionado em agua mole reconstituida e utilizado como controle.

A cada 24 horas foram feitas observacdes sobre as condigdes dos organismos, sendo
registrado: mortalidade, movimentos anormais de natagio e quaisquer outras irregularidades.
Ao final do ensaio os organismos sobreviventes foram eutanasiados, os peixes do grupo
controle foram preservados em 4lcool 30% para determinagdo dos dados biométricos (peso

total & comprimento). Foram realizadas analises de pH e teor de oxigénio dissolvido antes e
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depois das renovagdes em (rés concentragdes testadas além da anslise da dureza total da dgua

de diluicéo.
2.6 Analise estatistica

Para comparagdo da mortalidade dos animais do controle com a das solugdes teste foi aplicada

a Prova Exata de Fisher (Zar, 1999).

3. RESULTADOS

_- , Os resultados do ensaio com a amostra BC_001 (OGM) estdo apresentados na Tabela 1. Na
Tabela 2 estdo os resultados das analises fisicas e quimicas das solugdes. Os valores obtidos
estéo dentro das faixas estabelecidas para a aceitagéo dos resultados (ABNT, 2011).

Apés 96 horas de exposicio, foi observado comportamento anormal dos organismos expostos

as concentragdes 1,00% (organismo na superficie) e 2,00% (organismo no fundo e superficie).

Nenhum comportamento anormal foi observado nas demais concentrac@es testadas e no grupo

controle. _

Apbs 96 horas de exposicio, foi observada mortalidade de 10% dos organismos expostos &

concentragdo 2,00%. Nao foi observado mortalidade nas demais concentragdes de ensaio e

controle. A aplicagéio da Prova Exata de Fisher (Zar, 1999) indicou que a amostra nfio exerceu

efeitos toxicos significativos nem mesmo na maior concentragio testada (2,00%). Por essa

razdo, a concentragdo letal inicial mediana (CL(I)so; 96h) da amostra foi considerada superior
a 2,00%.

4. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

SR G

ABNT Ecotoxicologia aquética — Toxicidade aguda - Método de ensaio com peixes. Norma
NBR 15088. Rio de Janeiro, ABNT, 22 p., 2011.

ABNT Requisitos gerais para competéncia de laboratérios de ensaio e calibragio. Norma NBR
ISO/IEC 17025. Rio de Janeiro, ABNT, 31 p., 2005.

USEPA Methods for measuring the acute toxicity of effluents and receiving waters to
freshwater and marine organisms. C.I. Weber. (ed.). 5* ed. Environmental Monitoring
Systems Laboratory, U.S. Environmental Protection Agency, Cincinnati, Ohio, EPA/821-R-
02-012, 2002.

Zar, ].H. Biostatistical Analysis. 4.ed. Upper Saddle River, New Jersey, Prentice-Hall, Inc.

1999,
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Tabela 1 - Resultado do ensaio de toxicidade aguda com Danio rerio para a amostra

BC_001 (OGM).

Concentragio Numero cumulativo de animais mortos/total Mortalidade
nominal 24h 48h 72h 96h (%)
Controle 0/10 0/10 0/10 0/10 0
0,125% 0/10 0/10 0/10 0/10 0

0,25% 0/10 0/10 0/10 0/10 0
0,50% 0/10 0/10 0/10 0/10 0
1,00% 0/10 0/10 0/10 0/10 0
2,00% 1/10 1/10 1/10 1/10 10

Tabela 2 - Andlises fisicas e quimicas da dgua de dilui¢iio e solugdes-teste, realizadas no

ensaio de toxicidade aguda com Danio rerio para a amostra BC_001 (OGM).

Concentracio pE. GrigenioRssolyido Dureza total
swal (mg O,/1) (mg CaCO,/L)
. Inicial ___ Final Inicial Final i
Controle 732 7,38 7,58 6,74 43,0
0,125% 7131 7,58 132 6,85 B -
0,50% 7,54 7,60 7,11 6,82 -
2,00% 1,33 7,39 6:// 6,24 -
Notas: Os resultados apresentados referem-se exclusivamente 4 amostra analisada.

Ensaios realizados de acordo com a ABNT NBR ISO/IEC 17025:2005.

A reprodugdio parcial deste relatério de ensaio requer autorizagdo formal por parte do
TECAM Laboratérios.

Amostragem sob responsabilidade do solicitante.

Sao Paulo, 28 de Fevereiro de 2014.

Sl Wstzac

Aline Mrotzeck Masquetto
Bidloga (BSc)
CRBio 89054/01-D
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Laboratorios b

1. INTRODUCAO

O objetivo deste ensaio foi determinar a toxicidade aguda da amostra BC_001 (OGM) para
peixes da espécie Danio rerio, popularmente conhecido como paulistinha. Apos 96 horas de
exposigio, deve ser estabelecida a concentragdo nominal inicial da amostra que causa
letalidade de 50% dos organismos expostos, nas condi¢does de ensaio — concentra¢do letal
inicial mediana - CL(I)sp; 96h.

2. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
2.1 Dados da amostra

Identifica¢do da amostra: BC_001 (OGM).
Protocolo n° 1830/2014 - 1.0.

Data de entrada: 18/02/2014.

Data de fabricacdo: 17/02/2014.

Data de vencimento: 19/02/2014.

N°do Lote: Nao informado.
Acondicionamento: Tubo plastico.

Estado Fisico: Solido.
2.2 Dados do organismo-teste

Espécie: Danio rerio (Hamilton-Buchanan).
Periodo de aclimatago: 8 dias.
Peso do grupo controle: 2,1212 g.

Comprimento médio total do grupo controle: 2,4 + 0,2 cm.
2.3 Condigoes de ensaio

Data de inicio: 18/02/2014.

Data de término: 22/02/2014.

Temperatura da agua: 23,1 a 25,1°C.
Fotoperiodo: 16 horas de luz e 8 horas de escuro.
Agua de diluigio: d4gua mole reconstituida.
Duracéo: 96 horas.

Aeracgdo: sim.
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2.4 Manutencio e controle de sensibilidade

Para o presente ensaio, foram obtidos peixes de aquicultores idéneos, que cultivam e os
mantém os at¢ o inicio da idade adulta. Ao chegarem ao Tecam os peixes foram aclimatados
sob as mesmas condi¢des de qualidade da 4gua, temperatura e fotoperiodo do ensaio. A
manutengéio foi realizada com Adgua mole reconstituida, os organismos foram alimentados
diariamente. Durante esse periodo ndo foram observados sinais de doencas e nem
administrados medicamentos de qualquer espécie. No caso de mortalidade acima de 5% nos
7 dias que antecedem o ensaio, todo o lote deve ser rejeitado.

Para cada novo lote de peixes, € realizado um ensaio de sensibilidade com a substincia de
referéncia, cloreto de potassio. A carta controle de sensibilidade, utilizando dados acumulados
de vdrios ensaios, indica uma CL(I)sp; 96h média de 977,0 mg KCI/L, com limites de controle
(média + 2.desvios-padrdo) de 708,0 a 1246 mg KCI/L.O resultado do ensaio com o lote de
peixes utilizado no presente estudo estd dentro da faixa definida para avaliacio do
sistema-teste, a concentragdo letal inicial mediana (CL(I)sp; 96h) obtida foi de 746,4 mg

KCVL, com intervalo de confianca de 602,2 a 925,2 mg KCI/L (Anexo 1).
2.5 Procedimentos

O pallet de células foi ressuspenso com 475 mL de dgua deionizada, correspondendo a
concentragio de 15g/L de células, essa solugfo foi considerada solugfio eétoque 100,0%. A
partir desta solugo foram realizadas as seguintes concentragdes-teste: 0,125%; 0,25%; 0,50%:
1,00% e 2,00%. A amostra foi diluida com a mesma dgua utilizada para a manutencio dos
organismos (agua mole reconstituida).

A alimentaciio dos peixes foi suspensa 24 horas antes e durante todo o periodo do ensaio.
Organismos em boas condigdes, foram distribuidos aleatoriamente em aquérios contendo dois
litros de solugdio, foram utilizados 10 peixes para cada concentragio. Um grupo com 10
organismos foi adicionado em 4gua mole reconstituida e utilizado como controle.

A cada 24 horas foram feitas observagdes sobre as condigdes dos organismos, sendo
registrado: mortalidade, movimentos anormais de natago e quaisquer outras irregularidades.
Ao final do ensaio os organismos sobreviventes foram eutandsiados, os peixes do grupo
controle foram preservados em élcool 30% para determinagéio dos dados biométricos (peso

total e comprimento). Foram realizadas andlises de pH e teor de oxigénio dissolvido antes e

RL1830/2014 - 1.0PX 4/7
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depois das renovagdes em trés concentracdes testadas além da analise da dureza total da agua

de diluigdo.
2.6 Analise estatistica

Para comparagio da mortalidade dos animais do controle com a das solugdes teste foi aplicada

a Prova Exata de Fisher (Zar, 1999).
3. RESULTADOS

Os resultados do ensaio com a amostra BC_001 (OGM) estéio apresentados na Tabela 1. Na
Tabela 2 estio os resultados das andlises fisicas e quimicas das solugdes. Os valores obtidos
estfio dentro das faixas estabelecidas para a aceitag@o dos resultados (ABNT, 2011).

Apds 96 horas de exposigio, foi observado comportamento anormal dos organismos expostos
as concentracdes 1,00% e 2,00% (organismo no fundo). Nenhum comportamento anormal foi
observado nas demais concentragdes testadas e no grupo controle.

Apés 96 horas de exposigio, foi observada mortalidade de 10% dos organismos expostos nas
concentragdes 1,00% e 2,00%. Néo foi observado mortalidade nas demais concentragdes de
ensaio. A aplicagfio da Prova Exata de Fisher (Zar, 1999) indicou que a amostra néo exerceu
efeitos toxicos significativos nem mesmo na maior concentragio testada (2,00%). Por essa
razdo, a concentracdo letal inicial mediana (CL(I)so; 96h) da amostra foi considerada supetior

a2,00%.
4., REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABNT Ecotoxicologia aquética — Toxicidade aguda - Método de ensaio com peixes. Norma
NBR 15088. Rio de Janeiro, ABNT, 22 p., 2011.
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TABELAS

Tabela 1 - Resultado do ensaio de toxicidade aguda com Danio rerio para a amostra BC_001

(OGM).

Concentracdo Numero cumulativo de animais mortos/total Mortalidade
nominal 24h 48h 72h 96h (%)
Controle 0/10 0/10 0/10 0/10 0
0,125% 0/10 0/10 0/10 0/10 0

0,25% 0/10 0/10 0/10 0/10 0
0,50% 0/10 0/10 0/10 0/10 0
1,00% 1/10 1/10 1/10 1/10 10
2,00% 2/10 2/10 2/10 2/10 20

Tabela 2 - Analises fisicas e quimicas da 4gua de diluicio e solucBes-teste, realizadas no

ensaio de toxicidade aguda com Danio rerio para a amostra BC_001 (OGM).

Concentragéo E Crsigenio dissgbyidp Dureza total
nominal (mg Oy/1) (mg CaCOs/L)
Inicial ___ Final Inicial Final i 3
Controle 7,32 7,38 7,58 6,74 _ 43,0
0,125% . 7,99 7,53 7,35 6,72 x
0,50% 7,85 7,54 7,06 6,54 -
2,00% 7,67 7.57 6,39 6,55 -
Notas: Os resultados apresentados referem-se exclusivamente 3 amostra analisada.

Ensaios realizados de acordo com a ABNT NBR ISO/IEC 17025:2005.

A reprodugdio parcial deste relatério de ensaio requer autorizagdo formal por parte do
TECAM Laboratérios.

Amostragem sob responsabilidade do solicitante.
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Aline Mrotzeck Masquetto
Bidloga (BSc)
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NORMA BRASILEIRA

Ecotoxicologia terrestre — Ecotoxicidade aguda — Método de ensaio cd“m
minhocas

1 Escopo

Esta Norma especifica um método para avaliagido da ecotox:cldade aguda para a espécie de minhoca
Eisenia fetida, com amostras de solosesubsténmas quum}cas = iy

2 Termos e definigbes
Para os efeitos deste documento, aplicam-se 0s seguintes termos e definioes.

2.1
agua processada
agua com condutividade- menor que 10 pS/cm apos tratamento por destﬂagao desionizagao ou ultrapurificagéo

2.2
amostra
volume ou massa deflnrdos retirados de substanmas quimlcas ou de solos-teste

2.3
carta-controle ; i
representagéo grafica da avahagao penodlca dos resuitados do ensaio com uma determinada substancia

de referéncia

2.4

concentracdo letal inicial mediana

CL(1)50

concentragio nominal da amostra no inicio do ensaio, que causa efeito na sobrevivéncia de 50 % dos organismos
no tempo de exposi¢éo, nas condigbes de ensaio

A - 14.191.427/0001-29 (Pedido 462674 Impresso: 19:'03f;_‘:‘ i4)

25
concentragio-teste
substrato que consiste na adigdo de solugbes-estoque ao solo artificial, ou solo natural, onde sdo expostos

0s organismos-teste

2.6
ensaio estatico
ensaio realizado sem a renovagéo periédica das concentragbes-teste

2.7
organismo-teste
organismo utilizado na realizagéo do ensaio de toxicidade

Exemplar para uso exclusivo - GRANBIO INVESTIMENTO'\%?

@ABNT 2007 - Todos os direitos reservados 1




Exemplar para uso exclusivo - GRANBIO INVESTIMENTOS S.A. - 14.191.427/0001-29 (Pedido 462674 Impresso: 19/03/2014)

ABNT NBR 15537:2007

2.8

solo-controle '

substrato natural ou artificial que garanta a sobrevivéncia dos organismos-teste, utilizado na validagéo do ensaio
e comparacéo de dados

2.9

solo-teste

amostra do solo integral suspeito de contaminagéo

2.10

solugéo-estoque

amostra sem diluicdo, ou diluida em dgua ou solvente, que é adicionada ao solo artificial ou natural, a partir
da qual & preparada a concentragao-teste

2.1

substancia de referéncia
substéncia quimica utilizada para avallag:ao da sensubflldade dos organlsmos-teste

3 Reagentes e materiais
3.1 Todos os reagentes utillzados na execugao desta Norma devem ser de grau analitico p.a.

3.2 A vidraria nova, utlllzada no: ensalo ol no cultlvo dos organlsmos deve ser lavada com solucdo de acido
nitrico 10 % ou acido clorfdrico 10 %, agua de torneira e agua processada.

3.3 A vidraria utilizada no’ ensaio deve ser lavada conforme segue: detergente neutro, agua de torneira,
acetona, solugdo de acido nitrico 10% ou écido cloridrico 10 %, égua de'torneir'a e agua processada.

3.4 OQutros tipos de Iavagem complementar podem ser uhhzadns para a remocdo dos contaminantes
especificos. :

NOTA A limpeza madequada “dos . materiais utlllzados no ensaio de toxzudade e na manuteng:ao das culturas
dos organismos pode influenciar no resultado do ensaio e ha sabrewven(:la dos organismos.

3.5 Os materiais utlllzados na execuc;ao _desta Norma séo os segumtes: e
a) areia industrial peneirada; 7

b) balanga analitica;

c) balanca semi-analitica;

d) baldo volumétrico;

e) caulim;

f)  esfagno moido seco, turfa ou p6 de casca de coco;

g) estufa de secagem;

h) frasco de coleta;

i) luximetro;

j)  medidor de pH;

2 ©ABNT 2007 - Todos os direitos reservados
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ABNT NER 18537:20077]

f 47
/

peneiras (tamis) com abertura de malha entre 0,05 mm e 0,2 mm;
pipeta volumétrica ou automatica,
recipiente-teste de plastico ou de vidro, com capacidade para 2 L,

termoémetro.

Substrato
Para a realizagdo dos ensaios, solo natural ou artificial podem ser utilizados como substrato.

O solo artificial pode ser preparado a partir dos componentes descritos na Tabela 1, previamente secos

e misturados nas devidas proporgtes, de forma a apresentar uma massa homogénea.

Tabela 1 = _Componentés para ‘éprepar@ do solo artificial

Praoporcao

Componente i % . 5,: "_P.i"gparo
Esfagno moido seco; ou P 0 .
turfa ou pé de casca de =10 | Remover.restos vegetais ou granulados
coco : : i s
Caulim - =20 : R o : 25w

2y _ Lavar com 4gua processada, secar e peneirar
Areia industrial peneirada 70 | para obteng@o de areia com mais de 50 % das
g : ‘particulas entre 0,05 mm & 0,2 mm

4.3 Calcular a umidade db_-subst_rato conforme a seguinte formula:
~ (Pu-Ps Ik
Umidade inicial (%) = (———l x100
Ps
onde:

4.4

4.5

PU é a massa de 10 g do substrato;,
PS é a massa resultante apos a secagem de PU em estufa com temperatura aproximada de 105 °C por 24 h.
A umidade final requerida para a realizagéo do ensaio deve estar entre 35 % e 45 %.

