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RESUMO

As microalgas sdo organismos microscépios unicelulares que requerem, principalmente, agua,
dioxido de carbono e luz solar para o crescimento. O produto do cultivo desses micro-organismos
pode ser utilizado na inddstria alimenticia, farmacéutica e de cosméticos. O objetivo do trabalho
foi estudar o comportamento das varidveis fisico-quimicas, respostas biolégicas e aplicar normas
de garantia da qualidade em planta industrial para producdo da biomassa de Spirulina sp. LEB 18.
O projeto foi desenvolvido na inddstria Olson Nutri¢cdo, em Camaqua, Rio Grande do Sul, Brasil,
onde foram aplicadas as Boas Préticas de Fabricacdo (BPF) e Analise de Perigos e Pontos Criticos
de Controle (APPCC). O cultivo em meio Zarrouk foi desenvolvido em fotobiorreator tipo
raceway, disposto em estufa sob condi¢gdes ndo controladas. O acompanhamento foi realizado,
diariamente, de fevereiro a dezembro de 2016 por meio da determinacdo de pH, temperaturas do
ambiente e do meio de cultivo, luminosidade, concentragdo de biomassa e pardmetros cinéticos.
As concentragdes de carbono total, fosfato e nitrato no meio de cultivo foram avaliadas a cada 5 d.
A biomassa foi caracterizada quanto ao teor de carboidratos, proteinas, umidade, cinzas, lipidios,
acidos graxos, ficocianina, aminoacidos e metais pesados. Além disso, foi realizada analise
microbiologica do meio de cultivo e da biomassa. O pH do cultivo manteve-se entre 9,4 e 11,5. As
temperaturas minimas e maximas dentro da estufa foram 17,9 e 50,1 °C, respectivamente. As
temperaturas minimas e maximas do cultivo foram 15,1 e 40,0 °C, respectivamente. A
luminosidade manteve-se entre 0,62 e 79,3 klux. A concentracdo de carbono total no meio de
cultivo variou de 0,55 a 3,65 g/L, enquanto a de fosfato variou de 0,11 a 0,89 g/L e a de nitrato de
0,02 a 0,11 g/L. A velocidade especifica maxima de crescimento (0,133 1/d), o tempo minimo de
geracdo (5,2 d) e a produtividade maxima (14,9 g/m2.d) foram obtidos nos primeiros 9 d de
crescimento da microalga. A concentracdo de biomassa maxima (1,64 g/L) foi obtida no més de
mar¢o, em 37 d de cultivo. Os maiores teores obtidos de carboidratos, proteinas e lipidios na
biomassa foram 10,6; 57,0 e 11,7 %, respectivamente. Os menores teores de umidade e cinzas
obtidos na biomassa foram 4,4 e 10,7 %, respectivamente. Quanto aos acidos graxos presentes na
biomassa, houve predominancia do palmitoleico, seguido pelo estearico, oleico e palmitico. O
maior teor do pigmento ficocianina detectado na biomassa foi 25,1 mg/g. Os aminoacidos
essenciais leucina, treonina, isoleucina e metionina encontrados na biomassa apresentaram
quantidades maiores que as necessarias para a dieta de um adulto de acordo com padrdo Food and
Agriculture Organization. A determinacdo de arsénio, chumbo e cadmio na biomassa apresentou
concentracdes menores que os limites maximos estabelecidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria. A analise microbiolégica do meio de cultivo e da biomassa forneceu valores de baixa
contaminacdo. O acompanhamento na planta industrial demonstrou que o cultivo sob condic6es
ndo controladas produz biomassa de Spirulina sp. LEB 18 de alta qualidade para aplicacdo na
salide e no desenvolvimento humano, seguindo normas de BPF e a APPCC.

Palavras-chave: Alimentacdo. Cultivo. Nutracéutico. Nutrientes. Raceway.






