Rezumatul informatiilor din Notificarea privind utilizarea in conditii de izolare
a doua microorganisme modificate genetic: Trichoderma reesei - tulpina
SCFO07199 si Saccharomyces cerevisiae - tulpina SCY05234, folosite in productia
etanolului celulozic in Romania.

l. Informatii generale

1. Detalii cu privire la notificare
a. Numarul notificarii: Nr.2 din data de 28.12.2021
b. Data primirii notificarii: 25.10.2021
c. Titlul proiectului: Notificare pentru obtinerea autorizatiei de utilizare in
conditii de izolare a doud microorganisme modificate genetic: Trichoderma
reesei - tulpina SCF07199 si Saccharomyces cerevisiae - tulpina SCY05234,
pentru a fi folosite in productia etanolului celulozic (bioetanol) in Romania.
d. Scopul utilizarii controlate: wutilizare in conditii de izolare a doua
microorganisme modificate genetic: Trichoderma reesei si Saccharomyces
cerevisiae in procesul de productie a etanolului celulozic (bioetanol) in
Romania.

e. Perioada propusa pentru utilizarea in conditii de izolare: 10 ani

2. Numele si adresa utilizatorului

Notificator: S.C. CLARIANT PRODUCTS RO S.R.L

Adresa notificatorului: Str. Londra, nr. 34, Corp A, camera nr. 6, etaj, sector 1,
011764, Bucuresti, Romania

3. Clasa de utilizare supusa activitatii de inspectie si control

Cele doua microorganisme modificate genetic (Trichoderma reesei - tulpina
SCF07199 si Saccharomyces cerevisiae - tulpina SCY05234) sunt clasificate



ca apartinand clasei 1 de risc (activitatea care implica utilizarea acestora, este
raportata la nivelul 1 de biosecuritate). Activitatile propuse ce implica
utilizarea celor doua microorganisme modificate genetic in cadrul fabricii de
productie a etanolului celulozic Clariant Products RO de la Podari, sunt
clasificate ca apartinand clasei 1 de risc, ie. activitati care nu prezinta sau
prezinta riscuri neglijabile, adica activitdti pentru care este adecvat nivelul 1
de izolare pentru protectia sdnatatii umane si a mediului, conform OUG

44/2007.
4. Informatii referitoare la microorganismul modificat genetic:
1. Denumire stiintifica:

Microorganismul modificat genetic 1: Trichoderma reesei (mucegai)
Microorganismul modificat genetic 2: Saccharomyces cerevisiae (drojdie)

2. Incadrare taxonomica:

Microorganismul modificat genetic 1: Trichoderma reesei

Domeniu: Eukaryota

Regnul: Fungi

Subregnul: Dikarya

Increngitura: Ascomycota
Subincrengatura: Peziziomycotina
Clasa: Sordariomycetes

Subclasa: Hypocreomycetidae
Ordinul: Hypocreales

Familia: Hypocreaceae

Genul: Hypocrea

Specia: Trichoderma reesei (Anamorf)

Microorganismul modificat genetic 2: Saccharomyces cerevisiae

Domeniu: Eucaryota

Regnul: Fungi

Subregnul: Dikarya

Increngitura: Ascomycota
Subincrengaturd: Saccharomycotina



Clasa: Saccharomycetes

Ordin: Saccharomycetales

Familia: Saccharomycetaceae

Genul: Saccharomyces

Specia: Saccharomyces cerevisiae (Teleomorph)

3. Alte denumiri (denumire comuna, denumirea tulpinii etc.)

Microorganismul modificat genetic 1: Trichoderma reesei
Nu exista.

Microorganismul modificat genetic 2: Saccharomyces cerevisiae
Drojdia brutarului, drojdia berarului, drojdia budincii

4. Descrierea tehnicilor de identificare si de detectie

Pentru ambele microorganisme modificate genetic utilizate in procesul de hidroliza
enzimatica si fermentatie, exista tehnici stabilite de identificare si detectie.

In cazul tulpinii de Trichoderma reesei modificat genetic, identificarea poate fi
realizata astfel:

(1) identificarea microbiologica: o proba microbiologica este Tnsamantata pe mediu
de selectie, cu adaos de agar. Dupa o perioada de incubare predefinita, doar coloniile
avand o morfologie specifica, pot fi identificate ca fiind Trichoderma reesei
modificat genetic; (2) identificare genetica: folosind metode bazate pe tehnica PCR,
pentru identificarea de ADN specific microroganismului modificat genetic.