Caso a umidade do substrato n#o esteja nessa faixa, adicionar dgua processada para a corregdo da

umidade, conforme a seguinte férmula:

(umidade final - umidade inicial)x M
100

Volume de &gua processada necessario (mL) =

onde:

M é a massa de substrato Gmido por recipiente-teste, expressa em gramas (g).
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4.6 O substrato deve apresentar pH entre 5,5 e 7,0. A determinacdo do pH do solo deve ser efetuada conforme
4.6.1a4.6.3.

4.6.1 Preparar uma suspensio na proporg¢éo de 1:5 de substrato com agua processada ou solugéo de cloreto
de potéssio (KCI) a 1 mol/L. Homogeneizar a suspenséo e deixar em repouso no minimo por 2 h e no maximo
por 24 h.

4.6.2 Medir o pH do sobrenadante.
4.6.3 Caso seja necessario ajustar o pH do substrato, adicionar quantidades crescentes de carbonato de calcio
até o pH atingir a faixa especificada (entre 5,5 e 7,0) na pasta. Com base na guantidade de carbonato de calcio

utilizada em 50 g de pasta, calcular a quantidade proporcional desse reagente a ser adicionada na massa fotal
do substrato ou diretamente nas replicatas das concentragtes-teste.

5 Organismos-teste

5.1 Consiste em organismos adultos da mlnhoca da especne E:senra fef:da que podem ser obtidos
nas condicdes estabelecidas no Aneon . . e

5.2 Os organismos-teste devem ter |dade superlor a do:s meses com a preseng:a de clitelo (ver Figura A.1)
e possuir peso individual entre 300 mg e 600 mg : :

5.3 Os organismos-teste: devem pertencer a !otes homogeneos e estar achmatados no solo artificial ou natural,
por 24 h, antes de sua utilizag&o no ensaio. . :

8 Carta-controle def'sensiB'ilidadeé_.

6.1 Mensalmente, a sensibihdade do orgamsmo-teste deve ser avaliada atraves de um ensaio com a substancia
de referéncia cloroacetamida. ,1

6.2 Alternativamente o ensaio com a substanma de referenma pode ser realizado’ em paralelo ao ensaio com
a amostra. Caso o resultado n&o este}a dentro dos limites da carta conirole, repetir ambos os ensaios com o novo
lote de organismos-teste. :

6.3 O ensaio de sensibilidade deve ser realizado -nas mesmas condigbes do ensaio definitivo (ver 7.4)
e o resultado expresso em CL(1)50; 14 dias.

6.4 O valor obtido no ensaio de sensibilidade deve estar compreendido no intervalo de + 2 desvios-padréo em
relagdo aos valores medios obtidos anteriormente para o organismo-teste, que corresponde a carta-controle
(ver Anexo B)

NOTA No caso de utilizagdo de solo artificial, a CL()50; 14 dias de cloroacetamida encontra-se enire 20 mglkg
e 80 mg/kg.

6.5 Todos os procedimentos relacionados ao ensaio devem ser reavaliados, quando:
a) dois resultados consecutivos estiverem além dos limites definidos na carta-controle; ou
b) sete resultados consecutivos estiverem de um mesmo lado da linha de tendé&ncia central.

6.6 Durante o periodo de reavaliagdo dos procedimentos, ndo deve ser realizado novo ensaio com amostras,
até que se obtenha um resultado do ensaio de sensibilidade dentro dos limites da carta-controle.
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7 Ensaio

7.1 Principio

Este método consiste na exposi¢do de adultos da espécie de minhoca Eisenia fetida a varias concenfragoes
da amostra por 14 dias, em sistema estatico.

7.2 Concentragdes-teste

7.21 As concentragbes-teste consistem na adicdo de substéncia quimica ao substrato ou adicdo de solucbes-
estoque da substancia quimica neste substrato, em proporgies definidas, que sdo dispostas nos recipientes-teste.
As Tabelas 2 e 3 apresentam exemplos de preparo das concentragoes-teste.

7.2.2  As concentragbes-teste devem ser prepa'radas imediatamente antes do inicio do ensaio.

7.2.3 As concentragbes-teste devem estar na temperatura do ensaio (18 °C a 22 °C) no momento
da transferéncia dos organismos. -~ S : g e

7.2.4 Sempre que possivel, a substancia quimica (se solivel até a concentragéo de 1 000 mg/L) deve estar
na forma de solugBes-estoque, ou sefa, a substancia quimica deve ser dilulda em agua processada antes
da adicio ao substrato. Para o célculo dessas solugbes, recomenda-se o uso da seguinte formula:

. _concentragio -feste (mg/kg)x M

“Solugio-estoque (mg/L) = = s x1 000
, o T V (mL)

Onde:

M é a massa de substrato Gimido erﬁ_ cada replicai'té}'m;is soluv;éo-estqci_ﬁe, expressa em gramas (g);

V & o volume da solugao-estoque a.:'ser adicionadoiac:rSUbstrafk;:,- em cada replicata.
8.2.5 Para substancias in'é._olﬁvéis, utiliiar acétona.p"u outro solvente que se volatilize rapidamente (como hexano
ou cloroférmio), da seguinte forma: pesar a massa de amosira a ser utilizada em cada replicata, misturar

com 1 mL de solvente ou o menor volume capaz de dissolvé-la; adicionar 10 g de areia, misturar bem, deixar
evaporar o solvente por 1 h ou 2 h e misturar ao restante da massa de substrato.

Tabela 2 — Exemplo de preparo das concentracoes-teste, considerando 1 % de teor de umidade inicial
do substrato e utilizagio de amostra solivel em agua

Peso final de substrato iimido
Concentragdo- ) 0,750 kg
teste Solucédo-estoque
mg/kg de mg/L Massa de substrato Volume? para ajustar
substrato g a umidade a 35 %
ml
1 000 294117 495 255
100 294,11 495 255
10 29,41 495 2565
1 2,94 495 255
0,1 0,29 495 255
Controle Agua processada 495 255
a  Volume de adgua processada ou de solugéo-teste a ser adicionado no inicio do ensaio.
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Tabela 3 — Exemplo de preparo das concentragdes-teste de substancias insoltiveis
em agua, considerando 1 % de teor de umidade inicial do substrato e uso de 10 g
de areia + 1 mL de solvente organico para solubilizagéo

Peso final de substrato Gmido
0,750 kg
Massa da '
Concentrag&io-| substancia | Yolume de solvente
teste tiliilea para solubilizacdo
fka d q Massa de Massa de Volume? para ajustar a
HigpRg as areia substrato umidade a 35 %
substrato i mL
9 g mL
1000 750 o) 10 485 255
100 75 w0 4F w0 [ 0 [ Trass 255
10 T e AT R | 7R (B 4BED 255
1 075 4 |4 o 10 | 485 255
0,1 0,07 St E | 10 e ss 255
Controle a5 i i 10 485 255
e ok thoa | 2w [ aes 253

2 Volume de &gua processada a ser adicionado no inicio do ensaio. -

7.3 Ensaio preliminar

7.3.1 Para avaliagdo de substancias quimicas, um ensaio preliminar pode ser realizado para estabelecer
um intervalo de concentragtes-teste a ser utilizado no ensaio definitivo.

7.3.2 Devem ser preparadas duplicatas para cada concentragéo-teste da amostra, e para cada uma utilizar no
minimo 10 organismos-teste.

7.3.3 Ao final do ensaio, & determinada a menor concentragio-teste que causa letalidade a 100 % dos
organismos e a maior concentragdo-teste na qual ndo se observa letalidade.

7.3.4 No ensaio preliminar, o tempo de exposigao dos organismos pode ser de até sete dias.

7.4 Ensaio definitivo
7.4.1  Um resumo dos requisitos para o ensaio de toxicidade com minhocas é apresentado na Tabela 4.
7.4.2 Para os ensaios com substancias quimicas, preparar uma série de no minimo cinco concentragdes-teste

de razédo de diluicdo 10, utilizando informactes conhecidas da amostra ou o intervalo de concentracées
estabelecido no ensaio preliminar.
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7.4.3 Para os ensaios nos guais pretende-se obter resultado qualitativo (isto &, téxico ou n’éo téx:eo)‘
ndo devem ser preparadas concentragbes-teste.

7.4.4 Para cada concentragdo-leste, solo-teste e solo-controle, devemn ser preparadas no minimo
quatro replicatas, colocando-se aproximadamente 0,750 kg do substrato em cada recipiente-teste.

NOTA As normas ISO e ASTM recomendam massas de substrato de 0,500 kg e 0,200 kg, respectivamente.

7.45 Os recipientes-teste devem ser cobertos com tampa perfurada para evitar o ressecamento do substrato.
7.4.6 Preparar um solo-controle com o mesmo nimero de replicatas das concentragbes-teste, somente
com solo e com 0s organlsmos~teste No caso da utilizacdo de solventes deve ser preparado um controle adicional

contendo a concentragdo mais elevada desse agente (ver 7.2.5).

7.47 Em cada replicata devem ser. ad|c1onados sobre o substrato no minimo 10 organismos previamente
aclimatados (ver 5.3).

7.4.8 O ensaio deve ser condumdo sern ahmentag:ao dos organlsmos-teste

7.4.9 O ensaio deve ser manttdo em temperatura entre 18 °Ce 22 °C :com luz continua (luminosidade de
400 lux a 800 lux). T L

7.4.10 A mortalidade observada deve ser reglstrada no 7° dla e ao flnal do ensalo
7.4.11 A mortalidade é avallada pe!a transferencua do solo do rempiente-teste para uma bandeja seguida da
segregagéo dos organ:smos—teste e aplicagdo de estimulo mecanico, com auxilio de uma pinga ou agulha.

O organismo-teste é considerado morto quando néo mostrar nenhuma reagao ao estimulo mecanico. O organismo
morto deve ser remowdo do ensaio. ;

7.4.12 Apoés o reglstro da mortalidade no 7° dia, os organlsmos vwos e o solo devem ser recolocados nos
recipientes-teste de orlgem onde sao mantldos até o ﬂnal do ensaio.

7.4.13 Diariamente, devem ser medldas a temperatura amb1ente (ma)qma e minima) e a umidade relativa do ar,
enquanto a luminosidade deve ser.medida no minimo no inicio, no 7° dla e-ao final do ensaio.

Tabela 4 — Resumo dos réd-uiéitos-pgra o _e_néaio-de'ebotoxicidade aguda com minhocas

Requisitos Condig¢éo
Tipo de ensaio Estatico
Duracdo 14 dias

Adultos de Eisenia fefida,

i o
OrganiEm-eels com peso enfre 300 mg e 600 mg

Substrato Solo
Quantidade de solo na concentracdo- ;
teste/recipiente Aproximadamente 750 g

Numero minimo de concentragoes

Cinco, mais o controle

Numero minimo de replicatas por

concentracdo-teste, ou amostra de solo Quatro
Nirmero minimo de organismos por replicata 10
Temperatura 18°Ca22°C
Fotoperiodo Luz continua
Alimentacéo Nenhuma
Efeito observado Mortalidade

Expresséo dos resultados

CL(1)50;14dias, téxico ou néo téxico
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8 Expressido dos resultados

8.1 Geral
8.1.1 O resultado deve ser expresso em CL(1)50;14dias, ou de forma qualitativa (téxico ou n&o téxico).

8.1.2 Seja qual for a forma de expressdo utilizada, o resultado deve referenciar o tempo de exposicdo do
ensaio.

8.1.3 O resultado deve ser expresso em miligramas por quilograma de solo.

8.2 Calculo da CL(1)50; 14dias

8.21 Ao final do ensaio com substéncia quimica, deve ser calculada a porcentagem de mortalidade para cada
concentragio-teste em relagdo ao m]rnero fotal de. organismos utilizados.

8.2.2 A CL()50 deve ser calculada atraves de metodo eStatlStICO apropnado

NOTA Interpolacéo gréfica, Probitas, Tnmmed Spearman-}(arber sdo exemplos de metodos estatisticos apropriados.

8.3 Determinagéo qualltatlva

Ao final do ensaio com:solo teste se ndb houver dlferanc_;a estatlst|camente significativa na mortalidade
em relagdo ao controle, 0 resultado deve ser expresso como “néo toxico”. Se houver diferenga significativa,
o resultado deve ser expresso como “toxico”. i B

NOTA Teste de hipoteses e prova: exata de Fisher 580 exemplos de métodos estat[stlcos apropriados para a avaliagéo da
significAncia dos resultados.

8.4 Validade do resultaﬁq'i-

O resultado é considerado val:do se, ao termmo do periodo de ensato a mortalidade dos organismos no controle
for menor ou iguai a 10 %. ; B

9 Relatério

O relatério de ensaio deve possuir no minimo as seguintes informagoes:

a) referéncia do método e da espécie utilizados;

b) todos os dados necessarios para identificar a amostra;

c) data e hora de coleta da amostra (quando aplicavel) e do inicio do ensaio;

d) dados bioldgicos (quantificagéo da mortalidade nas concentragdes-teste) e fisicos referentes ao ensaio;

e} resultado do ensaio, com intervalo de confianga em nivel de 95 % quando apropriado e método estatistico
utilizado;

f) qualquer comportamento anormal dos organismos nas condi¢bes de ensaio;

g) modificagbes e eventuais ocorréncias durante a realizacdo do ensaio.
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Anexo A
(informativo)

Cultive de Eisenia fetida

A.1 Descrigao da espécie

Eisenia fetida (subespécies E. fetida fétida e E. fetida andrej) é uma espécie de anelideo que ocorre em solos ricos
em matéria organica. Sua sensibilidade a agentes quimicos assemelha-se & de outros organismos que habitam
a maioria dos solos. Trata-se de uma espécie muito prolifica, sendo que cada adulto produz de dois a cinco
casulos por semana (dos quais emergem varios organismos). E disponivel no comércio e pode ser cultivada
em uma variedade de materiais orgénicos. i e :

A.2 Cultivo dos orgari-iSmos"

A.21 E recomendavel niisturar esterco de cavalo (ou de ‘bovinos) com outro material (turfa ou esfagno
ou p6 de casca de coco), na proporgdo de 1:1, mas outros residuos de origem animal também s&o apropriados.

A.2.2 A mistura deve manterum pH igual 7, possuir condutividade ibnica baixa (< 6,0 milli-Siemens) e nédo ser
excessivamente contaminada com aménia e urina animal. . - : i

A.2.3 Os organismos reprodutores podem ser mantidos em caixas com dimensdes de 50 cm x 50 cm x 15 cm,
ideais para cultivo em larga escala, podendo, desta forma, produzir acima de 1 000 organismos jovens em seis
semanas. ; LR 5

A.2.4 Para produzir um nimero suficiente de organismos deve ser édiciqn'ado 1 kg de organismos (com peso de
1 g por individuo) em 20 kg-de mistura. B G

A.2.5 Para obter organismos:'com'lidade e peso controlados, é conveniente iniciar o cultivo com casulos,
os quais demoram de trés a quatro semanas para eclodir e de sete a oito semanas para se tornar minhocas
maduras. el

A.2.6 Para o cultivo, os organismos devem ser mantidos em temperatura entre 18 °C e 22 °C.

@ABNT 2007 - Todos os direitos reservados 9




Exemplar para uso exclusivo - GRANBIO INVESTIMENTOS S.A. - 14.191.427/0001-29 (Pedido 462674 Impresso: 19/03/2014)

ABNT NBR 15537:2007

Anexo B
(informativo)

Carta-controle

B.1 A carta-controle pode ser elaborada manualmente, em papel milimetrado ou em programa de computador.

B.2 Apds 20 resultados de ensaio de toxicidade, com substancia de referéncia, calcular o valor-médio (X),
o desvio-padréo (&) e o coeficiente de variagéo (CV).

B.3 Na inexisténcia de 20 resultados de ensaio, deve ser calculada a média proviséria com no minimo
cinco resultados, até que se completem os 20 resultados ese obtenha a média definitiva.

B.4 Calcular dois desvios—padrao"'(zcs) superior e mfenor a medla obtida. Estes valores devem ser grafados
na carta-controle através de linhas perpendlculares a0 eixo que apresenta os resultados dos ensaios de
toxicidade. :

B.5 A cada 20 resultados :de ensam recalcutar o valnr—medlo (X) 0 deswo—padrao () e o coeficiente
de variagéo (CV) para elaborau;ao de uma nova carta—controle : e

B.6 Os resultados de ensaio que ultrapassarem os limites de controle (+ 20-) ao longo do tempo ndo devem ser
utilizados para os calculos mencionados em: B 5 : :
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5.6. Relatério de ensaio: analise de compostos organicos volateis (COVs)

Quantificagdo de COVs
Condigao: Parental crescendo em glicose
Réplicas: 1,2e 3
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" OBJETIVO
Ensaios Laboratoriais Sem Comparativo.