INDUSTRIAL PLANT FOR Spirulina PRODUCTION: PHYSICAL-CHEMICAL
VARIABLES, BIOLOGICAL RESPONSES AND APPLICATION OF QUALITY
ASSURANCE STANDARDS

ABSTRACT

Microalgae are unicellular microscopic organisms that require mainly water, carbon dioxide and
sunlight for growth. The product of the cultivation of these microorganisms can be used in the
food, pharmaceutical and cosmetic industries. The objective of this work was to study the behavior
of physico-chemical variables, biological responses and to apply quality assurance standards in an
industrial plant for the production of Spirulina sp. LEB 18. The project was developed in the
Olson Nutrition industry, in Camaqud, Rio Grande do Sul, Brazil, where Good Manufacturing
Practices (GMP) and Hazard Analysis and Critical Control Points (HACCP) were applied.
Cultivation in Zarrouk medium was developed in a raceway photobioreactor, set in a greenhouse
under uncontrolled conditions. Monitoring was carried out daily from February to December 2016
by means of determination of pH, temperatures of the environment and the culture medium,
luminosity, biomass concentration and Kinetic parameters. The concentrations of total carbon,
phosphate and nitrate in the culture medium were evaluated every 5 d. Biomass was characterized
as carbohydrates, proteins, moisture, ashes, lipids, fatty acids, phycocyanin, amino acids and heavy
metals. In addition, a microbiological analysis of the culture medium and biomass was carried out.
The pH of the culture remained between 9.4 and 11.5. The minimum and maximum temperatures
inside the greenhouse were 17.9 and 50.1 °C, respectively. The minimum and maximum culture
temperatures were 15.1 and 40.0 °C, respectively. The luminosity remained between 0.62 and 79.3
klux. The total carbon concentration in the culture medium ranged from 0.55 to 3.65 g/L, while
that of phosphate varied from 0.11 to 0.89 g/L and that of nitrate from 0.02 to 0.11 g/L. The
maximum specific growth rate (0.133 I/d), minimum generation time (5.2 d) and maximum yield
(14.9 g/m2.d) were obtained in the first 9 d of microalga growth. The maximum biomass
concentration (1.64 g/L) was obtained in March, in 37 d of cultivation. The highest levels of
carbohydrates, proteins and lipids in the biomass were 10.6; 57.0 and 11.7%, respectively. The
lowest moisture content and ashes obtained in the biomass were 4.4 and 10.7%, respectively. As
for the fatty acids present in the biomass, there was predominance of palmitoleic, followed by
stearic, oleic and palmitic. The highest content of the phycocyanin pigment detected in the
biomass was 25.1 mg/g. The essential amino acids leucine, threonine, isoleucine and methionine
found in biomass presented higher amounts than those required for the diet of an adult according
to the Food and Agriculture Organization standard. The determination of arsenic, lead and
cadmium in the biomass presented concentrations lower than the maximum limits established by
the National Sanitary Surveillance Agency. Microbiological analysis of the culture medium and
biomass provided low contamination values. The monitoring in the industrial plant showed that the
cultivation under uncontrolled conditions produces Spirulina sp. LEB 18 for application in human
health and development, following GMP and HACCP standards.

Keywords: Cultivation. Feeding. Nutraceutical. Nutrients. Raceway.
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1 INTRODUCAO

As microalgas produzem biomassa altamente nutritiva contendo proteinas,
carboidratos, sais minerais, vitaminas e acidos graxos essenciais (PULZ; GROSS, 2004). O
mercado de alimentos que utiliza microalgas tem se desenvolvido na Franga, Peru, México, india,
Estados Unidos, China e Tailandia (JIBRIL et al., 2016).

A versatilidade dos sistemas de cultivo de microalgas, em grande escala, torna possivel
relacionar diferentes aplicagbes com importancia econdmica no mMesmo processo, COMO O
tratamento de aguas residuais, producdo de suplementos alimenticios, racdes, biopolimeros,
farmacos, pigmentos e produtos quimicos. Os cultivos podem ser realizados em sistemas abertos
ou fechados e sdo ferramentas para a elucidacdo de processos ecoldgicos, fisiologicos,
bioguimicos e comportamentais (LOURENCO, 2006; MATA; MARTINS; CAETANO, 2010).

A utilizacdo da fotossintese para a produgdo priméaria de energia, produtos quimicos e
alimentos, atraves do cultivo microalgal, torna-se uma opgéo interessante devido a eficiéncia de
conversdao de energia solar em biomassa (BUCY; BAUMGARDNER; MARCHESE, 2012). A
microalga Spirulina, pertencente ao grupo de cianobactérias filamentosas, é encontrada
naturalmente em lagos e/ou lagoas alcalinas (MORAIS et al., 2008) e apresenta capacidade de ser
cultivada em grande escala sob condicdes ambientais ndo controladas. Esta microalga possui
certificado Generally Recognized as Safe (GRAS) emitido pelo Food and Drug Administration
(FDA) (PARRY NUTRACEUTICALS, 2012), podendo ser utilizada como alimento sem oferecer
riscos a saude. A microalga Spirulina vem sendo cultivada para a producdo e comercializacdo de
biomassa, em pd, tabletes, capsulas, liquida ou incorporada a outros alimentos, para aplicacdo na
alimentacdo humana e animal. Além disso, esta tem apresentado propriedades terapéuticas, como a
capacidade antioxidante e de auxiliar no tratamento de doencas do coracgéo, hipertensao, obesidade
e alcoolismo (PANDEY et al., 2014; SPOLAORE et al., 2006).

