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AVIS

de I’Agence frangaise de sécurité sanitaire des aliments
LA DIRECTRICE GENERALE relatif a une demande d'autorisation d'emploi d'une endo-inulinase issue d'une
souche génétiquement modifiée d'Aspergillus oryzae porteuse d'un géne
d'Aspergillus ficuum, pour la production de sirops d'oligofructose

Rappel de la saisine

L’Agence frangaise de sécurité sanitaire des aliments (Afssa) a été saisie le 10 octobre 2008
par la Direction Générale de la Concurrence, de la Consommation et de la Répression des
Fraudes (DGCCRF) d’'une demande d'avis relatif 8 une demande d'autorisation d'emploi d'une
endo-inulinase issue d'une souche génétiquement modifiée d'Aspergillus oryzae porteuse d'un
géne d'Aspergillus ficuum, pour la production de sirops d'oligofructose.

Méthode d’expertise

Ce dossier entre dans le cadre du décret du 31 juillet 2001 relatif aux auxiliaires technologiques
pouvant étre employés dans la fabrication des denrées destinées a I'alimentation humaine et
doit étre établi selon le guide pour la constitution d’'un dossier relatif a 'emploi de préparations
enzymatiques en alimentation humaine (Afssa, 26 septembre 2003).

Aprés consultation du Comité d'experts spécialisé «Biotechnologie », réuni le 15 janvier 2009,
I’Afssa rend l'avis suivant :

Argumentaire
Applications technologigues envisagées — mécanisme d’action

Activité enzymatique principale

L’enzyme principale revendiquée par le pétitionnaire est une endo-inulinase (E.C. 3.2.1.7).
Cette enzyme hydrolyse les liaisons (2—1)-pB-D-fructosidiques dans l'inuline. L'inuline est alors
dégradée en fructose ou oligo-fructose.

L’activité inulinasique de la préparation enzymatique est évaluée indirectement par la mesure
des sucres réducteurs formés lors de la réaction enzymatique par la méthode au DNS (acide
dinitrosalicylique).

Activités enzymatiques secondaires

Les activités enzymatiques secondaires ne sont pas documentées.

Applications technologigues

La préparation enzymatique est un auxiliaire technologique pour la production de
fructooligosaccharide (FOS), sirop d’hydrolyse de l'inuline qui peut étre utilisé dans diverses
applications alimentaires non précisées dans le dossier.

Le manque de données sur les conditions d’utilisation de I'enzyme, sur les denrées alimentaires

27-31, . ' a s e 4z , . ,
S oS susceptibles d'étre traitées et Iintérét de I'emploi de cette enzyme dans ces denrées ne permet
94701 pas d’évaluer I'exposition des consommateurs et donc de calculer une marge de sécurité.
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Souche de production
Sécurité du micro-organisme producteur

Aspergillus oryzae est utilisé depuis de nombreuses années pour la fabrication de préparations
enzymatiques destinées a I'alimentation humaine. La souche initiale d'Aspergillus oryzae
utilisée est non-pathogéne et non-toxinogene.

Obtention de la souche de production

La séquence codante de l'endo-inulinase est isolée d'une souche d'Aspergillus ficuum,
organisme non pathogéne. Le transgéne est intégré dans le génome de I'héte et la sélection de
transformant se fait sans recours a un géne de résistance a des antibiotiques.

Le dossier contient de nombreuses données annexes qui ne portent pas sur l'autorisation
d’emploi, objet de cette demande, et nuisent a la lisibilité du dossier. Les données du dossier
sont imprécises et ne permettent pas d’identifier une souche de production unique. L’évaluation
des caractéristiques de cette souche et de sa stabilité n’est donc pas possible.

Procédé de fabrication de la préparation enzymatique

Une préparation enzymatique doit étre issue d’'un unique procédé précis: conditions de
fermentation et procédé de purification jusqu’a la standardisation de la préparation
enzymatique. Le procédé utilisé n’est pas décrit de fagon suffisamment compléte pour étre
identifié et donc évalué.