DADOS DA AMOSTRA

Projeto Cliente: ---

Identificagdo TASQA: 20816/2014-1.0

Identificacédo Cliente: WT G1

Estado Fisico: Gasosa

Responsavel pela Coleta: Solicitante - Responsavel pelo Transporte: Solicitante
Dt Coleta: - Dt Recebimento: 08/05/2014 09:50

Analises Requlares
Dt Inicio: 08/05/2014 - Dt Término: 22/05/2014

RESULTADOS:

Encontra(m)-se na(s) Tabela(s) da(s) pagina(s) seguinte(s) e refere-se exclusivamente a8 amostra analisada.

“Este Relatério de Ensaio somente pode ser reproduzido na sua totalidade e sem alteragoes.
A reprodugdo parcial requer aprovacgéo escrita do Laboratério.”
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TASQA Servigos Analiticos Lida .
CNPJ 67.994.897/0001-97 RELATORIO DE ENSAIO
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CEP 13140-285 — Paulinia — SP
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 »»> 0s resultados da amostra a seguir nio fazem parte do escopo de acreditacio deste Laboratério <<«

Amostra: 20816/2014-1.0

Parametro [CAS] Unidade Resultados™ E:;?}g?;:“' Lo Método
1,1,1,2-Tetracloroetano [630-20-6] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,1,1-Tricloroetano [71-55-6] mg/m* <LQ ND 2 POP 86003
1,1,2,2-Tetracloroetano [79-34-5] mg/m?® <LQ ND 2 POP 86003
1,1,2-Tricloroetano [79-00-5] mg/m* <LQ ND 2 POP 86003
1,1-Dicloroetano [75-34-3] ma/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,1-Dicloroeteno [75-35-4] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,1-Dicloropropeno [663-58-6] mg/m? <LQ ND 10 POP 86003
1,2,3-Triclorobenzeno [87-61-6] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,2,3-Tricloropropano [96-18-4] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,2,4-Triclorobenzeno [120-82-1] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,2,4-Trimetilbenzeno [95-63-6] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,2-Dibromo-3-cloropropanc [96-12-8] mg/m? <LQ ND 10 POP 86003
1,2-Dibromoetano [106-93-4] mg/m? <|LQ ND 2 POP 86003
1,2-Dicloroetano [107-08-2] mafm? <LQ ND 2 POP 86003
1,2-Dicloropropano [78-87-5] mg/m? <LQ ND 10 POP 86003
1,3,5-Triclorobenzeno [108-70-3] mg/m® <LQ ND 2 POP 86003
1,3,5-Trimetilbenzeno [108-67-8] mg/m? <LQ ND 10 POP 86003
1,3-Diclorobenzeno [541-73-1] mg/m? <LQ " ND 2 POP 86003
1,3-Dicloropropano [142-28-9) mg/m? <LQ ND 10 POP 86003
1,4-Diclorobenzeno [106-46-7) mg/m?® <LQ ND 2- POP 86003
2,2-Dicloropropano - [684-20-7] mg/m? <LQ ND 10 POP 86003
2-Clorotolueno [95-49-8] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
4-Clorotolueno [106-43-4] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
Benzeno [71-43-2] ppmv <LQ ND 0,06 POP 86003
Bromobenzeno [108-86-1] mg/m* <LQ ND 2 POP 86003
Bromoclorometano [74-97-5] mg/m* <LQ ND 2 POP 86003
Bromodiclorometano [75-27-4] mg/m?® <LQ ND 2 POP 86003
Bromoférmio [75-25-2] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
cis-1,2-Dicloroeteno [156-59-2] mg/m?® <LQ ND 2 POP 86003
cis-1,3-Dicloropropeno [10061-01-5 mgim? <LQ ND 10 POP 86003
Clorobenzeno [108-90-7] mglm? <LQ ND 2 POP 86003

| Clorodibromometano [124-48-1] mg/m?® <LQ ND 2 POP 86003
Cloroférmio [67-66-3] mg/m? L& ND 2 POP 86003
Estireno [100-42-5) ppmyv <LQ ND 0,05 POP 86003
Etilbenzeno [100-41-4] ppmv <LQ ND 0,05 POP 86003
Hexaclorobutadieno [87-68-3) mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
Isopropilbenzeno (Cumeno) [98-82-8] ppmv <LQ ND 0,04 POP 86003
m+p-Xileno [108-38-3; 106-42-3] ppmv <LQ ND 0,09 POP 86003
Metiletilcetona [78-93-3] mg/m? <LQ ND 10 POP 86003
n-Butilbenzeno [104-51-8] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
n-Propilbenzeno ) [103-65-1] mg/m?* <LQ ND 2 POP 86003
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TASQA Servigos Analiticos Ltda

‘ CNPJ 67.994.897/0001-97 RELATORIO DE ENSAIO
T A \ A Praga 28 de Fevereiro, 55 — Nova Paulinia a S W
SQ CEP 13140-285 — Paulinia — SP N°20816/2014-1.0 Y

s
o}
;
\"-

Fone/Fax: (19) 2138-8888/(19) 2138-8885 =y
Home Page: htip://www.iasqa.com.br o

Amostra: 20816/2014-1.0

Parametro [CAS] Unidade | Resultados® E)'(‘;‘:;’;‘i’;:m Lo Método
| o-Xileno [95-47-6] ppmv <LQ ND 0,09 POP 86003
I p-Isopropiltolueno [99-87-6] mgim? <LQ ND 2 POP 86003
Piridina [110-86-1] mg/m?* <LQ ND 10 POP 86003
sec-Butilbenzeno [135-98-8] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
terc-Butilbenzeno [98-06-6] mglm? <LQ ND 2 POP 86003
Tetracloreto de Carbono [56-23-5] mg/m?* <LQ ND 2 POP 86003
Tetracloroeteno [127-18-4] mg/m® <LQ ND 2 POP 86003
Tolueno [108-88-3] ppmv <LQ ND 0,08 POP 86003
trans-1,2-Dicloroeteno [156-60-5] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
trans-1,3-Dicloropropeno [10061-02-6] mg/m?® <LQ ND 10 POP 86003
Tricloroeteno [79-01-6] mg/m?* <LQ ND 10 POP 86003
Xilenos g;ﬁggjg;;}{;gf‘g?ﬁ'] ppmy <LQ ND 0,09 POP 86003

Notas
LQ = Limite de Quantificag&o.
@ A incerteza expandida (U) relatada é baseada na incerteza padrdo combinada, multiplicada por um fator de abrangéncia k=2, para um nivel de confianga de 95%.
ND = Incerteza ndo determinada / NA = Incerteza ndo se aplica,
@ A forma de expresséo dos resultados pode contemplar também: NA = Néo Avaliado / ND = N&o Detectado.

Métodos

Resultado conferido e aprovado eletronicamente por:

A
[

Vivian Rafaela Koenig

Supervisora
Lab. Orgéanica
CRQ 04449813 - 4° Regido

| 3505221405143587

| Instrucées para a verificagdo de autenticidade de documenios
! 1° - Acesse a pagina htip./fwww.tasqga.com.br/conteudo/autenticidade
il 2° - Digite o codigo de autenticidade do documento e clique em pesquisar

3° - Clique em Abrir Documento
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TASQA Servigos Analiticos Lida 5
CNPJ 67.994.897/0001-97 RELATORIO DE ENSAIO

T A Praga 28 de Fevereiro, 55 — Nova Paulfnia &
ASQ CEP 13140-285 — Paulinia — SP N°20817/2014-1.0

Fone/Fax: (19) 2138-8888 / (19) 2138-8885
Home Page: http://www.tasqa.com.br

Data Emissao: 22/05/2014
DADOS DO CLIENTE
Cliente: BioCelere Agroindustrial Ltda
CNPJ/CPF: 13.808.281/0001-55
Solicitante: Gleidson Silva Teixeira

Enderego: Avenida Pierre Simon de Laplace Bloco A Cond. Unic, 965 - Cidade: Campinas - Bairro: Technopark - UF; SP - CEP: 13.069-320 -
Caixa Postal:
Proposta Comercial N° 328/2014

OBJETIVO
Ensaios Laboratoriais Sem Comparativo.

DADOS DA AMOSTRA

Projeto Cliente: ---

Identificagdo TASQA: 20817/2014-1.0

Identificagdo Cliente: WT G2

Estado Fisico: Gasosa

Responsavel pela Coleta: Solicitante - Responsavel pelo Transporte: Solicitante
Dt Coleta: - Dt Recebimento: 08/05/2014 09:50

Analises Requlares
Dt Inicio: 08/05/2014 - Dt Término: 22/05/2014

RESULTADOS:

Encontra(m)-se na(s) Tabela(s) da(s) pagina(s) seguinte(s) e refere-se exclusivamente a amostra analisada.

“Este Relatério de Ensaio somente pode ser reproduzido na sua totalidade e sem alteragées.
A reprodugéo parcial requer aprovacgao escrita do Laboratério.”

Pagina 1 de 3



TASQA Servios Analiticos Ltda fc

CNPJ 67.994.897/0001-97 RELATORIO DE ENSAIO R
Praca 28 de Fevereiro, 55 — Nova Paulinia & |} f ;,

CEP 13140-285  Paulinia — SP N°20817/2014-1.0 5 —
Fone/Fax: (19) 2138-8888 / (19) 2138-8885 ¥
Home Page: hitp://www.tasqa.com.br . oo o

 >»> Os resultados da amostra a seguir ndo fazem parte do escopo de acreditagéio deste Laboratério <<

Amostra: 20817/2014-1.0

Parametro [CAS] Unidade Resultados® E;:‘;‘:’;‘i’;:(z, La" Método
1,1,1,2-Tetracloroetano [630-20-6] mgfm? <LQ ND 2 POP 86003
1,1,1-Tricloroetano [71-55-6] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,1,2,2-Tetracloroetano [79-34-5] mgim?® <LQ ND 2 POP 86003
1,1,2-Tricloroetano [78-00-5] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,1-Dicloroetano [75-34-3] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,1-Dicloroeteno [75-35-4] mg/m® <LQ ND 2 POP 86003

} 1,1-Dicloropropeno [663-58-6] mgfm?® <LQ ND 10 POP 86003
1,2,3-Triclorobenzeno [87-61-6] mglm?® <LQ ND 2 POP 86003
1,2,3-Tricloropropano [96-18-4] mag/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,2,4-Triclorobenzeno [120-82-1] mg/m?® <LQ ND 2 POP 86003
1,2,4-Trimetilbenzeno [95-63-6] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,2-Dibromo-3-cloropropano [96-12-8] mg/m? <LQ ND 10 POP 86003
1,2-Dibromoeetano (106-93-4] mg/m?® <LQ ND 2 POP 86003
1,2-Dicloroetano [107-06-2] mg/m® <La ND 2 POP 86003
1,2-Dicloropropano [78-87-5] mg/m? <LQ ND 10 POP 86003
1,3,5-Triclorobenzeno [108-70-3] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,3,5-Trimetilbenzeno [108-67-8] mg/m?® <LQ ND 10 POP BBDO3
1,3-Diclorobenzeno [541-73-1] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,3-Dicloropropano [142-28-9] mg/m® <LQ ND 10 POP 86003
1,4-Diclorobenzeno [106-46-7] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
2,2-Dicloropropano - [694-20-7] mg/m® <LQ ND 10 POP 86003

2-Clorotolueno [95-49-8] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003

4-Clorotolueno [106-43-4] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003

Benzeno [71-43-2] ppmv <LQ ND 0,06 POP 86003
| Bromobenzeno [108-86-1] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
Bromoclorometano [74-97-5] mg/m?® <LQ ND 2 POP 86003
Bromodiclorometano [75-27-4] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003

Bromoférmio [75-25-2] ma/m?* <LQ ND 2 POP 86005
cis-1,2-Dicloroeteno [156-59-2] mglm? <LQ ND 2 POP 86003
cis-1,3-Dicloropropeno [10061-01-5] mg/m? <LQ ND 10 POP 86003

Clorobenzeno [108-80-7] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
Clorodibromometano [124-48-1] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003

Cloroformio [67-66-3] mg/m* <LQ ND 2 POP 86003

Estireno [100-42-5] ppmv <LQ ND 0,05 POP 86003

Etilbenzeno [100-41-4] ppmy <LQ ND 0,05 POP 86003
Hexaclorobutadieno [87-68-3) mglm? <LQ ND 2 POP 86003
Isopropilbenzeno (Cumeno) [98-82-8] ppmv <LQ ND 0,04 POP 86003

m+p-Xileno [108-38-3; 106-42-3] ppmy <LQ ND 0,09 POP 86003

Metiletilcetona [78-93-3] mg/m?® <LQ ND 10 POP 86003

| n-Butilbenzeno [104-51-8] mg/m?® <LQ ND 2 POP 86003
I n-Propilbenzeno [103-65-1] mglm? <LQ ND 2 POP 86003
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TASQA Servicos Analiticos Ltda 5
CNPJ 67.994.897/0001-97 : RELATORIO DE ENSAID

T Praga 28 de Fevereiro, 55 — Nova Paulinia o
ASQA CEP 13140-285 — Paulinia — 5P N°20817/2014-1.0

Fone/Fax: (19) 2138-8888 /(19) 2138-8885
Home Page: hitp://www.tasqa.com.hi

Amostra: 20817/2014-1.0

Incerteza

Parametro [CAS] Unidade Resultados™ Expandida® Lot Método
o-Xileno [95-47-6] ppmv <LQ ND 0,09 POP 86003
‘ p-Isopropiltolueno [99-87-6] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
Piridina [110-86-1] mg/m? <LQ ND 10 POP 86003
sec-Butilbenzeno [135-98-8] mg/m® <LQ ND 2 POP 86003
terc-Butilbenzeno [98-06-6] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
Tetracloreto de Carbono [56-23-5] mg/m* <LQ ND 2 POP 86003
Tetracloroeteno [127-18-4] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
Tolueno [108-88-3) ppmy <LQ ND 0,08 POP 86003
trans-1,2-Dicloroeteno [156-60-5] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
trans-1,3-Dicleropropeno [10061-02-6] mg/m?* <LQ ND 10 POP 86003
Tricloroeteno [79-01-6] mg/m® <LQ ND 10 POP 86003
Xilenos &?ggjgg}{;gzg% ppmv <LQ ND 0,09 POP 86003

Notas

TLQ = Limite de Quantificagéo.

@ A incerteza expandida (U) relatada & baseada na incerteza padréo combinada, multiplicada por um fator de abrangéncia k=2, para um nivel de confianga de 95%.
ND = Incerteza ndo determinada / NA = Incerteza ndo se aplica.

@ A forma de expresséo dos resultados pode contemplar também: NA = Ndo Avaliado / ND = Nao Detectado.

Métodos

Resultado conferido e aprovado eletronicamente por:

Vivian Rafaela Koenig

Supervisora
Lab. Orgéanica
CRQ 04449813 - 4° Regido

1907221405143957

Instrugbes para a verificacdo de aufenticidade de documentos
| 1° - Acesse a pagina hilp.//www.tasqa.com.br/conteudo/autenticidade
3 2°- Digite o codigo de autenticidade do documento e cligue em pesquisar

3¢ - Clique em Abrir Documento
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TASQA Servigos Analiticos Lida

i CNPJ 67.994.897/0001-97 RELATORIO DE ENSAIOD
4t A Praca 28 de Fevereiro, 55 — Nova Paulinia °
TAS Q CEP 13140-285 — Paulinia — SP N°20818/2014-1.0

Fone/Fux: (19) 2138-8888 / (19) 2138-8885
Hate Page: htip://www.tasqa.com.br

Data Emissé@o: 22/05/2014

DADOS DO CLIENTE

Cliente: BioCelere Agroindustrial Ltda

CNPJICPF: 13.808.281/0001-55

Solicitante: Gleidson Silva Teixeira

Endereco: Avenida Pierre Simon de Laplace Bloco A Cond. Unic, 965 - Cidade: Campinas - Bairro: Technopark - UF: SP - CEP: 13.069-320 -
© Caixa Postal;
. Proposta Comercial N°: 328/2014

‘OBJETIVO
Ensaios Laboratoriais Sem Comparativo.

) DADOS DA AMOSTRA
Projeto Cliente: -
Identificagdo TASQA: 20818/2014-1.0
Identificagdo Cliente: WT G3
Estado Fisico: Gasosa

Responsavel pela Coleta: Solicitante - Responsavel pelo Transporte: Solicitante
Dt Coleta: - Dt Recebimento: 08/05/2014 09:50

Andlises Regulares
Dt Inicio: 08/05/2014 - Dt Término: 22/05/2014

RESULTADOS:
Encontra(m)-se na(s) Tabela(s) da(s) pagina(s) seguinte(s) e refere-se exclusivamente a amostra analisada.