Desde 1996, o Laboratorio de Engenharia Bioguimica (LEB) desenvolve pesquisas
sobre o cultivo de Spirulina com trabalhos de iniciacdo cientifica, de conclusdo de curso,
dissertacdes e teses. Diversos estudos foram realizados como cultivos descontinuos e
semicontinuos, em fotobiorreatores abertos e fechados (REICHERT; REINEHR; COSTA, 2006),
efeito de fatores como temperatura (COLLA; BERTOLIN; COSTA, 2004), iluminacdo
(ANDRADE; COSTA, 2007), aeracdo, taxa de renovacdo e concentracdo de corte (REICHERT;
REINEHR; COSTA, 2006), perfil de acidos graxos de microalgas (MORAIS; COSTA, 2008b),
fontes de nutrientes alternativas, como a agua da Lagoa Mangueira (ANDRADE; COSTA, 2008),
custos de producdo, potencial hipocolesterolémico de Spirulina platensis (COLLA; MUCCILLO-
BAISCH; COSTA, 2008), isolamento de cepa nativa de Spirulina da lagoa Mangueira (MORAIS
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et al., 2008), modelagem matemaética do crescimento de Spirulina (COSTA et al., 2002), cultivo de
Spirulina com injecdo de dioxido de carbono (CARDIAS et al, 2013), produgdo de
biossurfactantes e nanoemulsdes a partir de Spirulina (CARVALHO, 2014), formulagdo de
produtos alimenticios adicionados da biomassa de Spirulina (MORAIS; COSTA; MIRANDA,
2006; CARVALHO, 2010) e desde 2007 o desenvolvimento de nanofibras contendo biomassa
microalgal (MORAIS et al., 2010; SCHMATZ et al., 2016).

Além da obtencdo de biomassa de Spirulina que apresenta propriedades nutritivas, é
importante adotar procedimentos no cultivo microalgal como as Boas Préticas de Fabricacéo
(BPF) que asseguram a qualidade dos produtos alimenticios e compreendem as normas bésicas de
comportamento e higiene. Assim como, deve ser adotada a Andlise de Perigos e Pontos Criticos de
Controle (APPCC) que ¢ realizada nas etapas do processo de producdo dos alimentos e fornece
informacGes sobre os perigos de contaminagdo (ALMEIDA, 2005).

De forma a seguir a linha de pesquisa do LEB sobre o cultivo microalgal, em parceria
com a industria Olson Nutricdo, em Camaqud, torna-se importante estudar o comportamento da
microalga Spirulina em escala maior que a laboratorial. A composi¢do da biomassa microalgal
pode variar conforme as condi¢bes de luminosidade, temperatura e nutrientes fornecidas ao
cultivo. No entanto, as respostas cinéticas do crescimento e biologicas da microalga Spirulina
frente as condicdes ndo controladas ainda sdo pouco estudadas. Sendo assim, com auxilio das
normas de garantia da qualidade sera possivel aprimorar o processo de producdo, em grande

escala, da biomassa para comercializagdo em p6 ou encapsulada.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar o comportamento das variaveis fisico-quimicas, respostas bioldgicas e aplicar
normas de garantia da qualidade em planta industrial para produgdo da biomassa de Spirulina sp.
LEB 18.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o acompanhamento anual do pH, temperaturas, luminosidade, concentracao
de biomassa, pardmetros cinéticos e concentracdo de nutrientes no cultivo de Spirulina sp. LEB 18
em planta industrial;

- Analisar o teor de carboidratos, proteinas, umidade, cinzas, lipidios, acidos graxos,
ficocianina, aminoacidos e metais pesados na biomassa microalgal,

- Realizar analise microbiologica no meio de cultivo e na biomassa;

- Aplicar as BPF e a APPCC no processo de cultivo microalgal da industria Olson

Nutricdo, localizada em Camaqud, Rio Grande do Sul, Brasil.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 MICROALGAS

As denominagdes microalgas e macroalgas sdo utilizadas para diferenciar as
dimensdes das algas. As microalgas constituem o fitoplancton e sdo importantes para estruturacéo
de ecossistemas costeiros e oceanicos. As microalgas apresentam grande diversidade de espécies,
distinguindo-se principalmente em relacdo a pigmentacdo e estrutura celular (DERNER et al.,
2006; LOURENCO, 2006).