Préparation enzymatique
Critéres de pureté

Les analyses des criteres de pureté chimique et biologique ont été réalisées sur un seul lot de
préparation enzymatique dont I'activité enzymatique n’est pas indiquée. Afin de respecter
'ensemble des exigences de l'arrété du 19 octobre 2006 relatif a I'emploi d’auxiliaires
technologiques dans la fabrication de certaines denrées alimentaires, des analyses auraient dQ
étre réalisées sur plusieurs lots distincts de préparation enzymatique, caractérisés précisément
et les bulletins d’analyse auraient d0 étre fournis. L’absence d’ADN recombinant n’est pas
démontrée.

Données de sécurité

La dose d’administration employée dans le test de toxicité orale par administration unique chez
le Rat est différente selon les parties du dossier.

Le test de toxicité orale subchronique chez le Rat a été conduit sur 14 jours au lieu des 90 jours
nécessaires pour répondre aux lignes directrices de 'OCDE n° 408 auxquelles se réfere le
pétitionnaire. La justification du choix de la matrice et du véhicule n’est pas clairement exposée.

L’étude de mutagénicité in vitro (test d’Ames sur cinq souches de Salmonella typhimurium
histidine dépendante) n’a révélé aucune augmentation du nombre de révertants en présence de
la préparation enzymatique et donc aucun effet mutagéne. Un second test permettant d’évaluer
le potentiel clastogene (test d’aberrations chromosomiques sur des lymphocytes humains en
culture et/ou test du micronoyau in vivo) reste a réaliser pour confirmer la non-génotoxicité de la
préparation enzymatique.

La marge de sécurité ne peut étre calculée faute d’'une évaluation compléte de I'exposition des
consommateurs et de la réalisation d’'une étude de toxicité a 90 jours chez le Rat.

Devenir de la préparation enzymatique dans le produit final

L’inactivation de 'enzyme dans les produits finis n’est pas démontrée.
Le potentiel allergique n’est pas renseigné.
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Conclusion

L’Agence frangaise de sécurité sanitaire des aliments estime que I'absence de risque sanitaire
pour le consommateur lié a 'emploi d'une endo-inulinase issue d'une souche génétiquement
modifiée d'Aspergillus oryzae porteuse d'un géne d'Aspergillus ficuum, pour la production de
sirops d'oligofructose ne peut étre garantie dans les conditions d’emploi présentées par le
pétitionnaire, en raison de données insuffisantes ou d’'imprécisions sur les points suivants :

- recherche des activités enzymatiques secondaires,

- présentation d’'un procédé de production précis,

- identification des applications technologiques, des denrées alimentaires traitables par la
préparation enzymatique pour évaluer I'exposition des consommateurs,

- généalogie d'une unique souche de production et dénomination utilisable dans une
future autorisation d’emploi,

- analyses des criteres de pureté chimique et biologique sur plusieurs lots distincts de
préparation enzymatique,

- vérification de I'absence de la souche de production et d’ADN recombinant dans la
préparation enzymatique,

- réalisation d’'un test de toxicité orale subchronique selon les lignes directrices de
I'OCDE" et en conformité avec les Bonnes Pratiques de Laboratoire, permettant de fixer
une NOAEL,

- calcul d’'une marge de sécurité,

- réalisation d’un test de génotoxicité permettant d’évaluer le potentiel clastogéne,

- démonstration de I'inactivation irréversible de 'enzyme dans les produits finis,

- recherche d’homologies de séquences entre celle de I'enzyme principale et celles des
allergénes et toxines connus.

L’Afssa rend donc un avis défavorable a cette demande.
Mots clé : auxiliaire technologique, enzyme, inulinase, Aspergillus oryzae, Aspergillus ficuum,

oligofructose.

La Directrice Générale
Pascale BRIAND

! Organisation de Coopération et de Développement Economiques



	AVIS 
	de l’Agence française de sécurité sanitaire des aliments 


<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