“Este Relatérlo de Ensaio somente pode ser reproduzido na sua totalidade e sem alteragdes.
A reprodugio parcial requer aprovagao escrita do Laboratério.”
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TASQA Servigos Analiticos Ltda

CNPJ 67.994.897/0001-97 RELATORIO DE ENSAIO
A Praga 28 de Feverciro, 55 — Nova Paulinia &
TASQ CEP 13140-285 — Paulinia — SP N 2081 812014-1 'o

Fone/Fax: (19) 2138-8888 /(19) 2138-8885
Home Page: htip://www.tasqa.com.br

Amostra: 20818/2014-1.0
Parametro [CAS] Unidade | Resultados®™ E)'(:‘;‘::;?j:m La Método

1,1,1,2-Tetracloroetano [630-20-6] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,1,1-Tricloroetano [71-55-6] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,1,2,2-Tetracloroetano [79-34-5] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,1,2-Tricloroetano [79-00-5] mag/m? <LQ ND 2 POP BE0D3

1,1-Dicloroetano [75-34-3] mg/m?® <LQ ND 2 POP 86003

1,1-Dicloroeteno [75-35-4) mgim? <LQ ND 2 POP 86003
1,1-Dicloropropeno [563-58-6] mg/m? <LQ ND 10 POP 86003
1,2,3-Triclorobenzeno [87-61-6] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,2,3-Tricloropropano [96-18-4] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,2,4-Triclorobenzeno [120-82-1] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,2,4-Trimetilbenzeno [95-63-6] mg/m?® <LQ ND 2 POP 86003
1,2-Dibromo-3-cloropropanc [96-12-8] mg/m? <LQ ND 10 POP 86003

1,2-Dibromoetano [106-93-4] mg/m? o] ND g POP 86003

1,2-Dicloroetano [107-06-2] mg/m?* <LQ ND 2 POP 86003
1,2-Dicloropropano [78-87-5] mg/m?* <LQ ND 10 POP B6003
1,3,5-Triclorobenzeno [108-70-3] mg/m?® <LQ ND 2 POP 86003
1,3,5-Trimetilbenzeno [108-67-8] mg/m?® <LQ ND 10 POP 86003
1,3-Diclorobenzeno 541-73-1] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,3-Dicloropropano [142-28-9] mg/m? <LQ ND 10 POP 86003
1,4-Diclorobenzeno [106-46-7] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
2,2-Dicloropropano 5 [594-20-7] mglm? <LQ ND 10 POP 86003

2-Clorotolueno [95-49-8] mgfm? <LQ ND 2 POP 86003

4-Clorotolueno [106-43-4] malim?® <LQ ND 2 POP 86003

Benzeno [71-43-2) ppmy <LQ ND 0,06 POP 86003

Bromobenzeno [108-86-1] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
Bromoclorometano [74-97-5] ma/m? <LQ ND 2 POP 86003
Bromodiclorometano [75-27-4] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003

Bromoférmio [75-25-2] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
cis-1,2-Dicloroeteno [156-59-2] mg/m® <LQ ND D POP 86003
cis-1,3-Dicloropropeno [10061-01-5] mg/m* <LQ ND 10 POP 86003

i Clorobenzeno [108-80-7] mg/m* <LQ ND 2 POP 86003
| | Clorodibromometano [124-48-1] mglm?® <LQ ND 2 POP 86003
5 Cloroférmio (67-66-3] megim® <LQ ND 2 POP 86003
: | Estireno [100-42-5] ppmv <LQ ND 0,05 POP 86003
Etilbenzeno [100-41-4] ppmv <LQ ND 0,05 POP 86003
! Hexaclorobutadieno 87-68-3) mgim? <LQ ND 2 POP 86003
I Isopropilbenzeno (Cumeno) [98-82-8) ppmv <LQ ND 0,04 POP 86003
m-+p-Xileno [108-38-3; 106-42-3] ppmy <LQ ND 0,09 POP 86003

Metiletilcetona [78-93-3] mg/m?* <LQ ND 10 POP 86003

n-Butilbenzeno [104-51-8] mg/m* <LQ ND 2 POP 86003

n-Propilbenzeno . [103-65-1] ma/m?® <LQ ND 2 POP 86003
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\ ¢ TASQA Servigos Analiticos Lida .
' CNPJ 67.994.897/0001-97 RELATORIO DE ENSAIO
{ A Praga 28 de Fevereiro, 55 — Nova Paulinia -
TASQ CEP 13140-285 — Paulinia — SP N°20818/2014-1.0

Fone/Fax: (19) 2138-8888 / (19) 2138-8885
Home Page: htip://www.tasqa.com.br

Amostra: 20818/2014-1.0

Parametro [CAS] Unidade | Resultados® Elr[‘;m‘i’::p, La™ Método
o-Xileno [95-47-6] ppmv <LQ ND 0,09 POP 86003
p-Isopropiltolueno [99-87-6] mglm? <LQ ND 2 POP 86003
Piridina [110-86-1] mg/m? <LQ ND 10 POP 86003
sec-Butilbenzeno [135-98-8] mg/m?* <LQ ND 2 POP 86003
terc-Butilbenzeno [98-06-6] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
Tetracloreto de Carbono [56-23-5] mgim? <LQ ND 2 POP 86003
Tetracloroeteno [127-18-4] mgl/m? <LQ ND 2 POP 86003
Tolueno [108-88-3] ppmv <LQ ND 0,08 POP 86003
trans-1,2-Dicloroeteno [166-60-5] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
trans-1,3-Dicloropropeno [10061-02-6] mg/m?* <LQ ND 10 POP 86003
Tricloroeteno [79-01-6] mg/m? <LQ ND 10 POP 86003
Xilenos %ﬁ?ggjg:;{{;gigil ppmv <LQ ND 0,09 POP 86003

Notas
TLQ = Limite de Quantificaggo.
@ A incerteza expandida (U) relatada é baseada na incerteza padréo combinada, multiplicada por um fator de abrangéncia k=2, para um nivel de confianga de 95%.
ND = Incerteza ndo determinada / NA = Incerteza ndo se aplica.
@ A forma de expresséo dos resultados pode contemplar também: NA = N&o Avaliado / ND = Né&o Detectado,

Métodos

Resultado conferido e aprovado eletronicamente por:

i Vivian Rafaela Koenig
Supervisora

Lab. Orgénica
CRQ 04449813 - 4* Regido

9221405445

Instrugées para a verificagdo de autenticidade de documenios
1° - Acesse a pagina hitp://www.tasga.com.br/conteudo/autenticidade
2° - Digite o codigo de autenticidade do documento e clique em pesquisar

3° - Clique em Abrir Documento
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TASQA Servigos Analiticos Lida

CNPJ 67.994.897/0001-97 RELATORIO DE ENSAIO
TAS Praga 28 de Fevereiro, 55 — Nova Paulinia o
QA CEP 13140-285 — Paulinia — SP N°20819/2014-1.0

Fone/Fax: (19) 2138-8888 /(19) 2138-8885 "._ :
Home Page: hitp://www.tasqa.com.br \

Data Emissé&o: 22/05/2014

DADOS DO CLIENTE

Cliente: BioCelere Agroindustrial Ltda

CNPJ/CPF: 13.808.281/0001-55

Solicitante: Gleidson Silva Teixeira

Enderego: Avenida Pierre Simon de Laplace Bloco A Cond. Unic, 965 - Cidade: Campinas - Bairro: Technopark - UF: SP - CEP: 13.069-320 -

= Caixa Postal:

" Proposta Comercial N°: 328/2014

"OBJETIVO
Ensaios Laboratoriais Sem Comparativo.

DADOS DA AMOSTRA

Projeto Cliente: — .

Identificagdo TASQA: 20819/2014-1.0

Identificagdo Cliente: OGM G1

Estado Fisico: Gasosa

Responsavel pela Coleta: Solicitante - Responsavel pelo Transporte: Solicitante
Dt Coleta: - Dt Recebimento: 08/05/2014 09:50

Analises Regulares
Dt Inicio: 08/05/2014 - Dt Término: 22/05/2014

RESULTADOS:

Encontra(m)-se na(s) Tabela(s) da(s) pagina(s) seguinte(s) e refere-se exclusivamente a amostra analisada.

“Este Relatério de Ensaio somente pode ser reproduzido na sua totalidade e sem alteragées.
A reprodugéo parcial requer aprovagio escrita do Laboratério.”
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TASQA Servigos Analiticos Lida

CNPJ 67.994.897/0001-97 RELATORIO DE ENSAIO
4 A Praga 28 de Fevereiro, 55 — Nova Paulinia o
TASQ CEP 13140-285 — Paulinia — SP N 2081 91201 4-1 'o

Fone/Fax: (19) 2138-8888 / (19) 2138-8885
Home Page: http://www.tasqa.com.br

Amostra: 20819/2014-1.0

Parametro [cAS] Unidade | Resultados® E)'(’:;i’;f;:ﬂ, Lot Método
1,1,1,2-Tetracloroetano [630-20-8] mgim?® <LQ ND 2 POP 86003
1,1,1-Tricloroetano [71-55-6] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,1,2,2-Tetracloroetano [79-34-5] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,1,2-Tricloroetano [78-00-5] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,1-Dicloroetano [75-34-3] mg/m?® <LQ ND 2 POP 86003
1,1-Dicloroeteno [75-35-4] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,1-Dicloropropeno [563-58-6] mg/m? <LQ ND 10 POP 86003
1,2,3-Triclorobenzeno [87-61-8) mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,2,3-Tricloropropano [96-18-4] mg/m* <LQ ND 2 POP 86003
1,2,4-Triclorobenzeno [120-82-1] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,2,4-Trimetilbenzeno [95-63-6] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,2-Dibromo-3-cloropropano [96-12-8] mg/m?* <LQ ND 10 POP 86003
1,2-Dibromoetano [106-93-4] mglm? <LQ ND 2 POP 86003
1,2-Dicloroetano [107-06-2) mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,2-Dicloropropano [78-87-5] mglm? <LQ ND 10 POP 86003
1,3,5-Triclorobenzeno [108-70-3] mglm? <LQ ND 2 POP 86003
1,3,5-Trimetilbenzeno [108-67-8] mg/m? <LQ ND 10 POP 86003
1,3-Diclorobenzeno [541-73-1] mag/m? <LQ ' ND ) POP 86003
1,3-Dicloropropano [142-28-9] mg/m? <LQ ND 10 POP 86003
1,4-Diclorobenzeno [106-46-7] mg/m? <LQ ND 2 - POP 86003
2,2-Dicloropropano : [594-20-7] mg/m® <LQ ND 10 POP 86003
2-Clorotolueno [95-49-8] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
4-Clorotolueno [106-43-4) mgim? <LQ ND 2 POP 86003
Benzeno [71-43-2] ppmv <LQ ND 0,06 POP 86003
Bromobenzeno [108-86-1] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
Bromoclorometano [74-97-5] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
Bromodiclorometano [75-27-4] mg/m® <LQ ND 2 POP 86003
Bromoférmio [75-25-2] mg/m® <LQ ND 2 POP 86003
cis-1,2-Dicloroeteno [156-59-2] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
cis-1,3-Dicloropropeno [10061-01-5) mglm?® <LQ ND 10 POP 86003
Clorobenzeno [108-90-7] mg/m® <LQ ND 2 POP 86003
Clorodibromometano [124-48-1) mg/m?® <LQ ND 2 POP 86003
Cloroférmio [67-66-3] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
Estireno [100-42-5] ppmv <LQ ND 0,05 POP 86003
Etilbenzeno [100-41-4] ppmv <LQ ND 0,05 POP 86003
Hexaclorobutadieno [87-68-3] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
Isopropilbenzeno (Cumeno) [98-82-8) ppmy <LQ ND 0,04 POP 86003
m-+p-Xileno [108-38-3; 106-42-3] ppmv <LQ ND 0,09 POP 86003
Metiletilcetona [78-93-3] mg/m? <LQ ND 10 POP 86003
n-Butilbenzeno [104-51-8] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
n-Propilbenzeno [103-65-1] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
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! TASQA Servicos Analiticos Lida 5 / iz " \ v C,)L_.
' CNPJ 67.994.897/0001-97 RELATORIO DE ENSAIO i Flehag /
T AS A Praga 28 de Fevereiro, 55 — Nova Paulinia 5 i / .7--’1
Q CEP 13140-265 — Paulinia - SP N°20819/2014-1.0 ' Pubng

Fone/Fax: (19) 2136-8888 / (19) 2138-8835 X T
Home Page: htip://www.tasqa.com.br . o e

Amostra: 20819/2014-1.0

| Parametro [CAS] Unidade Resultados™ E:(';';enr;?;:(z) La®" Método
? i o-Xileno [95-47-6] ppmv <LQ ND 0,09 POP 86003
| p-Isopropiltolueno [99-87-6] mgim?* <LQ ND 2 POP 86003
i Piridina [110-86-1] mg/m? <LQ ND 10 POP 86003
sec-Butilbenzeno [135-98-8] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
terc-Butilbenzeno [98-06-6] mg/m?® <LQ ND 2 POP 86003
Tetracloreto de Carbono [56-23-5] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
Tetracloroeteno [127-18-4] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
Tolueno [108-88-3] ppmv <LQ ND 0,08 POP 86003
trans-1,2-Dicloroeteno [156-60-5] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
trans-1,3-Dicloropropeno [10061-02-6] mg/m® <LQ ND 10 POP 86003
Tricloroeteno [79-01-6] mg/m® <LQ ND 10 POP 86003
Xilenos il ol ppmY <L ND 0,09 POP 86003

Notas
LQ = Limite de Quantificagéo.
@ A incerteza expandida (U) relatada & baseada na incerteza padréo combinada, multiplicada por um fator de abrangéncia k=2, para um nivel de confianga de 95%.
ND = Incerteza ndo determinada / NA = Incerleza nédo se aplica.
@ A forma de expresséo dos resultados pode contemplar também: NA = Néo Avaliado / ND = N&o Deteclado.

Métodos

Resultado conferido e aprovado eletronicamente por:

Vivian Rafaela Koenig

Supervisora
Lab. Orgénica
CRQ 04449813 - 4° Regido

4910221405144904

Instrugbes para a verificagao de autenticidade de documentos
1°- Acesse a pagina hitp://iwww.tasga.com.br/conteudo/autenticidade
2°- Digite o codigo de autenticidade do documento e clique em pesquisar

3° - Clique em Abrir Documento
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TASQA Servigos Analiticos Lida ,
CNPJ 67.994.897/0001-97 RELATORIO DE ENSAIOD

Praca 28 de Fevereiro, 55 — Nova Paulinia
N°20820/2014-1.0

CEP 13140-285 — Paulinia — SP

Fone/Fax: (19) 2138-8888 / (19) 2138-8885
Home Page: hitp://www.tasqa.com.br

Data Emissé&o: 22/05/2014
DADOS DO CLIENTE
Cliente: BioCelere Agroindustrial Ltda
CNPJ/ICPF: 13.808.281/0001-55
Solicitante: Gleidson Silva Teixeira
Enderego: Avenida Pierre Simon de Laplace Bloco A Cond. Unic, 965 - Cidade: Campinas - Bairro: Technopark - UF: SP - CEP: 13.069-320 -
Caixa Postal:
Proposta Comercial N°: 328/2014

OBJETIVO
Ensaios Laboratoriais Sem Comparativo.

DADOS DA AMOSTRA

Projeto Cliente: -

Identificagdo TASQA: 20820/2014-1.0
Identificagdo Cliente: OGM G2
Estado Fisico: Gasosa

Responsavel pela Coleta: Solicitante - Responsavel pelo Transporte: Solicitante
Dt Coleta: - Dt Recebimento: 08/05/2014 09:50

Analises Requlares
Dt Inicio: 08/05/2014 - Dt Término: 22/05/2014

RESULTADOS:

Encontra(m)-se na(s) Tabela(s) da(s) pagina(s) seguinte(s) e refere-se exclusivamente a amostra analisada.