O termo microalgas inclui organismos procaridticos (Cyanophyta e Prochlorophyta)
ou eucarioticos (Chlorophyta, Euglenophyta e Rhodophyta), estes micro-organismos unicelulares
possuem capacidade fotossintética e, requerem, principalmente, dgua, diéxido de carbono e luz
solar para o crescimento. A biomassa gerada através do cultivo microalgal pode ser utilizada na
industria alimenticia, energetica, farmacéutica e de cosmeticos (ANDRADE; COSTA, 2008;
FERREIRA; SOARES; COSTA, 2013).

3.2 FOTOSSINTESE

As algas sdo organismos presentes em sistemas aquaticos com fornecimento de luz
solar, sua importancia na natureza refere-se a participacdo de 40 % do balanco global da
fotossintese. A fotossintese € 0 processo fisico-quimico que promove a manutencdo da vida na
terra por meio da sintese de matéria organica, na presenca de luz solar. A fotossintese tem a
capacidade de reabastecer 0 oxigénio na atmosfera e converter a energia solar em energia quimica
disponivel as funcdes metabdlicas dos organismos vivos, como plantas, algas e alguns tipos de
bactérias (VONSHAK, 1997). O carbono organico gerado, a partir da fotossintese, disponibiliza o
esqueleto carbdnico para a biossintese de proteinas e lipidios, e é fonte de energia metabdlica, que
direciona os processos bioquimicos (LEHNINGER; NELSON; COX, 1995).

A fotossintese ocorre em duas fases distintas, as reacGes da fase clara envolvem a
captacdo da energia luminosa e conversdo de adenosina trifosfato (ATP) com reducdo de energia
realizada pelo transporte de elétrons da 4gua para o NADP™. As reagGes que envolvem o transporte
de elétrons ocorrem nas membranas tilacoides dispersas nas células. As reacGes da fase escura, de
natureza enzimatica, utilizam a energia gerada das reac6es da fase clara para converter dioxido de
carbono (CO,) em carboidratos. Estas reacdes sdo conduzidas fora do cloroplasto, em células
eucarioticas, e no citoplasma, no caso das cianobactérias, como a microalga Spirulina
(VONSHAK, 1997).
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3.3 Spirulina

A microalga Spirulina (consumida na Africa por Kanembous e no México por
Astecas) tem aplicacdo alimenticia ha muito tempo. As mulheres colhiam esta microalga quando
0s ventos concentravam a biomassa nas margens do lago Chad (Africa). A biomassa era seca ao
sol e, posteriormente, era moida com as médos e moldada na forma de blocos que eram cortados em
pequenos tabletes. O dihé, mistura de Spirulina com molho de tomate e temperos variados,
também era preparado por estes povos nativos. Os Astecas colhiam Spirulina no Lago Texcoco
(México) e a consumiam habitualmente com cereais sob a forma de molho conhecido como
chimolli ou molho asteca (VONSHAK, 1997).

A microalga Spirulina pertencente & divisdo Cyanophyta, € uma cianobactéria
filamentosa que forma tricomas cilindricos multicelulares, com 1 a 12 pum de diametro, e se
dispdem na forma espiralada, com até 1 mm de comprimento. A forma dos tricomas pode variar
em funcéo de fatores ambientais e fisico-quimicos como, meio de cultivo e temperatura, e tambem
de acordo com as diferentes cepas da microalga (LOURENCO, 2006; VONSHAK, 1997). Pode
ser encontrada em diversos locais como terra, areia, pantanos, lagos alcalinos, marinhos e de dgua
doce (PANDEY et al., 2014). A Figura 1 apresenta a microalga Spirulina sp. LEB 18, isolada da
Lagoa Mangueira, localizada no municipio de Santa Vitoria do Palmar, Rio Grande do Sul, Brasil
(MORAIS et al., 2008).