Pentru identificarea tulpinilor de Saccharomyces cerevisiae modificat genetic,
diferite tehnici pot fi folosite: (1) identificarea microbiologica: o proba este
insamantata pe mediu de selectie, cu adaos de agar. Dupa o perioada de 24-36 de
ore de incubare, doar coloniile avand o dimensiune specifica, pot fi identificate ca
fiind Saccharomyces cerevisiae modificat genetic; (2) identificare genetica: folosind
metode bazate pe tehnica PCR pentru identificarea de ADN specific
microorganismului modificat genetic.

5. Informatii privind modificarea genetica:
Toate modificarile realizate asupra tulpinilor au fost efectuate de catre specialisti in

biologie molecularda intr-un laborator specializat, acreditat si certificat conform
legislatiei specifice din Germnia.



a) metode utilizate pentru transformarea genetica

Transformarea tulpinii de Trichoderma reesei:

Celulele tulpinii receptoare au fost expuse la enzime ce degradeaza peretele celular
pentru a obtine protoplasti. Acesti protoplasti sunt incubati cu ADN-ul de interes (ie.
rezultat din amplificarea PCR). Protoplastii tranformati sunt apoi trecuti pe placi cu
mediu de selectie si incubati pana ce coloniile devin vizibile.

Transformarea tulpinii de Saccharomyces cerevisiae:

Celulele de Saccharomyces cerevisiae sunt cultivate si apoi incubate cu polietilen
glicol, acetat de Litiu si fragmentul liniar de vector. Celulele sunt apoi expuse la o
temperatura ridicata (soc termic) si apoi sunt lasate pentru regenerare si exprimarea
transformarii. Celulele transformate sunt trecute pe placi cu mediu de selectie si
incubate pana ce coloniile devin vizibile.

b) metode utilizate la formarea si introducerea insertului (inserturilor) in
organismul receptor sau la eliminarea unei secvente

Tulpina gazda de Trichoderma reesei a fost obtinuta prin mutageneza clasica.
Aceasta a fost apoi transformata prin expunerea celulelor la enzime ce degradeaza
peretele celular pentru a obtine protoplasti. Celulele obtinute numite protoplasti sunt
incubate cu ADN-ul de interes (ie. rezultat din amplificarea PCR). Protoplastii
tranformati sunt apoi trecuti pe placi cu mediu de selectie si incubati pana ce
coloniile devin vizibile.

Mai multi vectori de expresie, purtatori ai mai multor gene, au fost integrati in
genomul diploid a tulpinii gazda de Saccharomyces cerevisiae prin expunerea
celulelor la polietilen glicol, acetat de Litiu si fragmentul liniar de vector. Celulele
sunt apoi expuse la o temperaturd ridicata (soc termic) si apoi sunt ldsate pentru
regenerare si exprimarea transformarii. Celulele transformate sunt trecute pe placi
cu mediu de selectie si incubate pana ce coloniile devin vizibile.

¢) descrierea constructiei insertului si/sau a vectorului

Trichoderma reesei modificat genetic:

Insertul si/sau vectorul contine informatia genetica pentru producerea de celulaze si
hemicelulaze, ie. oxidaze si hidrolase glicozidice. Aceste enzime permit
descompunerea materialul lignocelulozic, in conditii controlate.



Saccharomyces cerevisiae modificat genetic:

Insertul si/sau vectorul contine informatie geneticd pentru producerea de xilozo-
izomeraza, o arabinoz-izomeraza si o epimeraza. Aceasta modificare permite tulpinii
sa converteasca zaharuri monomere C5 si C6 precum glucoza, xiloza si arabinoza in
etanol, in conditii controlate.

d) descrierea trasaturii (trasaturilor) genetice sau a caracteristicilor fenotipice
si mai ales a oricaror trasaturi si caracteristici noi, care pot fi exprimate sau nu
mai sunt exprimate

Trichoderma reesei modificat genetic:
Tulpina modificata genetic Trichoderma reesei dobandeste abilitatea de a
produce enzime pentru degradarea materialului celulozic pre-tratat.