“Este Relatério de Ensalo somente pode ser reproduzido na sua totalidade e sem alteragdes.
A reproducgdo parcial requer aprovacéo escrita do Laboratério.”
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TASQA Servigos Analiticos Lida

CNPJ 67.994.897/0001-97 RELATORIO DE ENSAIO
TAS A Praga 28 de Fevereiro, 55 - Nova Paulinia %
Q CEP 13140-285 — Paulinia — SP N°20820/2014-1.0

Fone/Fax: (19) 2138-8888 /(19) 2138-8885
Home Page: htip://www.tasqu.com.br

" =>» Os resultados da amostra a seguir ndo fazem parte do escopo de acreditagio deste Laboratério <<<

Amostra: 20820/2014-1.0

Incerteza

Parametro [CAS] Unidade Resultados® Expandida® La® Método
1,1,1,2-Tetracloroetano [630-20-6] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,1,1-Tricloroetano [71-55-6] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,1,2,2-Tetracloroetano [79-34-5] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,1,2-Tricloroetano [79-00-5] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,1-Dicloroetano [75-34-3] mglm* <LQ ND 2 POP 86003
1,1-Dicloroeteno [75-35-4] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,1-Dicloropropeno [663-58-6] mg/m* <LQ ND 10 POP 86003
1,2,3-Triclorobenzeno [87-61-6] mg/m?® <LQ ND 2 POP 86003
1,2,3-Tricloropropano [96-18-4] mg/m?® <LQ ND 2 POP 86003
1,2 4-Triclorobenzeno [120-82-1] mgi/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,2, 4-Trimetilbenzeno [95-63-6] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,2-Dibromo-3-cloropropano [96-12-8] mg/m? <LQ ND 10 POP 86003
1,2-Dibromoetano [106-93-4] mg/m® <LQ ND 2 POP 86003
1,2-Dicloroetano [107-06-2] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,2-Dicloropropano [78-87-5] mg/m?* <LQ ND 10 POP 86003
1,3,5-Triclorobenzeno [108-70-3] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,3,56-Trimetilbenzeno [108-67-8] mg/m? <La ND 10 POP 86003
1,3-Diclorobenzeno [541-73-1] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,3-Dicloropropano [142-28-9] mglm? <LQ ND 10 POP 86003
1,4-Diclorobenzeno [106-46-7] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
2,2-Dicloropropano B [694-20-7] mg/m?® < LQ ND 10 POP 86003
2-Clorotolueno [95-49-8] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
4-Clorotolueno [106-43-4] mgim? <LQ ND 2 POP 86003
Benzeno [71-43-2] ppmv <LQ ND 0,06 POP 86003
Bromobenzeno [108-86-1] mag/m? <L0 ND 2 POP 86003
Bromoclorometano [74-07-5] mglm? <LQ ND 2 POP 86003
Bromodiclorometano [75-27-4) mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
Bromoférmio [75-25-2) mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
cis-1,2-Dicloroeteno [156-59-2] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
cis-1,3-Dicloropropeno [10061-01-5] mg/m? <LQ ND 10 POP 86003
Clorobenzeno [108-80-7] mg/m?* <LQ ND 2 POP 86003
Clorodibromometano [124-48-1] mg/m? <LQ ND 2 POP 88003
Cloroférmio [67-86-3] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
Estireno [100-42-5] ppmv <LQ ND 0,05 POP 86003
Etilbenzeno [100-41-4] ppmv <LQ ND 0,05 POP 86003
Hexaclorobutadieno [87-68-3] ma/m?® <LQ ND 2 POP 86003
Isopropilbenzeno (Cumeno) [98-82-8] ppmv <LQ ND 0,04 POP 86003
m+p-Xileno [108-38-3; 106-42-3] ppmy <LQ ND 0,09 POP 86003
Metiletilcetona [78-03-3] mg/m* <LQ ND 10 POP 86003
n-Butilbenzeno [104-51-8] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
n-Propilbenzeno [103-65-1] mg/m? < LQ ND 2 POP 86003
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TASQA Servigos Analiticos Lida p
CNPJ 67.994.897/0001-97 RELATORIO DE ENSAIO

TQA Praga 28 de Fevereiro, 55 — Nova Paulinia N° 20820/2014-1.0

CEP 13140-285 — Paulinia — SP

Fone/Fax: (19) 2138-8888 / (19) 2138-8885
Home Page: http://www.tasqa.com.br

L e—

Amostra: 20820/2014-1.0

Parametro [CAS] Unidade | Resultados®™ E,"':a';’;f;:m La® Métado
o-Xileno [95-47-6] ppmy <LQ ND 0,09 POP 86003
p-Isopropiltolueno [99-87-6) mgim? <LQ ND 2 POP 86003
Piridina [110-86-1] mg/m? <LQ ND 10 POP 86003
sec-Butilbenzeno [135-98-8] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
terc-Butilbenzeno [98-06-6) mg/m® <LQ ND 2 POP 86003
Tetracloreto de Carbono [56-23-5] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
Tetracloroeteno [127-18-4] mg/m® <LQ ND 2 POP 86003
Tolueno [108-88-3] ppmv <LQ ND 0,08 POP 86003
trans-1,2-Dicloroeteno [156-60-5] mg/m* <LQ ND 2 POP 86003
trans-1,3-Dicloropropeno [10061-02-6] mg/m? <LQ ND 10 POP 86003
Tricloroeteno [79-01-6) mg/m? <LQ ND 10 POP 86003
Xilenos gﬁggig;ﬂ;g"ﬁ] ppmy <LQ ND 0,09 POP 86003

Notas

TLQ = Limite de Quantificagéo.

@ A incerteza expandida (U) relatada é baseada na incerteza padréo combinada, multiplicada por um fator de abrangéncia k=2, para um nivel de confianga de 95%.
ND = Incerteza néo determinada / NA = Incerteza néo se aplica.

@A forma de expresséo dos resultados pode contemplar também: NA = Nao Avaliado / ND = Ndo Detectado.

Métodos

Resultado conferido e aprovado eletronicamente por:

Supervisora
Lab. Organica
CRQ 04449813 - 4° Regido

3512221405145591

Instrugées para a verificagédo de autenticidade de documentos
1° - Acesse a pagina hitp://www.tasga.com.br/conteudo/autenticidade
2° - Digite o cédigo de autenticidade do documento e clique em pesquisar

3° - Clique em Abrir Documento
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TASQA Servigos Analiticos Lida

CNPJ 67.994.897/0001-97 RELATORIO DE ENSAIO
T AS A Praga 28 de Fevereiro, 55 - Nova Paulinia &
Q CEP 13140-285 — Paulinia — SP N°®20821/2014-1.0

Fone/Fax: (19) 2138-8888 / (19) 2138-8885
Home Page: htip://www.tasqa.com.br

Data Emissao: 22/05/2014

DADOS DO CLIENTE

Cliente: BioCelere Agroindustrial Ltda

CNPJICPF: 13.808.281/0001-55

Solicitante: Gleidson Silva Teixeira

Enderego: Avenida Pierre Simon de Laplace Bloco A Cond. Unic, 965 - Cidade: Campinas - Bairro: Technopark - UF: SP - CEP: 13.069-320 -

- Caixa Postal:
. Proposta Comercial N°: 328/2014

' OBJETIVO

Ensaios Laboratoriais Sem Comparativo.

DADOS DA AMOSTRA

Projeto Cliente: ---

Identificagdo TASQA: 20821/2014-1.0

Identificagao Cliente: OGM G3

Estado Fisico: Gasosa

Responsavel pela Coleta: Solicitante - Responsavel pelo Transporte: Solicitante
Dt Coleta: - Dt Recebimento: 08/05/2014 09:50

Analises Requlares
Dt Inicio: 08/05/2014 - Dt Término: 22/05/2014

RESULTADOS:

Encontra(m)-se na(s) Tabela(s) da(s) pagina(s) seguinte(s) e refere-se exclusivamente & amostra analisada.

“Este Relatorio de Ensaio somente pode ser reproduzido na sua totalidade e sem alteragées.
A reprodugéo parcial requer aprovagéo escrita do Laboratério.”
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TASQA Servigos Analiticos Lida
CNPJ 67.994.897/0001-97

Praga 28 de Fevereiro, 55 — Nova Paulinia
CEP 13140-285 — Paulinia - SP

Fore/Fax: (19) 2138-8888 / (19) 2138-8885
Home Page: hiip://www.tasqa.com.br

RELATORIO DE ENSAIO

N°20821/2014-1.0

Amostra: 20821/2014-1.0

Parametro [CAS] Unidade | Resultados® E;’;’;‘:‘;f;:(z, Lt Método
1,1,1,2-Tetracloroetano |630-20-6] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,1,1-Tricloroetano [71-55-6] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,1,2,2-Tetracloroetano [79-34-5) mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,1,2-Tricloroetano [79-00-5] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,1-Dicloroetano [75-34-3] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,1-Dicloroeteno [75-35-4] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,1-Dicloropropeno [563-58-6] mgim? <LQ ND 10 POP 86003
1,2,3-Triclorobenzeno [87-61-6] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1 ,2,3-Tricloropropano [96-18-4] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,2,4-Triclorobenzeno [120-82-1] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,2,4-Trimetilbenzeno [95-63-6] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,2-Dibromo-3-cloropropano [96-12-8] mg/m? <LQ ND 10 POP 86003
1,2-Dibromoetano [106-93-4) mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,2-Dicloroetano [107-06-2) mg/m?® <LQ ND 2 POP 86003
1,2-Dicloropropano [78-87-5] mg/m? <LQ ND 10 POP 86003
1,3,5-Triclorobenzeno [108-70-3] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,3,5-Trimetilbenzeno [108-67-8] mg/m?® <LQ ND 10 POP 86003
1,3-Diclorabenzeno [541-73-1] mg/m?* <LQ ND 2 POP 86003
1,3-Dicloropropano [142-28-9] mg/m? <LQ ND 10 POP 86003
1,4-Diclorobenzeno [106-46-7] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
2,2-Dicloropropano [594-20-7] mg/m?® <LQ ND 10 POP 86003
2-Clorotolueno [95-49-8] mgim? <LQ ND 2 POP 86003
4-Clorotolueno [106-43-4] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
Benzeno [71-43-2] ppmv <LQ ND 0,06 POP 86003
Bromobenzeno [108-86-1] mg/m?® <LQ ND 2 POP 86003
Bromoclorometano [74-97-5) mg/m® <LQ ND 2 POP 86003
Bromodiclorometano [75-27-4) mg/m® <LQ ND 2 POP 86003
Bromoférmio [75-25-2] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
cis-1,2-Dicloroeteno [156-58-2] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
cis-1,3-Dicloropropeno [10061-01-5] mg/m? <LQ ND 10 POP 86003
Clorobenzeno [108-90-7] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
Clorodibromometano [124-48-1) mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
Cloroférmio [67-66-3] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
Estireno [100-42-5] ppmv <LQ ND 0,05 POP 86003
Etilbenzeno [100-41-4] ppmv <LQ ND 0,05 POP 86003
Hexaclorobutadieno [87-68-3] mg/m* <LQ ND 2 POP 86003
Isopropilbenzeno (Cumeno) [98-82-8] ppmv <LQ ND 0,04 POP 86003
m+p-Xileno (108-38-3; 108-42-3] ppmv <LQ ND 0,09 POP 86003
Metiletilcetona [78-93-3] mg/m? <LQ ND 10 POP 86003
n-Butilbenzeno [104-51-8] mgfm?* <LQ ND 2 POP 86003
n-Propilbenzeno [103-65-1] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
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TASQA Servios Analiticos Ltda ) 1.8
. CNPJ 67.994.897/0001-97 RELATORIO DE ENSAIQ' °
T AS A Praga 28 de Fevereiro, 55 — Nova Paulinia & = Fla.
Q CEP 13140-285 — Paulfnia — SP N°20821/2014-1.0
=y

Fone/Fax: (19) 2138-8888 /(19) 2138-8885
Home Page: htip://www.tasqa.com.br

Amostra: 20821/2014-1.0

‘ Parametro [CAS] Unidade Resultados® E)'(:‘;?{;?::m Lo Método
o-Xileno [95-47-6] ppmv <LQ ND 0,09 POP 86003
} p-lsopropiltolueno [99-87-6) mglm* <LQ ND 2 POP BB0D3
Piridina [110-86-1] mg/m? <LQ ND 10 POP 86003
sec-Butilbenzeno [135-98-8] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
terc-Butilbenzeno [98-06-6) mg/m?® <LQ ND 2 POP 86003
Tetracloreto de Carbono [56-23-5] mg/m?® <LQ ND 2 POP 86003
" Tetracloroeteno [127-18-4] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
Tolueno [108-88-3] ppmv <LQ ND 0,08 POP 86003
trans-1,2-Dicloroeteno [156-60-5] ma/m?® <LQ ND 2 POP 86003
trans-1,3-Dicloropropeno [10061-02-8] mg/m® <LQ ND 10 POP 86003
Tricloroeteno [79-01-6] mg/m? <LQ ND 10 POP 86003
Xienos [ T wm <la N 009 mp—

Notas

TLQ = Limite de Quantificagéo.

@ p incerteza expandida (U) relatada & baseada na incerteza padréo combinada, multiplicada por um fator de abrangéncia k=2, para um nivel de confianca de 95%.
ND = Incerteza ndo determinada / NA = Incerleza ndo se aplica.

@) A forma de expresséo dos resultados pode contemplar também: NA = Nao Avaliada / ND = N&o Detectado.

Métodos

Resultado conferido e aprovado eletronicamente por:

Vivian Rafaela Koenig

Supervisora
| Lab. Orgéanica
| CRQ 04449813 - 4° Regido

221422140514621

Instrugdes para a verificacdo de autenticidade de documenios
1° - Acesse a pagina hitp.//www.tasga.com.br/conteudo/autenticidade
2° .- Digite o codigo de autenticidade do documento e clique em pesquisar

3° - Clique em Abrir Documento
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TASQA Servigos Analiticos Ltda

CNPJ 67.994.897/0001-97 RELATORIO DE ENSAIO I
T A Praga 28 de Fevereiro, 55 — Nova Paulinia & ! '
AS Q CEP 13140-285 — Paulinia — SP N°20813/2014-1.0 t

Fone/Fax: (19) 2138-8888 / (19) 2138-8885
Home Page: htip:/f/www.tasqa.com.br

S "

Data Emissao: 22/05/2014

DADOS DO CLIENTE

Cliente: BioCelere Agroindustrial Lida

CNPJ/CPF: 13.808.281/0001-55

Solicitante: Gleidson Silva Teixeira

Enderego: Avenida Pierre Simon de Laplace Bloco A Cond. Unic, 965 - Cidade: Campinas - Bairro: Technopark - UF: SP - CEP: 13.069-320 -
- Caixa Postal:
 Proposta Comercial N°: 328/2014

- OBJETIVO
Ensaios Laboratoriais Sem Comparativo.

(e DADOS DA AMOSTRA

ot Projeto Cliente: ---
Identificagao TASQA: 20813/2014-1.0
Identificagdo Cliente: OGM X1
Estado Fisico: Gasosa

Responsavel pela Coleta: Solicitante - Responsavel pelo Transporte: Solicitante
Dt Coleta: - Dt Recebimento: 08/05/2014 09:50

Analises Requlares
Dt Inicio: 08/05/2014 - Dt Término; 22/05/2014

RESULTADOS:
Encontra(m)-se na(s) Tabela(s) da(s) pagina(s) seguinte(s) e refere-se exclusivamente a amostra analisada.