Figura 1 - Microfotografia da microalga Splrullna Sp. LEB 18
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Fonte: Laboratério de Engenharla Bioguimica - FURG

A microalga Spirulina apresenta vantagens em relacdo a outros micro-organismos

fotoautotroficos devido ao crescimento em pH alcalino e meio salino, que sdo fatores que
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previnem a contaminagdo nos biorreatores. Além disso, pode ser facilmente separada do meio de

cultivo, devido a forma espiralada e dimensao que apresenta (LOURENCO, 2006).
3.4 REQUERIMENTOS NUTRICIONAIS PARA O CULTIVO DE Spirulina

Em condigBes naturais, muitas algas crescem em cultivos mistos, incluindo varias
espécies e géneros. Quando o objetivo é estudar ou cultivar espécies individuais, um meio que
possibilite condicdes seletivas é indispensavel para o cultivo. Os principais requerimentos incluem
carbono, fosforo, nitrogénio, enxofre, potassio, magnésio, cobalto, zinco, boro, cobre, molibdénio,
jons ferro e manganés (BECKER, 2004).

As microalgas podem utilizar, como fonte de carbono, bicarbonato de sédio, glicose,
acetato, lactato e aminoacidos, assim como fixar CO, para reduzir custos com nutrientes e 0s
problemas ambientais causados por este gas (MORAIS; COSTA, 2008a). O bicarbonato de sodio é
0 nutriente adicionado em maior quantidade no meio de cultivo padrdo para microalga Spirulina,
correspondendo a 60 % do custo total com nutrientes. O bicarbonato (HCO3’) € convertido em
CO, que é utilizado na fotossintese, e em carbonato (COs%), que é liberado para o meio
extracelular, aumentando o pH do cultivo. A fonte de carbono, uma vez dissolvida no meio de
cultivo, participa do equilibrio quimico COxq) <> H2CO3 «» HCO3 <> COs> e a distribuicdo entre
as espécies quimicas € determinada pelo pH. Em valores de pH menores que 6, a espécie
predominante é o acido carbénico (H,CO3), em 10,5 é o0 HCOg3', enquanto que em valores de pH
mais elevados, predomina a formagéo de COs*> (MARKOU; GEORGAKAKIS, 2011).

O fosforo estéd associado a realizagdo dos processos que envolvem trocas energéticas
nas células. ATP, acucares fosfatados, acidos nucleicos e fosfoenzimas sdo o0s principais
componentes que apresentam fosforo em algas, sendo assim, sdo responsaveis por transferir
energia e esta presente em moléculas estruturais. O enxofre encontrado na forma de sulfato €
importante, pois tem grupos ativos de enzimas e coenzimas e, também é componente estrutural. O
potassio auxilia na regulacdo osmotica, no controle do pH interno, na conformacéo e estabilidade
de proteinas e é ativador de enzimas (LOURENCO, 2006).

A microalga Spirulina ndo fixa nitrogénio atmosférico por ndo apresentar heterocistos
e pode utilizar diferentes fontes de nitrogénio como ions nitrato, nitrito, aménio e ureia. O cloro
encontrado na forma de cloreto apresenta fungdes no fotossistema Il e producdo de metabolitos
secundarios. O calcio tem fungbes relacionadas a ativacdo enzimatica, cofator no transporte de
fons, estabilizador de membranas e, também atua como componente estrutural. O ferro participa de
funcbes nas vias biossintéticas da clorofila e dos citocromos, respiracdo, fixacdo do nitrogénio

molecular, cofator de diversas enzimas e reducdo de nitrato, nitrito e sulfato. O magnésio é
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essencial por ser constituinte da molécula de clorofila, ocorrendo no nicleo da mesma e esta

associado a varias enzimas, sendo também ativador de suas atividades (LOURENCO, 2006).

3.5 PRINCIPAIS FATORES FISICO-QUIMICOS QUE INFLUENCIAM NO CULTIVO
MICROALGAL

3.5.1 Luminosidade

A intensidade luminosa e o comprimento de onda da fonte de iluminacdo interferem no
crescimento das microalgas e na producdo de biomassa durante o cultivo. O sistema de cultivo
outdoor utiliza energia elétrica para homogeneizar os nutrientes e movimentar as células através de
pas rotativas, permitindo que as microalgas possam captar a energia solar necessaria para o
crescimento. Dessa forma, a luminosidade no interior do biorreator induz a atividade enzimaética,
influenciando na sintese de proteinas (UMINO; SATOH; SHIRAIWA, 1991).