Saccharomyces cerevisiae modificat genetic
Tulpina modificatd genetic Saccharomyces cerevisiae produce enzime ce
faciliteaza fermentarea zaharurilor si convertirea acestora in etanol.

e) structura si cantitatea oricarui vector si/sau acid nucleic donor, rimas in
constructia genetica finala a organismului modificat

Trichoderma reesei modificat genetic:

Vectorii contin informatia genetica pentru productia de celulaze si hemicelulaze, ie.
oxidaze si  hidrolaze glicozidice. = Expresia  secventei inserate in
Trichoderma reesei nu modifica patogenitatea tulpinii obtinute, in comparatie cu
tulpina parentald si nu rezultd in productia de toxine. Astfel, microorganismul
modificat genetic rezultat nu prezinta niciun pericol pentru oameni, animale, plante
sau mediu.

Saccharomyces cerevisiae modificat genetic:

Vectorii contin informatia genetica, care codifica producerea de xilozo-izomeraza,
0 arabinoz-izomeraza si o epimeraza. Tulpina modificata genetic, nu isi modifica
gradul de patogenitate si toxicitate fatd de tulpinaparentald. Producerea acestor
izomeraze sau a altor proteine Tn Saccharomyces cerevisiae nu determind
modificarea patogenitatii tulpinii si nu rezultd in productia de toxine.
Microorganismul modificat genetic rezultat nu prezintd niciun pericol pentru
oameni, animale, plante sau mediu.

f) descrierea tehnicilor de identificare si de detectie, inclusiv tehnici pentru
identificarea si detectia secventei si a vectorului inserate



Pentru ambele microorganisme modificate genetic utilizate in procesul de hidroliza
enzimatica si fermentatie, exista tehnici stabilite de identificare si detectie.

Tn cazul tulpinii de Trichoderma reesei modificat genetic, identificarea poate fi
realizata astfel:

(1) identificarea microbiologica: o proba microbiologica este insamantata pe mediu
de selectie, cu adaos de agar. Dupa o perioada de incubare predefinita, doar coloniile
avand o morfologie specificd, pot fi identificate ca fiind Trichoderma reesei
modificat genetic; (2) identificare genetica: folosind metode bazate pe tehnica PCR,
pentru identificarea de ADN specific microroganismului modificat genetic.

Pentru identificarea tulpinilor de Saccharomyces cerevisiae modificat genetic,
diferite tehnici pot fi folosite: (1) identificarea microbiologica: o proba este
insdmantata pe mediu de selectie, cu adaos de agar. Dupa o perioada de 24-36 de ore
de incubare, doar coloniile avand o dimensiune specificd, pot fi identificate ca fiind
Saccharomyces cerevisiae modificat genetic; (2) identificare genetica: folosind
metode bazate pe tehnica PCR pentru identificarea de ADN specific
microorganismului modificat genetic.

g) istoricul introducerilor sau utilizarilor anterioare ale microorganismului
modificat genetic

Productia industriala de preparate enzimatice obtinute cu ajutorul Trichoderma
reesei au o istorie lungd de utilizare sigurd in multe industrii precum, productia
amidonului, procesarea furajelor, fermentatia alcoolica din cereale, obtinerea
maltului g1 fabricarea berii, obtinerea de sucuri din fructe si legume, in industria
hartiei si a textilelor.

Drojdia modificata genetic necesara procesului de fermentatie (Saccharomyces
cerevisiae) produce enzime ce faciliteaza fermentatia zaharurilor si transformarea
acestora in etanol. Saccharomyces cerevisiae are o istorie indelungata de utilizare in
industria procesarii alimentelor. Cunoscuta si sub denumirea de “drojdia brutarului
sau drojdia berarului”, acest microorganism este folosit de secole pentru dospitul
painii si ca agent de fermentatie in obtinerea bauturilor alcoolice.

in procesul de productie a bioetanolului, pentru degradarea celulozei si
hemicelulozei Tn zaharuri fermentescibile, sunt folosite enzimele produse de
Trichoderma reesei. Trichoderma reesei modificata genetic faciliteaza



transformarea celulozei (si/sau a hemicelulozei) din biomasa in zaharuri (glucoza,
xiloza si arabinoza).

Ambele microorganisme modificate genetic folosite in procesul de productie a
bioetanolului celulozic au o istorie Tndelungata de utilizare sigura si vor fi folosite
doar in conditii izolate si controlate, in instalatii inchise. Mai mult, ambele
microorganisme modificate genetic au fost folosite si testate in cadrul fabricii
demonstrative de producere a bioetanolului Clariant din Germania.