“Este Relatério de Ensaio somente pode ser reproduzido na sua totalidade e sem alterages.
A reprodugéo parcial requer aprovagéo escrita do Laboratorio.”
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TASQA

TASQA Servigos Analiticos Lida

CNPJ 67.994.897/0001-97

CEP 13140-285 — Paulinia — SP

Fone/Fax: (19) 2138-8888 /(19) 2138-8885

Praga 28 de Fevereiro, 55 — Nova Paulinia

- Home Page: hitp://www.tasqa.com.br

RELATORIO DE ENSAIO

N°20813/2014-1.0

Amostra: 20813/2014-1.0

Parametro [CAS] Unidade | Resultados® EL‘;‘;‘:";?;:m La® Método
1,1,1,2-Tetracloroetano [630-20-6] mgim? <LQ ND 2 POP 86003
1,1,1-Tricloroetano [71-65-6] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,1,2,2-Tetracloroetano [79-34-5) mg/m® <LQ ND 2 POP 86003
1,1,2-Tricloroetano [79-00-5] mg/m?* <LQ ND 2 POP 86003
1,1-Dicloroetano [75-34-3] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,1-Dicloroeteno [75-35-4] mg/m® <LQ ND 2 POP 86003
1,1-Dicloropropeno [663-58-6] mg/m? <LQ ND 10 POP 86003
1,2,3-Triclorobenzeno [87-61-6] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,2,3-Tricloropropano [96-18-4] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,2,4-Triclorobenzeno [120-82-1] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,2,4-Trimetilbenzeno [95-63-6] mg/m? < L0 ND 2 POP 86003
1,2-Dibromo-3-cloropropano [96-12-8] mg/m? <LQ ND 10 POP 86003
1,2-Dibromoetano [106-93-4] mg/m® <LQ ND 2 POP 86003
1,2-Dicloroetano [107-06-2] mg/m?* <LQ ND 2 POP 86003
1,2-Dicloropropano [78-87-5] mg/m? <LQ ND 10 POP 86003
1,3,5-Triclorobenzeno [108-70-3] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,3,5-Trimetilbenzeno [108-67-8] mg/m? <LQ ND 10 POP 86003
1,3-Diclorobenzeno [541-73-1] mg/m? <LQ " ND 2 POP 86003
1,3-Dicloropropano [142-28-9] mg/m? <LQ ND 10 POP 86003
1,4-Diclorobenzeno [106-46-7] mg/m? <lLQ ND 2 - POP 86003
2,2-Dicloropropano [694-20-7] mg/m* <LQ ND 10 POP 86003
2-Clorotolueno [95-49-8] mg/m?* <LQ ND 2 POP B6003
4-Clorotolueno [106-43-4] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
Benzeno [71-43-2] ppmv <LQ ND 0,06 POP 86003
Bromobenzeno [108-86-1] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
Bromoclorometano [74-97-5] mg/m* <LQ ND 2 POP 86003
Bromodiclorometano [75-27-4] mgim? <LQ ND 2 POP 86003
Bromoférmio [75-25-2] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
cis-1,2-Dicloroeteno [156-59-2] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
cis-1,3-Dicloropropeno [10061-01-5) mglm? <LQ ND 10 POP 86003
Clorobenzeno [108-90-7] mg/m?* <LQ ND 2 POP 86003
Cloroedibromometano [124-48-1] mgim? <LQ ND 2 POP 86003
Cloroférmio [67-66-3] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
Estireno [100-42-5] ppmv <LQ ND 0,05 POP 86003
Etilbenzeno [100-41-4] ppmyv <LQ ND 0,05 POP 86003
Hexaclorobutadieno [87-68-3] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
Isopropilbenzeno (Cumeno) [98-82-8] ppmyv <LQ ND 0,04 POP 86003
m-+p-Xileno [108-38-3; 106-42-3] ppmv <LQ ND 0,09 POP 86003
Metiletilcetona [78-93-3] mg/m? <LQ ND 10 POP 86003
n-Butilbenzeno [104-51-8] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
n-Propilbenzeno [103-65-1] mg/m?* <LQ ND 2 POP 86003
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TASQA Servigos Analiticos Ltda

| CNPJ 67.994.897/0001-97 RELATORIO DE ENSAIO
\ A Praga 28 de Fevereiro, 55 — Nova Paulinia -
TASQ CEP 13140-285 - Paulinia — 5P N°20813/2014-1.0

Fone/Fax: (19) 2138-8888 / (19) 2138-8885
Home Page: htip://www.tasqa.com.br

Amostra: 20813/2014-1.0

Parametro [CAS] Unidade Resultados® E;':;ir:‘?;:{zg Lat Método
o-Xileno [95-47-6] ppmv <LQ ND 0,09 POP 86003
p-Isopropiltolueno [99-87-8) mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
Piridina [110-86-1] mglm? <LQ ND 10 POP 86003
sec-Butilbenzeno [135-068-8] mglm? <LQ ND 2 POP 86003
terc-Butilbenzeno [98-06-6] mg/m® <LQ ND 2 POP 86003
Tetracloreto de Carbono [56-23-5] mg/m® <LQ ND 2 POP 86003
Tetracloroeteno [127-18-4] mg/m* <LQ ND 2 POP 86003
Tolueno [108-88-3] ppmv <LQ ND 0,08 POP 86003
trans-1,2-Dicloroeteno [156-60-5] mg/m® <LQ ND 2 POP 86003
trans-1,3-Dicloroprepeno [10061-02-6] mg/m? <LQ ND 10 POP 86003
Tricloroeteno [79-01-6] mg/m? <LQ ND 10 POP 86003
Xilenos e ey ppmy <LQ ND 0,09 POP 86003

Notas
LQ = Limite de Quantificagéo.
@) A incerteza expandida (U) relatada é baseada na incerteza padréo combinada, multiplicada por um fator de abrangéncia k=2, para um nivel de confianca de 95%.
ND = Incerteza ndo determinada / NA = Incerteza ndo se aplica.
@ A forma de expressio dos resultados pode contemplar também: NA = Ndo Avaliado / ND = N&o Detectado.

Métodos

Resultado conferido e aprovado eletronicamente por:

Vivian Rafaela Koenig

Supervisora
Lab. Orgénica
CRQ 04449813 - 4° Regidao

2500221405142546

Instrugées para a verificagdo de autenticidade de documentos
1° - Acesse a pagina htlp://www.tasga.com.br/conteudo/autenticidade
2° - Digite o codigo de autenticidade do documento e cligue em pesquisar

3° - Clique em Abrir Documento
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TASQA Servigos Analiticos Lida .
CNPJ 67.994.897/0001-97 RELATORIO DE ENSAIO

Praga 28 de Fevereiro, 55 — Nova Paulinia

CEP 13140-285 — Paulinia - SP N°20814/2014-1.0

Fone/Fax: (19) 2138-8888 /(19) 2138-8885
Home Page: htip://www.tasqa.com.br

TASQA

Data Emisséo: 22/05/2014
DADOS DO CLIENTE
Cliente: BioCelere Agroindustrial Ltda
CNPJ/CPF: 13.808.281/0001-55
Solicitante: Gleidson Silva Teixeira
Endereco: Avenida Pierre Simon de Laplace Bloco A Cond. Unic, 965 - Cidade: Campinas - Bairro: Technopark - UF: SP - CEP: 13.069-320 -
Caixa Postal:
Proposta Comercial N°: 328/2014

OBJETIVO
Ensaios Laboratoriais Sem Comparativo.

DADOS DA AMOSTRA

Projeto Cliente: ---

Identificagdo TASQA: 20814/2014-1.0

Identificagado Cliente: OGM X2

Estado Fisico: Gasosa

Responsavel pela Coleta: Solicitante - Responsavel pelo Transporte: Solicitante
Dt Coleta: - Dt Recebimento: 08/05/2014 09:50

Analises Requlares
Dt Inicio: 08/05/2014 - Dt Término: 22/05/2014

RESULTADOS:

Encontra(m)-se na(s) Tabela(s) da(s) pagina(s) seguinte(s) e refere-se exclusivamente a amostra analisada.

“Este Relatério de Ensaio somente pode ser reproduzido na sua totalidade e sem alteragoes.
A reproducao parcial requer aprovagao escrita do Laboratério.”
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TASQA Servigos Analiticos Ltda

CNPJ 67.994.897/0001-97 RELATORIO DE ENSAIO
Praca 28 de Fevereiro, 55 — Nova Paulinia o
CEP 13140-285 — Paulinia — SP N°®20814/2014-1.0

Fone/Fax: (19) 2138-8888 /(19) 2138-8885
Home Page: hitp://www.tasqa.com.br

> Os resultados da amostra a seguir ndo fazem parte do escopo de acreditaciio deste Laboratério <<«

Amostra: 20814/2014-1.0

|
|
= 3 Parametro [CAS] Unidade Resultados®

E;:';f:;f;:m La® Método

1,1,1,2-Tetracloroetano [630-20-6] mg/m?® <LQ ND 2 POP 86003
1,1,1-Tricloroetano [71-55-6) mg/m? <LQ ND 2 POP B6003

1 1,1,2,2-Tetracloroetano [79-34-5] maim? <LQ ND 2 POP 86003
| 1,1,2-Tricloroetano [79-00-5] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,1-Dicloroetano [75-34-3] mgim? <LQ ND 2 POP 86003
1,1-Dicloroeteno [75-35-4] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,1-Dicloropropeno [563-58-6] mg/m? <LQ ND 10 POP 86003
1,2,3-Triclorobenzeno [87-61-6) mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,2,3-Tricloropropano [96-18-4] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,2,4-Triclorobenzeno [120-82-1] mglm? <LQ ND 2 POP 86003
1,2,4-Trimetilbenzeno [85-63-6] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,2-Dibromo-3-cloropropano [96-12-8] mg/m?* <LQ ND 10 POP 86003
1,2-Dibromoetano [106-93-4] mg/m? <LQ ND V] POP 86003
1.2-Dicloroetano [107-06-2] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,2-Dicloropropano [78-87-5] mglm? <LQ ND 10 POP 86003
1,3,5-Triclorobenzeno [108-70-3] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,3,5-Trimetilbenzeno [108-67-8] mg/m? <LQ ND 10 POP 86003
1,3-Diclorobenzeno [541-73-1] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,3-Dicloropropano [142-28-9] mg/m? <LQ ND 10 POP 86003
1,4-Diclorobenzeno [106-46-7] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
2,2-Dicloropropano . [694-20-7] mg/m? <LQ ND 10 POP 86003

2-Clorotolueno [95-49-8] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003

4-Clorotolueno [106-43-4] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003

Benzeno [71-43-2] ppmv <LQ ND 0,08 POP 86003

Bromobenzeno [108-86-1] mgim?® <LQ ND 2 POP 86003
Bromoclorometano [74-97-5) mg/m? <LQ ND 2 POP 86003

| Bromodiclorometano [75-274] mglm? <LO ND 2 POP 86003
‘1 Bromoférmio [75-25-2] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
| cis-1,2-Dicloroeteno [156-59-2] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
cis-1,3-Dicloropropeno [10061-01-5) mg/m? <LQ ND 10 POP B6003

i Clorobenzeno [108-90-7] mg/m? <LQ ND 2 POP 85003
‘ Clorodibromometano [124-48-1] mg/m?* <LQ ND 2 POP 86003
Cloroférmio [67-66-3] mg/m?* <LQ ND 2 POP 86003

Estireno [100-42-5] ppmv <LQ ND 0,05 POP 86003

Etilbenzeno [100-41-4] ppmv <LQ ND 0,05 POP 86003
Hexaclorobutadieno [87-68-3] mgim? <LQ ND 2 POP 86003
Isopropilbenzeno (Cumeno) [98-82-8] ppmy <LQ ND 0,04 POP 88003

m+p-Xileno [108-38-3; 106-42-3] ppmy <LQ ND 0,09 POP 86003

Metiletiicetona [78-93-3] mg/m? <LQ ND 10 POP 86003

n-Butilbenzeno [104-51-8] mg/m* <LQ ND 2 POP 86003
n-Propilbenzeno : [103-65-1] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
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TASQA Servicos Analiticos Lida
CNPJ 67.994.897/0001-97

Praga 28 de Fevereiro, 55 — Nova Paulfnia
CEP 13140-285 — Paulinia — SP

Fone/Fax: (19) 2138-8888 / (19) 2138-8885
Home Page: htip://www.tasqa.com.by

RELATORIO DE ENSAIO

N°20814/2014-1.0

Amostra: 20814/2014-1.0

Incerteza

Parametro [CAS] Unidade Resultados® | pandida® La® Método
o-Xileno (95-47-6) ppmy <LQ ND 0,09 POP 86003
p-Isopropiltolueno [99-87-6] mgim? <LQ ND 2 POP 86003
Piridina [110-86-1] mg/m? <LQ ND 10 POP 86003
sec-Butilbenzeno [135-98-8] mgflm?* <LQ ND 2 POP 86003
terc-Butilbenzeno [98-06-6) mg/m® <LQ ND 2 POP 86003
Tetracloreto de Carbono [56-23-5] mg/m?* <LQ ND 2 POP 86003
Tetracloroeteno [127-18-4] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
Tolueno [108-88-3] ppmyv <LQ ND 0,08 POP 86003
trans-1,2-Dicloroeteno [156-60-5] mgim? <LQ ND 2 POP 86003
trans-1,3-Dicloropropeno [10061-02-6] mg/m? <LQ ND 10 POP 86003
Tricloroeteno [79-01-6] mg/m? <LQ ND 10 POP 86003
Xilenos :}]}?ggfg:g{;gﬂg%] ppmv <LQ ND 0,09 POP 86003
Notas

LQ = Limite de Quantificagdo.

@ Aincerteza expandida (U) relatada é baseada na incerteza padréo combinada, multiplicada por um fator de abrangéncia k=2, para um nivel de confianga de 95%.

ND = Incerteza ndo determinada / NA = Incerteza néo se aplica.
® A forma de expressao dos resultados pode contemplar também: NA = Nao Avaliado / ND = Nao Detectado.

Métodos

Resultado conferido e aprovado eletronicamente por:

Vivian Rafaela Koenig

Supervisora
Lab. Orgénica
CRQ 04449813 - 4* Regido

Instrugies para a verificagdo de autenticidade de documentos
1° - Acesse a pagina hitp:.//iwww.tasqa.com.br/conteudo/autenticidade
2° - Digite o codigo de autenticidade do documento e clique em pesquisar

3° - Clique em Abrir Documento

002221405142998
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TASQA Servicos Analiticos Ltda -
CNPJ 67.994.897/0001-97 RELATORIO DE ENSAIO

T AS A Praga 28 de Fevereiro, 55 — Nova Paulinia &
Q CEP 13140-285 — Paulinia — SP N°20815/2014-1.0

Fone/Fax: (19) 2138-8888 / (19) 2138-8885
Home Page: htip://www.tasqa.com. by

Data Emisséo: 22/05/2014

DADOS DO CLIENTE

Cliente: BioCelere Agroindustrial Lida
CNPJ/CPF: 13.808.281/0001-55
Solicitante: Gleidson Silva Teixeira

Enderego: Avenida Pierre Simon de Laplace Bloco A Cond. Unic, 965 - Cidade: Campinas - Bairro: Technopark - UF: SP - CEP: 13.069-320 -
- Caixa Postal:
" Proposta Comercial N°: 328/2014

- OBJETIVO
Ensaios Laboratoriais Sem Comparativo.

DADOS DA AMOSTRA

Projeto Cliente: -

ldentificagdo TASQA: 20815/2014-1.0
Identificagdo Cliente: OGM X3
Estado Fisico: Gasosa

Responsavel pela Coleta: Solicitante - Responsével pelo Transporte: Solicitante
Dt Coleta: - Dt Recebimento: 08/05/2014 08:50

Analises Regulares
Dt Inicio: 08/05/2014 - Dt Término: 22/05/2014

RESULTADOS:

Encontra(m)-se na(s) Tabela(s) da(s) pagina(s) seguinte(s) e refere-se exclusivamente & amostra analisada.

“Este Relatorio de Ensaio somente pode ser reproduzido na sua totalidade e sem alteragées.
A reproducéo parcial requer aprovagio escrita do Laboratério.”

Pagina 1de 3



TASQA Servicos Analiticos Lida

CNPJ 67.994.897/0001-97 RELATORIO DE ENSAIO
| Praga 28 de Fevereiro, 55 — Nova Paulinia 5
TASQA CEP 13140-285 — Paulfnia — SP N°20815/2014-1.0

Fone/Fax: (19) 2138-8888 / (19) 2138-8885
Home Page: http://www.tasqa.com.br

| 5% Os resultados da amostra a seguir ndo fazem parte do escopo deé acreditacio deste Laboratério <<<

Amostra: 20815/2014-1.0

Parametro [CAS] Unidade | Resultados® EL’;‘:";?:;Z, La® Método
1,1,1,2-Tetracloroetano [630-20-6] mg/m? <La ND 2 POP 86003
1,1,1-Tricloroetano [71-55-6) mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1.1,2,2-Tetracloroetano [79-34-5) mg/m?* <LQ ND 2 POP 86003
1,1,2-Tricloroetano [79-00-5] mgim? <LQ ND 2 POP 86003
1,1-Dicloroetano [75-34-3] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,1-Dicloroeteno [75-35-4] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,1-Dicloropropeno [563-58-6] mg/m? <LQ ND 10 POP 86003
1,2,3-Triclorobenzeno [87-61-6] mg/m® <LQ ND 2 POP 86003
1,2,3-Tricloropropano [96-18-4] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,2,4-Triclorobenzeno [120-82-1] mg/m?* <LQ ND 2 POP 86003
1,2,4-Trimetilbenzeno [95-63-6] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,2-Dibromo-3-cloropropano [96-12-8) mg/m?® <LQ ND 10 POP B6003
1,2-Dibromoetanc [106-93-4] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,2-Dicloroetano [107-06-2] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
1,2-Dicloropropano [78-87-5] mg/m?* <LQ ND 10 POP 86003
1,3,5-Triclorobenzeno [108-70-3] mg/m?® <LQ ND 2 POP 86003
1,3,5-Trimetllbenzeno [108-67-8] mg/m?® <LQ ND 10 POP 86003
1,3-Diclorobenzeno [541-73-1] mg/m* <LQ ND 2 POP 86003
1,3-Dicloropropano [142-28-9] mg/m? <LQ ND 10 POP 86003
1,4-Diclorobenzeno [106-46-7] mg/m? <LQ ND 2 - POP 86003
2,2-Dicloropropano 3 [594-20-7] mg/m?® <LQ ND 10 POP 86003
2-Clorotolueno [95-49-8] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
4-Clorotolueno [106-43-4] mglm? <LQ ND 2 POP 86003
Benzeno [71-43-2] ppmv <LQ ND 0,06 POP 86003
Bromobenzeno [108-86-1] mglm? <LQ ND 2 POP 86003
Bromoclorometano [74-97-5] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
Bromodiclorometano [75-27-4] mg/m?® <LQ ND 2 POP 86003
Bromoférmio [75-25-2] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
cis-1,2-Dicloroeteno [156-69-2] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
cis-1,3-Dicloropropeno [10061-01-5] mg/m? <LQ ND 10 POP 86003
Clorobenzeno [108-90-7] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
Clorodibromometano [124-48-1] mg/m?® <LQ ND 2 POP 86003
Cloroférmio [67-66-3] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
Estireno [100-42-5] ppmv <LQ ND 0,05 POP 86003
Etilbenzeno [100-41-4] ppmv <LQ ND 0,05 POP 86003
Hexaclorobutadieno [87-68-3] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
Isopropilbenzeno (Cumeno) [98-82-8] ppmv <LQ ND 0,04 POP 86003
m-+p-Xileno [10B-38-3; 106-42-3] ppmyv <LQ ND 0,09 POP BB003
Metiletilcetona [78-93-3] mg/m? <LQ ND 10 POP 86003
n-Butilbenzeno [104-51-8] mg/m?* <LQ ND 2 POP 86003
n-Propilbenzeno q [103-65-1] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
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TASQA Servicos Analiticos Lida .
CNPJ 67.994.897/0001-97 RELATORIO DE ENSAIO