A exposicdo das células aos ciclos claro/escuro no interior do biorreator auxilia o
crescimento das microalgas, visto que manter as células iluminadas constantemente é dificil
devido a pequena altura fornecida para adequada luminosidade. O ciclo claro/escuro no interior do
cultivo depende da altura do meio liquido, da agitacdo e da concentragéo celular (GROBBELAAR,
2006; VONSHAK et al., 1982). A exposicdo dos cultivos a intensidade luminosa superior ao ponto
de saturacdo (fotoinibicdo) pode levar a reducdo da capacidade fotossintética (CHOIJNACKA,;
NOWORYTA, 2004). O excesso de luz pode provocar efeito letal nas células pela formacéo de
peréxido de hidrogénio na presenca de oxigénio, reacdo denominada foto-oxidacdo ou morte
fotoxidativa (HIRAYAMA; UEDA; SUGATA, 1996).

De acordo com Vonshak e Richmond (1988), entre 0,40 e 0,50 g/L situa-se a 6tima
concentracdo celular para a maxima eficiéncia fotossintética em cultivos de Spirulina, e nesta
concentracdo é estimado que 2 a 3 cm da superficie cerca de 80 % das células sdo expostas a
auséncia total de luz durante alguns instantes. Segundo Gitelson, Qiuang e Richmond (1996), a
velocidade de crescimento da microalga Spirulina também pode ser reduzida devido ao
sombreamento provocado pelas proprias céelulas, impedindo que parte do cultivo receba a

incidéncia da luz.
3.5.2 Temperatura

A temperatura € um dos fatores que mais interferem no metabolismo dos micro-
organismos, pois tem influéncia durante a respiracdo ou fase escura da fotossintese e, deve ser

escolhida em funcdo da necessidade de cada espécie e finalidade do cultivo (LOURENCO, 2006).
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A velocidade de respiragdo aumenta exponencialmente com a temperatura e pode provocar
variagdes no crescimento celular das microalgas (VONSHAK; RICHMOND, 1988).

A temperatura dos cultivos outdoor, que varia conforme as condi¢fes climaticas, pode
influenciar na composicéo quimica da biomassa microalgal, como na concentracdo de proteinas,
acidos graxos, lipidios e compostos fendlicos (COLLA; RUIZ; COSTA, 2002). De acordo com
Jourdan (2001), em baixas temperaturas ocorre decréscimo da atividade fotossintética nas células
da microalga Spirulina, que alcanca 6timo em 35 °C, acima deste valor a concentragdo de
pigmentos fotossintéticos e de proteinas em geral decresce, enquanto as concentracdes de
carboidratos e lipidios aumentam.

Gonzalez-Fernandez et al. (2016) descreveram que a temperatura interfere na
produtividade de biomassa, no entanto a concentracdo final de biomassa ndo é alterada. Segundo
Fox (1996), a produtividade da microalga Spirulina a 18 °C é 46 % da produtividade a 20 °C. Em
temperaturas entre 22 e 32 °C a produtividade duplica, permanecendo constante até 40 °C e a
temperatura 6tima para cultivo de Spirulina varia de 35 a 37 °C.

O efeito mais relevante da temperatura no metabolismo celular é a atuacdo na
respiracdo durante a fase escura do cultivo. O aumento da velocidade de respiracdo,
principalmente a noite, faz com que ocorra reducéo da produtividade de biomassa, essa perda pode
ser minimizada pela reducdo da temperatura e controle da agitacdo do cultivo durante a noite
(DZUMAN, 2013).

3.5.3 pH

O controle do pH € essencial para que os componentes do meio de cultivo sejam
absorvidos pelas microalgas (LOURENCO, 2006). As cianobactérias dependem diretamente do
pH, a microalga Spirulina aumenta sua velocidade fotossintética quando o pH encontra-se na faixa
de 8,0 a 10,0, desde que nesta faixa o ion bicarbonato seja predominante como fonte de carbono
organico dissolvido (PELIZER et al., 2003). Sassano et al. (2007) descreveram que o pH no
cultivo de Spirulina situa-se na faixa de 9,5 e que este valor pode sofrer variacdes de acordo com
as diferentes concentrac6es de carbonato e bicarbonato no meio de cultivo.