O notificare similara, impreuna cu un dosar tehnic, au fost transmise guvernului din
Bavaria Superioara (Germania) de cdtre compania Clariant pentru autorizarea
utilizarii in conditii de izolare a acelorasi doua microorganisme modificate genetic,
clasificate nivel de sigurantd 1, pentru a fi utilizate la fabrica demonstrativa de
producere a etanolului celulozic Sunliquid®. Tn fabrica din Straubing, Germania,
sunt utilizate aceleasi procese si microorganisme precum cele care vor fi folosite In
fabrica Clariant din Podari.

O notificare similard, impreund cu un dosar tehnic, au fost depuse la Agentia
Nationala pentru Protectia Mediului (ANPM) de catre compania Clariant, pentru
autorizarea utilizarii in conditii de izolare a douda microorganisme modificate
genetic, clasificate nivel de biosecuritate 1, pentru a fi utilizate in fabrica de
productie a etanolului celulozic (bioetanol) Clariant Products RO din Podari. A fost
emisa Autorizatia cu numarul 1/30.06.2021 pentru utilizarea in conditii de izolare a
microorganismelor modificate genetic Trichoderma reesei si Saccharomyces
cerevisiae in productia industriald de etanol celulozic (bioetanol). In cadrul fabricii
de productie a bioetanolului celulozic de la Podari, a fost autorizata folosirea in
conditii de izolare a doua tulpini modificate genetic - Trichoderma reesei SCF07603
si Saccharomyces cerevisiae SCY01127.

h) consideratii privind sanatatea umana si animald, precum si sanatatea
plantelor

Trichoderma reesei modificat genetic:

Tn baza caracterizirii microorganismului modificat genetic, clasificarea acesteia in
grupa 1 de risc si avand in vedere informatiile stiintifice si experienta acumulata in
utilizarea Trichoderma reesei 1in diferite tipuri de procese industriale,
microorganismul modificat genetic rezultat nu are capacitatea de a produce boli sau
efecte adverse asupra sdnatatii oamenilor, animalelor sau a plantelor.
Microorganismul modificat genetic si microorganismul parental nu are si nu
determina efecte potential nocive prin provocarea unor maladii la om, animale sau



plante. Nu existd proprietdti nocive asociate microorganismului receptor sau
materialului genetic inserat.

Saccharomyces cerevisiae modificat genetic:

in baza caracterizirii microorganismului modificat genetic (drojdia), clasificarea
acestuia in grupa 1 de risc si avand in vedere informatiile stiintifice si experienta
acumulatd in utilizarea Saccharomyces cerevisiae in diferite tipuri de procese
industriale, microorganismul modificat genetic rezultat nu are capacitatea de a
determina boli sau efecte adverse asupra sanatatii oamenilor, animalelor sau
plantelor. Microorganismul modificat genetic si microorganismul parental (deja
autorizat pentru a fi utilizat in Roméania) nu au si nu determina efecte potential nocive
prin provocarea unor maladii la om, animale sau plante. Nu exista caracteristici
nocive asociate microorganismului receptor, vectorului utilizat sau materialului
genetic inserat.

Ambele microorganisme modificate genetic (Trichoderma reesei si Saccharomyces
cerevisiae) vor fi inactivate prin tratament termic (expunere la temperaturi inalte).

1) compararea microorganismului modificat cu organismul donor, cu
organismul receptor sau (cand este cazul) cu organismul parental, Tn ceea ce
priveste patogenitatea

Trichoderma reesei modificat genetic:

Modificarea genetica nu determind productia de compusi toxici, nu rezulta in
dobandirea de factori de patogenitate sau nu determina cresterea capacitatii de
supravietuire in naturd a tulpinii obtinute. Se poate concluziona ca, tulpina de
Trichoderma reesei folosita este identica cu tulpina parentala in privinta
patogenitatii.

Saccharomyces cerevisiae modificat genetic:

Niciunul dintre elementele genetice transferate nu este implicat in mecanisme de
patogenitate sau producere de toxine Tn organismele de origine. Se poate concluziona
ca, tulpina de Saccharomyces cerevisiae folosita este identica cu tulpina parentala in
privinta patogenitatii.