Praga 28 de Fevereiro, 55 — Nova Paulinia o
CEP 13140-285 — Paulinia — SP N°20815/2014-1.0

Fone/Fax: (19) 2138-8888 / (19) 2138-8885
Home Page: hitp://www.tasga.cotinbi

'h\.'

i Amostra: 20815/2014-1.0

.. Parametro [CAS] Unidade Resultados® E;’:;i’;?::m L Método
S| o-Xileno [95-47-6] pprmv <LQ ND 0,09 POP 86003
1‘ p-Isopropiltolueno [99-87-6] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
o ‘ Piridina [110-86-1] —— <LQ ND 10 POP 85003
: ‘ sec-Butilbenzeno [135-08-8] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
= terc-Butilbenzeno [98-06-6] mg/m? <LQ ND 2 POP 86003
x ; Tetracloreto de Carbono [568-23-5) mg/m* <LQ ND 2 POP 86003
} 1 Tetracloroeteno [127-18-4] mg/m?* <LQ ND 2 POP 86003
Tolueno [108-88-3] ppmv <LQ ND 0,08 POP 86003
: trans-1,2-Dicloroeteno [156-60-5] mgim? <LQ ND 2 POP 86003
“ trans-1,3-Dicloropropeno [10061-02-6] mgim® <LQ ND 10 POP 86003
Tricloroeteno [79-01-6] mgi/m? <LQ ND 10 POP 88003
Xilenos g;ﬁggfg:;{{;gigf‘s‘l ppmv <LQ ND 0,09 POP 86003

Notas
LQ = Limite de Quantificagdo.
A incerteza expandida (U) relatada & baseada na incerteza padrao combinada, multiplicada por um fator de abrangéncia k=2, para um nivel de confianga de 95%.
ND = Incerteza n&o determinada / NA = Incerteza ndo se aplica.
) A forma de expressdo dos resultados pode contemplar também: NA = N&o Avaliado / ND = Nao Detectado.

Métodos

Resultado conferido e aprovado eletronicamente por:

{
§ o
i Vivian Rafaela Koenig
Supervisora

Lab. Organica
CRQ 04449813 - 42 Regido

 5303221405143374

Instrugées para a verificagdo de autenticidade de documenios
1°- Acesse a pagina hitp://www.lasga.com.br/conteudo/autenticidade
2° - Digite o cédigo de autenticidade do documento e cligue em pesquisar

3° - Cligue em Abrir Documento
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5.7. Relatério de ensaio: perfil quali/quanti de compostos organicos volateis (QQV;)-" | f’\f :

Perfil quali/quanti de COVs ::, 3 [~
Condicao: Parental crescendo em glicose v
Réplicas: 1,2 e 3
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TASQA Servigos Analiticos Lida L

CNPJ 67.994.897/0001-97 RELATORIO DE ENSAIO
Praga 28 de Fevereiro, 55 — Nova Paulinia o

CEP 13140-285 — Paulinia — SP N 2081 6"201 4-2'0
Fone/Fax: (19) 2138-8888 / (19) 2138-8885
Home Page: http://www.tasqa.com.br S

-l DADOS DO CLIENTE
Cliente: BioCelere Agroindustrial Ltda
CNPJICPF: 13.808.281/0001-55
Solicitante: Gleidson Silva Teixeira
o Enderego: Avenida Pierre Simon de Laplace Bloco A Cond. Unic, 965 - Cidade: Campinas - Bairro: Technopark - UF: SP - CEP: 13.069-320 -
: - Caixa Postal:
- Proposta Comercial N°: 328/2014

- OBJETIVO
Ensaios Laboratoriais Sem Comparativo.

DADOS DA AMOSTRA

Projeto Cliente: -

Identificagdo TASQA: 20816/2014-2.0
Identificagdo Cliente: WT G1

Estado Fisico: Gasosa

Responsavel pela Coleta: Solicitante - Responsavel pelo Transporte: Solicitante
Dt Coleta: - Dt Recebimento: 08/05/2014 09:50

Analises Regulares
Dt Inicio: 08/05/2014 - Dt Término:

RESULTADOS:

Encontra(m)-se na(s) Tabela(s) da(s) pagina(s) seguinte(s) e refere-se exclusivamente & amostra analisada.

“Este Relatério de Ensaio somente pode ser reproduzido na sua totalidade e sem alteragoes.
A reprodugio parcial requer aprovagéo escrita do Laboratério.”
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TASQA Servigos Analiticos Lida

Praga 28 de Fevereiro, 55 — Nova Paulinia
CEP 13140-285 — Paulinia - SP
Fone/Fax: (19) 2138-8888 /(19) 2138-8885
Home Page: http://www.tasga.com.by

Amostra: 20816/2014-2.0

CNPJ 67.994.897/0001-97 RELATORIO DE ENSAIO
N° 20816/2014-2.0

Parametro [CAS] Unidade Resultados® E
xpa

Incerteza

ndida®

La®

Método

Etanol - % 100

EPA 8260 B

Notas
TLQ = Limite de Quantificagéo.

A incerteza expandida (U) relatada & baseada na incerteza padréo combinada, multiplicada por um fator de abrangéncia k=2, para um nivel de conflanga de 95%.

ND = Incerteza nao determinada / NA = Incerleza n&o se aplica.
) A forma de expressao dos resultados pode contemplar também: NA = N&o Avaliade / ND = Néo Detectado

Métodos
v EPA = Environmental Protection Agency.

Resultado conferido e aprovado eletronicamente por:

Vivian Rafaela Koenig

Supervisora
Lab. Orgénica
CRQ 04449813 - 4° Regido

12052609051

Instrugdes para a verificacdo de autenticidade de documentos

1° - Acesse a pagina hitp://www.lasqa.com.br/conteudo/autenticidade

2° - Digite o codigo de autenticidade do documento e cligue em pesquisar
3° - Clique em Abrir Documento

Pagina 2 de 2




TASQA Servigos Analiticos Ltda .
CNPJ 67.994.897/0001-97 RELATORIO DE ENSAIO

TAS A Praca 28 de Fevereiro, 55 — Nova Paulinia -
Q CEP 13140-285 — Paulinia — SP N°20817/2014-2.0

Fone/Fax: (19) 2138-8888 / (19) 2138-8885
Home Page: http://www.tasqa.com.br

DADOS DO CLIENTE

Cliente: BioCelere Agroindustrial Ltda

CNPJ/CPF: 13.808.281/0001-55

Solicitante: Gleidson Silva Teixeira

Endereco: Avenida Pierre Simon de Laplace Bloco A Cond. Unic, 965 - Cidade: Campinas - Bairro: Technopark - UF: SP - CEP: 13.069-320 -

Caixa Postal:

. Proposta Comercial N°: 328/2014

OBJETIVO
Ensaios Laboratoriais Sem Comparativo,

DADOS DA AMOSTRA

Projeto Cliente: -

Identificagdo TASQA: 20817/2014-2.0

Identificagdo Cliente: WT G2

Estado Fisico: Gasosa

Responsével pela Coleta: Solicitante - Responsavel pelo Transporte: Solicitante
Dt Coleta: - Dt Recebimento: 08/05/2014 09:50

Analises Regulares
Dt Inicio: 08/05/2014 - Dt Término:

RESULTADOS:

Encontra(m)-se na(s) Tabela(s) da(s) pagina(s) seguinte(s) e refere-se exclusivamente a4 amostra analisada.

“Este Relatério de Ensaio somente pode ser reproduzido na sua totalidade e sem alteragées.
A reproducéo parcial requer aprovagao escrita do Laboratério.”

Pagina 1 de 2



TASQA Servicos Analiticos Lida -

CNPJ 67.994.897/0001-97 RELATORIO DE ENSAIO
Praga 28 de Fevereiro, 55 — Nova Paulinia
CEP 13140-285 — Paulinia — SP

Fone/Fax: (19) 2138-8888 /(19) 2138-8885
Home Page: htip://www.tasqa.con.br

-

N°20817/2014-2.0

 »b>0s resultados da amostra a seguir né

Incerteza
Expandida'®

Perfil Quali/Quantitativo VOC - - Ausente - e EPA 8260 B

Parametro [CAS] Unidade Resultados™ La™ Método

‘ Amostra: 20817/2014-2.0
|
\
{
|

MNotas
LQ = Limite de Quantificagéo.
@ A incerteza expandida (U) relatada é baseada na incerteza padréo combinada, multiplicada por um fator de abrangéncia k=2, para um nivel de confianga de 95%.
ND = Incerteza ndo determinada / NA = Incerteza ndo se aplica.
@ A forma de expressao dos resultados pode contemplar também: NA = Nao Avaliado / ND = N&o Delectado.

Métodos
v' EPA = Environmental Protection Agency.

Resultado conferido e aprovado eletronicamente por:

Vivian Rafaela Koenig

Supervisora
Lab. Orgénica
CRQ 04449813 - 4° Regido

Instrugdes para a verificagdo de autenticidade de documentos
1° - Acesse a pagina hftp:.//www.tasqa.com.br/conteudo/autenticidade
2° - Digite o eddigo de autenticidade do documento e clique em pesquisar

3° - Clique em Abrir Documento

Pagina 2 de 2



N s e T

TASQA Servigos Analiticos Lida "
CNPJ 67.994.897/0001-97 RELATORIO DE ENSAIO

TASQA Praga 28 de Fevereiro, 55 — Nova Paulinia N°20818/2014-2.0

CEP 13140-285 — Paulinia — SP

Fone/Fax: (19) 2138-8888 / (19) 2138-8885
Home Page: hitp://www.lasqa.com.br

DADOS DO CLIENTE

Cliente: BioCelere Agroindustrial Ltda

CNPJI/CPF: 13.808.281/0001-55

Solicitante: Gleidson Silva Teixeira

Enderego: Avenida Pierre Simon de Laplace Bloco A Cond. Unic, 965 - Cidade: Campinas - Bairro: Technopark - UF: SP - CEP: 13.069-320 -
Caixa Postal:

- Proposta Comercial N°: 328/2014

OBJETIVO
Ensalos Laboratoriais Sem Comparativo.

DADOS DA AMOSTRA

Projeto Cliente: ---

Identificagdo TASQA: 20818/2014-2.0
Identificagédo Cliente: WT G3

Estado Fisico: Gasosa

Responsavel pela Coleta: Solicitante - Responsavel pelo Transporte: Solicitante
Dt Coleta: - Dt Recebimento: 08/05/2014 09:50

Anilises Requlares
Dt Inicio: 08/05/2014 - Dt Término:

RESULTADOS:

Encontra(m)-se na(s) Tabela(s) da(s) pagina(s) seguinte(s) e refere-se exclusivamente & amostra analisada.

“Este Relatério de Ensaio somente pode ser reproduzido na sua totalidade e sem alteragdes.
A reprodugdo parcial requer aprovagdo escrita do Laboratério.”

Pagina 1 de 2



TASQA Servicos Analiticos Lida F

CNPJ 67.994.897/0001-97 RELATORIO DE ENSAIO
Praga 28 de Fevereiro, 55 — Nova Paulfnia o

CEP 13140-285 — Paulinia — SP N°20818/2014-2.0
Fone/Fax: (19) 2138-8888 /(19) 2138-8885
Home Page: http://www.tasqa.com.br

ssultados da amostia a

Amostra: 20818/2014-2.0

Incerteza
Expandida®®

Perfil Quali/Quantitativo VOC Ausente - —_ EPA 8260 B

Parametro [CAS] Unidade Resultados™ La® Método

Notas
"LQ = Limite de Quantificagéo.
@ A incerteza expandida (U) relatada & baseada na incerteza padrao combinada, multiplicada por um fator de abrangéncia k=2, para um nivel de confianga de 95%.
ND = Incerteza ndo determinada / NA = Incerteza néo se aplica.
© A forma de expresséo dos resultados pode contemplar também: NA = Néo Avaliado / ND = N&o Detectado.

Métodos
v EPA = Environmental Protection Agency.

Resultado conferido e aprovado eletronicamente por:

Vivian Rafaela Koenig

Supervisora
Lab. Orgéanica
CRQ 04449813 - 4° Regido

1512260005143504

Instrug¢ées para a verificacdo de autenticidade de documentos

1° - Acesse a pagina hitp://www.tasqa.com.br/conteudo/autenticidade

2° - Digite o codigo de autenticidade do documento e clique em pesquisar
3° - Clique em Abrir Documento

Péagina 2 de 2




Perfil quali/quanti de COVs
Condigdo: OGM crescendo em glicose
Réplicas: 1,2e 3

331
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TASQA Servicos Analiticos Lida .
CNPJ 67.994.897/0001-97 RELATORIO DE ENSAIO

TAS A Praga 28 de Fevereiro, 55 — Nova Paulinia i
Q CEP 13140-285 - Paulinia - SP N°20819/2014-2.0 S

Fone/Fax: (19) 2138-8888 / (19) 2138-8885 A
Home Page: http://www.tasqa.con.br N,

DADOS DO CLIENTE

Cliente: BioCelere Agroindustrial Ltda

CNPJ/CPF: 13.808.281/0001-55

Solicitante: Gleidson Silva Teixeira

Enderego: Avenida Pierre Simon de Laplace Bloco A Cond. Unic, 965 - Cidade: Campinas - Bairro: Technopark - UF: SP - CEP: 13.069-320 -
Caixa Postal:

Proposta Comercial N°: 328/2014

OBJETIVO
Ensaios Laboratoriais Sem Comparativo.

DADOS DA AMOSTRA

Projeto Cliente: -

Identificagdo TASQA: 20819/2014-2.0
ldentificagdo Cliente: OGM G1
Estado Fisico: Gasosa

Responsavel pela Coleta: Solicitante - Responsavel pelo Transporte: Solicitante
Dt Coleta: - Dt Recebimento: 08/05/2014 09:50

Analises Requlares
Dt Inicio: 08/05/2014 - Dt Término:

RESULTADOS:

Encontra(m)-se na(s) Tabela(s) da(s) pagina(s) seguinte(s) e refere-se exclusivamente & amostra analisada. .

“Este Relatério de Ensaio somente pode ser reproduzido na sua totalidade e sem alteragoes. -
A reprodugdo parcial requer aprovagédo escrita do Laboratério.”

Pagina 1 de 2



CNPJ 67.994.897/0001-97

CEP 13140-285 — Paulinia — SP

Home Page: hitp://www.tasqa.com.by

TASQA Servicos Analiticos Lida

uitados da amostra a seguir ndo fazem

Praga 28 de Fevereiro, 55 — Nova Paulfnia

Fone/Fax: (19) 2138-8888 / (19) 2138-8885

Amostra: 20819/2014-2.0

arte do escopo de acr

RELATORIO DE ENSAIO
N°20819/2014-2.0

Parametro [CAS]

Unidade

Resultados™

Incerteza
Expandida'®

L.Qm

Método

Etanol -

%

100

EPA 8260 B

Notas
"LQ = Limite de Quantificago.

@ A incerteza expandida (U) relatada ¢ baseada na incerteza padrio combinada, multiplicada por um fator de abrangéncia k=2, para um nivel de confianca de 95%.
ND = Incerteza nao determinada / NA = Incerteza néo se aplica.
@ A forma de express&o dos resultados pode contemplar também: NA = Nao Avaliado / ND = Nao Detectado.

Métodos
v EPA = Environmental Protection Agency.