III. Informatii cu privire la utilizarea in conditii de izolare

1. Scopul utilizarii controlate, inclusiv rezultatele anticipate



Procesul tehnologic pentru producerea etanolului celulozic (bioetanol) este unul
biochimic, in care sunt utilizate resturile provenite din agricultura (paie), dupa
procesarea acestora. In cadrul procesului, are loc extractia zaharurilor din materialul
celulozic si/sau hemicelulozic degradat si transformarea acestora in etanol, prin
procesul de fermentatie.

In cadrul procesului de productie, microorganismul folosit pentru productia de
enzime ce faciliteaza extractia zaharurilor fermentescibile din materialul celulozic
si/sau hemicelulozic degradat, este o tulpina de mucegai (fungi) modificata genetic
(Trichoderma reesei). Trichoderma reesei modificata genetic faciliteaza
transformarea celulozei (si/sau a hemicelulozei) din biomasa in zaharuri (glucoza,
xiloza si arabinoza).

Productia industriald de preparate enzimatice obtinute cu ajutorul Trichoderma
reesei au o istorie lungd de utilizare sigura in multe industrii precum productia
amidonului, procesarea furajelor, fermentatia alcoolicd din cereale, obtinerea
maltului si fabricarea berii, obtinerea de sucuri din fructe si legume, in industria
hartiei si a textilelor.

Drojdia modificatd genetic necesara in procesul de fermentatie (Saccharomyces
cerevisiae) produce enzime ce faciliteaza fermentatia zaharurilor si transformarea
acestora n etanol. Saccharomyces cerevisiae are o istorie indelungata de utilizare in
industria procesarii alimentelor si este cunoscutd sub denumirea de “drojdia
brutarului sau drojdia berarului”.

2. Locatia utilizarii Tn conditii de izolare

Fabrica comerciald de productie a bioetanolului (etanol celulozic) va fi amplasata in
Comuna Podari, satul Podari, judetul Dol;.

Utilizarea in conditii de izolare a microorganismelor, va fi limitatd urmatoarelor
zone din cadrul fabricii de productie a etanolului celulozic:

Laboratorul de microbiologie

Unitatea de productie a enzimelor / drojdilor
Platforma de hidroliza enzimatica

Platforma de fermentatie etanolica

3. Masurile de limitare a riscurilor potentiale, masurile de control si de
monitorizare a introducerii prevazute.



Ambele microorganisme modificate genetic folosite in procesul de productie a
bioetanolului celulozic au o istorie indelungata de utilizare sigura si vor fi folosite
doar 1n conditii izolate si controlate, 1n instalatii inchise.

Ambele microorganisme modificate folosite in procesul de productie a bioetanolului
celulozic au fost dovedite a fi potrivite pentru utilizare sigura si vor fi utilizate in
conditii de izolare. Niciuna dintre caracteristicile fenotipice exprimate nu sunt
implicate Tn mecanisme de patogenitate, productia de toxine sau transfer de gene.

In vederea asigurarii ci activititile ce implica utilizarea celor doua microorganisme
modificate genetic au loc in conditii controlate si reduc orice risc, vor fi
implementate si respectate masuri si planuri clare de biosecuritate pentru a reduce la
minimum riscul oricarei expuneri a zonei de lucru si/sau a mediului inconjurdtor.

Metodele ce vor fi implementate pentru reducerea oricarui risc sunt legate de:
configurarea si1 organizarea procesului de productie, echipamentul de lucru folosit,
elaborarea unor proceduri de lucru, instruirea personalului, echiparea personalului
cu echipament individual de protectie (EIP), implementarea unui plan de control
riguros a parametrilor procesului de productie si instruirea intregului personal din
fabrica. Procesul de productie este automatizat, supervizat si controlat prin prezenta
permanenta a unui angajat specializat.

4. Probabilitatea producerii efectelor potential nocive

Din cauza naturii activitatilor ce implicd utilizarea celor doud microorganisme
modificate genetic, utilizarea acestora in conditii izolate, configurarea si organizarea
automatizatd a procesului de productie (folosirea unor echipamente de ultima
generatie, sisteme automatizate de control al proceselor), implementarea unor
proceduri de lucru si masuri de biosecuritate si istoria indelungata de utilizare sigura
a microorganismelor parentale, prababilitatea ca cele doua microorganisme
modificate genetic sa produca efecte negative este foarte redusa.