Resultado conferido e aprovado eletronicamente por:

Vivian Rafaela Koenig

Supervisora

Lab. Orgéanica

CRQ 04449813 - 4° Regido

% 526091 :

Instrugées para a verificacdo de autenticidade de documentos
1° - Acesse a pagina htip://www.tasqa.com.br/conteudo/autenticidade
2° . Digite o cddigo de autenticidade do documento e clique em pesquisar

3° - Clique em Abrir Documento

Pagina 2 de 2



TASQA Servigos Analiticos Lida

| CNPJ 67.994.897/0001-97 RELATORIO DE ENSAIO
T AS A Praga 28 de Fevereiro, 55 — Nova Paulinia =
Q CEP 13140-285 — Paulinia — §P N°20820/2014-2.0

Fone/Fax: (19) 2138-8888 / (19) 2138-8885
Home Page: http://www.tasqa.com.br

DADOS DO CLIENTE

Cliente: BioCelere Agroindustrial Ltda

CNPJ/CPF: 13.808.281/0001-55

Solicitante: Gleidson Silva Teixeira
- Enderego: Avenida Pierre Simon de Laplace Bloco A Cond. Unic, 965 - Cidade: Campinas - Bairro: Technopark - UF: SP - CEP: 13.069-320 -
~ Caixa Postal:

Proposta Comercial N°: 328/2014

OBJETIVO
Ensaios Laboratoriais Sem Comparativo.

DADOS DA AMOSTRA

Projeto Cliente: ---

Identificagdo TASQA: 20820/2014-2.0
Identificagdo Cliente: OGM G2
Estado Fisico: Gasosa

Responsavel pela Coleta: Solicitante - Responsavel pelo Transporte: Solicitante
Dt Coleta: - Di Recebimento: 08/05/2014 09:50

Analises Requlares
Dt Inicio: 08/05/2014 - Dt Término:

RESULTADOS:

Encontra(m)-se na(s) Tabela(s) da(s) pagina(s) seguinte(s) e refere-se exclusivamente a amostra analisada. -

“Este Relatério de Ensaio somente pode ser reproduzido na sua totalidade e sem alteragoes.
A reprodugio parcial requer aprovagio escrita do Laboratério.”

Pagina 1 de 2



TASQA Servigos Analiticos Lida

CNPJ 67.994.897/0001-97 RELATORIO DE ENSAIO
Praga 28 de Fevereirn, 55 — Nova Paulinia B

CEP 13140-285 — Paulinia — SP N°20820/2014-2.0
Fone/Fax: (19) 2138-8888 / (19) 2138-8885

Home Page: hitp://www.tasqa.com.by

mostra a seguir nao faze

Amostra: 20820/2014-2.0

Incerteza (1)
Expandida®® Lo

Etanol o % 100 - == EPA 8260 B

Parametro [CAS] Unidade Resultados™ Método

Notas

TLQ = Limite de Quantificagéo.

2 A incerteza expandida (U) relatada é baseada na incerteza padréo combinada, multiplicada por um fator de abrangéncia k=2, para um nivel de confianga de 95%.
ND = Incerteza nao determinada / NA = Incerleza n@o se aplica.

@ A forma de expresséo dos resultados pode contemplar também: NA = Nao Avaliado / ND = N&o Deteclado.

Métodos
¥ EPA = Environmental Protection Agency.

Resultado conferido e aprovado eletronicamente por:

Vivian Rafaela Koenig

Supervisora
Lab. Orgéanica
CRQ 04449813 - 4° Regido

Instrugdes para a verificacao de autenticidade de documentos
1° - Acesse a pagina hitp.//www.lasqa.com.br/conteudo/autenticidade
2° - Digite o codigo de autenticidade do documento e clique em pesquisar

3°- Clique em Abrir Documento

Pagina 2 de 2
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TASQA Servicos Analiticos Lida .
CNPJ 67.994.897/0001-97 RELATORIO DE ENSAIO

TASQA Praga 28 de Fevereirs, 55 - Nova Paulinia N° 20821/2014-2.0

CEP 13140-285 — Paulinia — §P

Fone/Fax: (19) 2138-8888 / (19) 2138-8885 } Dy
Home Page: http://www.tasqa.com.br :

DADOS DO CLIENTE

Cliente: BioCelere Agroindustrial Ltda

CNPJ/CPF: 13.808.281/0001-55

Solicitante: Gleidson Silva Teixeira

Enderego: Avenida Pierre Simon de Laplace Bloco A Cond. Unic, 965 - Cidade: Campinas - Bairro: Technopark - UF: SP - CEP: 13.069-320 -
- Caixa Postal:

Proposta Comercial N°: 328/2014

OBJETIVO
Ensaios Laboratoriais Sem Comparativo.

DADOS DA AMOSTRA

Projeto Cliente: ---

Identificagao TASQA: 20821/2014-2.0
Identificagdo Cliente: OGM G3
Estado Fisico: Gasosa

Responsavel pela Coleta: Solicitante - Responséavel pelo Transporte: Solicitante
Dt Coleta: - Dt Recebimento: 08/05/2014 09:50

Analises Requlares
Dt Inicio: 08/05/2014 - Dt Término:

RESULTADOS:

Encontra(m)-se na(s) Tabela(s) da(s) pagina(s) seguinte(s) e refere-se exclusivamente a amostra analisada.

“Este Relatério de Ensalo somente pode ser reproduzido na sua totalidade e sem alteragdes.
A reprodugéo parcial requer aprovagéo escrita do Laboratério.”

Pagina 1 de 2



ret e WL L

CNPJ 67.994.897/0001-97

TASQA Servigos Analiticos Lida

Praga 28 de Fevereiro, 55 — Nova Paulinia
CEP 13140-285 — Paulinia - SP
Fone/Fax: (19) 2138-8888 / (19) 2138-8885
Horme Page: hitp://www.tasqa.cotn.br

RELATORIO DE ENSAIO

N°20821/2014-2.0

Amostra: 20821/2014-2.0

Parametro

[CAS]

Unidade

Resultados™

Incerteza
Expandida®®

La®

Método

Etanol

%

100

EPA 8260 B

Notas
LQ = Limite de Quantificagéo.

) A incerteza expandida (U) relatada é baseada na incerteza padrao combinada, multiplicada por um fator de abrangéncia k=2, para um nivel de confianga de 95%.
ND = Incerteza ndo determinada / NA = Incerteza nao se aplica.

®) A forma de expressao dos resultados pode contemplar também: NA = Nao Avaliado / ND = N&o Detectado.

Métodos
v EPA = Environmental Protection Agency.

Resultado conferido e aprovado eletronicamente por:

3° - Cligue em Abrir Documento

y

.-r‘”/

[

Vivian Rafaela iKoenig

Supervisora

Lab. Orgénica

CRQ 04449813 - 4° Regldo

Instrugdes para a verificagdo de autenticidade de documentos
1¢ - Acesse a pagina http://www.lasqa.com.br/conteudo/autenticidade
2° - Digite o codigo de autenticidade do documento e clique em pesquisar

5222260905147221

Péagina 2 de 2



; Perfil quali/quanti de COVs
Condicdo: OGM crescendo em xilose i
Réplicas: 1,2e 3 %

339
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TASQA Servicos Analiticos Lida .
CNEJ 67.994.897/0001-97 RELATORIO DE ENSAIO

TASQA Praga 28 de Fevereira, 55 — Nova Paulinia N° 2081 3,201 4-2.0

CEP 13140-285 — Paulinia — SP

] Fone/Fax: (19) 2138-8888 /(19) 2138-8885 :, N
Home Page: hitp://www.tasqa.com.br X

DADOS DO CLIENTE

Cliente: BioCelere Agroindustrial Ltda

CNPJICPF: 13.808.281/0001-55

Solicitante: Gleidson Silva Teixeira

Enderego: Avenida Pierre Simon de Laplace Bloco A Cond. Unic, 965 - Cidade: Campinas - Bairro: Technopark - UF; SP - CEP: 13.069-320 -
Caixa Postal:

. Proposta Comercial N°: 328/2014

OBJETIVO
- Ensaios Laboratoriais Sem Comparativo.

DADOS DA AMOSTRA

Projeto Cliente: -—

Identificagdo TASQA: 20813/2014-2.0
Identificagédo Cliente: OGM X1
Estadoe Fisico: Gasosa

Responsavel pela Coleta: Solicitante - Responsavel pelo Transporte: Solicitante
Dt Coleta: - Dt Recebimento: 08/05/2014 09:50

Analises Regulares
Dt Inicio: 08/05/2014 - Dt Término:

RESULTADOS:

Encontra(m)-se na(s) Tabela(s) da(s) pagina(s) seguinte(s) e refere-se exclusivamente a amostra analisada.

“Este Relatério de Ensaio somente pode ser reproduzido na sua fotalidade e sem alteragoes.
A reprodugéo parcial requer aprovagdo escrita do Laboratério.”

Pagina 1 de 2



TASQOA Servigos Analiticos Lida p
CNPJ 67.994.897/0001-97 RELATORIO DE ENSAIO

Praga 28 de Fevereiro, 55— Nova Paulinia N & 2081 3[201 4_2.0

CEP 13140-285 — Paulinia — SP
Fone/Fax: (19) 2138-8888 / (19) 2138-8885
Home Page: http://www.tasqa.com. by

rte do escopo de

ultados da amostra a seguir néo fa

Amostra: 20813/2014-2.0

Parametro [CAS] Unidade | Resultados®™ E)'(’;;‘:";T;:.z; La™ Métado
Etanol - % 100 - - EPA 8260 B
Notas
™LQ = Limite de Quantificagéo.

@ A incerteza expandida (U) relatada é baseada na incerteza padrédo combinada, multiplicada por um fator de abrangéncia k=2, para um nivel de confianga de 95%.
ND = Incerteza ndo determinada / NA = Incerleza néo se aplica.
@ A forma de expressao dos resultados pode contemplar também: NA = No Avaliado / ND = Néo Detectado.

Métodos
v' EPA = Environmental Protection Agency.

Resultado conferido e aprovado eletronicamente por:

Vivian Rafaela Koenig
Supervisora

Lab. Orgénica
CRQ 04449813 - 4° Regiao

0055260805140029

Instrugées para a verificagdo de autenticidade de documentos
1° - Acesse a pagina hitp.//www.tasga.com.br/conteudo/autenticidade
2° - Digite o cédigo de autenticidade do documento e clique em pesquisar

3° - Clique em Abrir Documento

Pagina 2 de 2



TASQA Servigos Analiticos Lida i

CNPJ 67.994.897/0001-97 RELATORIO DE ENSAIO
Praga 28 de Fevereiro, 55 — Nova Paulinia & ¥
CEP 13140-285 — Paulinia — SP N°20814/2014-2.0 ¢
Fone/Fax: (19) 2138-8888 /(19) 2138-3885 Y
Home Page: htp://www.tasqa.com.br

DADOS DO CLIENTE

Cliente: BioCelere Agroindustrial Ltda

CNPJICPF: 13.808.281/0001-55

Solicitante: Gleidson Silva Teixeira

Enderego: Avenida Pierre Simon de Laplace Bloco A Cond. Unic, 965 - Cidade: Campinas - Bairro: Technopark - UF: SP - CEP: 13.069-320 -
Caixa Postal:

Proposta Comercial N°: 328/2014

OBJETIVO
Ensaios Laboratoriais Sem Comparativo.

DADOS DA AMOSTRA

Projeto Cliente: ---

Identificagao TASQA: 20814/2014-2.0
Identificagdo Cliente: OGM X2
Estado Fisico: Gasosa

Responsavel pela Coleta: Solicitante - Responsavel pelo Transporte: Solicitante
Dt Coleta: - Dt Recebimento: 08/05/2014 09:50

Analises Requlares
Dt Inicio: 08/05/2014 - Dt Término:

RESULTADOS:

Encontra(m)-se na(s) Tabela(s) da(s) pagina(s) seguinte(s) e refere-se exclusivamente a amostra analisada.

“Este Relatério de Ensaio somente pode ser reproduzido na sua fotalidade e sem alteragdes.
A reprodugéo parcial requer aprovagao escrita do Laboratério.”

Pagina 1 de 2



TASQA Servicos Analiticos Lida .
CNPJ 67.994.897/0001-97 RELATORIO DE ENSAIO

Praga 28 de Fevereivo, 55 — Nova Paulinia o
CEP 13140-285 — Paulinia — SP N°20814/2014-2.0

Fone/Fax: (19) 2138-8888 /(19) 2138-8885
Home Page: hitp://www.lasqa.com.br

.~ »»>0sresultados da amostra a seguir néo fazem parte do escope

Amostra: 20814/2014-2.0

Incerteza (1) z
Expandiu:ia‘z' LQ Método

Etanol =5 % 100 —_ - EPA 8260 B

Parametro [CAS] Unidade Resultados™

Notas

TLQ = Limite de Quantificagso.

@ A incerteza expandida (U) relatada é baseada na incerteza padrédo combinada, multiplicada por um fator de abrangéncia k=2, para um nivel de confianga de 95%.
ND = Incerteza néo determinada / NA = Incerteza néo se aplica.

@A forma de expresséo dos resultados pode contemplar também: NA = Nao Avaliado / ND = N&o Detectado.

Métodos
¥ EPA = Environmental Protection Agency.

Resultado conferido e aprovado eletronicamente por:

Vivian Rafaela Koenig
Supervisora

Lab. Orgéanica
CRQ 04449813 - 4° Regido

2158260805140186

Instrugbes para a verificagao de autenticidade de documenios
1° - Acesse a pagina hitp.//www.tasqa.com.br/conteudo/autenticidade
2° - Digite o cédigo de autenticidade do documento e cligue em pesquisar

3° - Cligue em Abrir Documento

Pagina 2 de 2



TASQA Servigos Analiticos Lida .
CNPJ 67.994.897/0001-97 RELATORIO DE ENSAIOD

T A SQ A Praga 28 de Fevereiro, 55 - Nova Paulinia T m t

CEP 13140-285 — Paulinia - SP " -

Fone/Fax: (19) 2138-8888 /(19) 2138-8885 AN
Home Page: hitp://www.tasqa.com.br ""\,‘; ’

DADOS DO CLIENTE

Cliente: BioCelere Agroindustrial Ltda

CNPJ/CPF: 13.808.281/0001-55

Solicitante: Gleidson Silva Teixeira

Enderego: Avenida Pierre Simon de Laplace Bloco A Cond. Unic, 965 - Cidade: Campinas - Bairro: Technopark - UF: SP - CEP: 13.069-320 -

- Caixa Postal:

Proposta Comercial N°: 328/2014

OBJETIVO
Ensaios Laboratoriais Sem Comparativo.

DADOS DA AMOSTRA

Projeto Cliente: ---

Identificagdo TASQA: 20815/2014-2.0
Identificagdo Cliente: OGM X3
Estado Fisico: Gasosa

Responséavel pela Coleta: Solicitante - Responsavel pelo Transporte: Solicitante
Dt Coleta: - Dt Recebimento: 08/05/2014 09:50

Analises Regulares
Dt Inicio: 08/05/2014 - Dt Término:

RESULTADOS:

Encontra(m)-se na(s) Tabela(s) da(s) pagina(s) seguinte(s) e refere-se exclusivamente a amostra analisada.

“Este Relatério de Ensaio somente pode ser reproduzido na sua totalidade e sem alteragées.
A reproducio parcial requer aprovacgéo escrita do Laboratério.”

Pagina 1 de 2



TASQA Servicos Analiticos Lida &
CNPJ 67.994.897/0001-97 RELATORIO DE ENSAIO

TAS A Praga 28 de Fevereiro, 55 — Nova Paulinia N° 20815/2014-2.0

CEP 13140-285 — Paulinia — SP

Fone/Fax: (19) 2138-8888 / (19) 2138-8885
Home Page: hitp://www.tasqa.com.br

e g W

1 parie do escopo de acreditacfo deste Laboratorio.

Amostra: 20815/2014-2.0

Parametro [CAS] Unidade Resultados® E:::::;T;:m Lot Método
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ou solicitar sua isencdo, no prazo de 30 (trinta) dias, contados a partir da publicagéo do
deferimento do pedido de liberagdo comercial da linhagem Celere-2L, considerando a avaliacéo

de risco da CTNBio e o parecer contido na sua decisao técnica.
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comissao técnica nacional

(T BRAS"_ Ministério da Ciéncia e Tecnologia - MCT CTNBio

Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranga - CTNBio

Miisté da Génela ¢ Tocndlogia Secretaria Executiva

de biosseguranca

Termo de Confidencialidade

As paginas 185 a 219 foram retiradas do Processo por conterem informagoes

confidenciais.

Responsavel

Data: 17 de Setembro de 2014

SPO — Area 05 — Quadra 03 Bloco B — Térreo — Salas 08 a 10
Brasilia , DF — CEP: 70610-200
Fones: (55)(61) 3411 5178 / 3411 5516 — FAX: (55)(61) 3317-7475
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