A captacdo de CO, atmosférico depende do pH do meio para o crescimento da
microalga. Quanto maior o pH, mais facilmente o CO, € assimilado e convertido em ion
carbonato. Em cultivos de Spirulina, geralmente, € necessaria fonte externa de carbono, na forma
de bicarbonato, que € mais facilmente assimilada (BINAGHI et al., 2003).

O pH também influencia na disponibilidade de nitrogénio para a célula, com pH

abaixo de 8,0 ha predominancia de ion amdnio. Em pH acima de 11,0, o nitrogénio encontra-se na
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forma de amdnia, que pode ser absorvida pela parede celular (BELKIN; BOUSSIBA, 1991). Rosa
(2008) observou que o pH dos cultivos de Spirulina variou entre 9,3 e 12,0 devido a utilizagdo da
agua da Lagoa Mangueira, que por ser rica em carbonatos, eleva o pH do meio de cultivo.
Segundo Costa, Colla e Duarte Filho (2004), o elevado pH é importante nos cultivos em sistemas

abertos, devido que, torna o meio seletivo e previne a contaminag¢éo por outros micro-organismos.
3.5.4 Agitacéo

A agitacdo do cultivo mantém as células em suspensdo, previne a formacdo de
aglomerados celulares, proporcionando luminosidade suficiente as células para o crescimento
(GRIMA et al., 1996; PANDEY; TIWARI, 2010), permite a captacdo de CO, da atmosfera,
liberacdo de oxigénio do interior do meio liquido e diminui os gradientes gasosos e de nutrientes
no meio (JIMENEZ et al., 2003).

Os cultivos de Spirulina requerem sistema de homogeneizagéo eficiente para atingir
elevadas concentragbes e minimizar o risco de contaminagdo por outros micro-organismos
(BOROWITZKA, 1999). O estresse que pode ser causado por excesso de agitacdo em cultivos
microalgais pode provocar a quebra dos tricomas, com redugdo em seu tamanho, prejudicando a
coleta da microalga atraves da filtracdo (VONSHAK et al., 1982).

Nos biorreatores abertos do tipo raceway se estabelece o fluxo por meio de diviséria
central e sdo, geralmente, agitados por pas rotativas. As pas rotativas podem ser grandes (diametro
de até 2,0 m e velocidade de 10 rpm) ou pequenas (diametro de 0,7 m e velocidade de 2 a 3 vezes
maior que a as pas de 2,0 m de didmetro). O principal problema deste tipo de agitacdo € a
turbuléncia insuficiente para garantir eficiente regime de luz as células (HABIB et al., 2008;
VONSHAK, 1997).

3.6 BIORREATORES PARA O CULTIVO MICROALGAL

Para o cultivo de microalgas diferentes biorreatores podem ser utilizados, podendo ser
divididos em sistemas abertos e fechados. Sistemas abertos possuem menores custos de montagem
e operacdo, porém apresentam produtividades menores que as obtidas em sistemas fechados,
devido a variacdo das condi¢des ambientais, como temperatura e luminosidade (BOROWITZKA,
1999). Por outro lado, biorreatores fechados possuem maiores custos de investimento, porém ha
maior controle dos parametros de crescimento, podendo ocasionar aumento na producdo de
biomassa (HARUN et al., 2010).

Apesar dos biorreatores expostos a condi¢gdes ambientais ndo apresentarem controle de

variaveis como temperatura e evaporagdo sdo os mais utilizados para o cultivo de Spirulina em
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grande escala. A utilizacdo dos biorreatores outdoor ocorre devido ao aproveitamento da energia
solar, baixo custo de construcio e facil operacionalidade (GROBBELAAR, 2007; JIMENEZ et al.,
2003).

As caracteristicas basicas que devem ser consideradas no projeto de um biorreator sdo
de que devem receber luz, promover a circulagdo das microalgas, fornecer CO,, remover oxigénio,
controlar o pH e a temperatura. As principais configuragdes utilizadas, que dependem do tamanho
da escala de producdo, sdo tubos de ensaio, placas de petri, bales, erlenmeyers, capsulas, garrafas,
aquarios, caixas d’agua, cilindricos, sistemas coOnicos, tubulares, planos e tipo raceway. Os
materiais mais utilizados para a construcdo sdo vidro, acrilico, poliestireno, policarbonato,
polietileno, policloreto de vinila e geomembrana (ANDERSEN, 2005).

As particularidades de cada um destes materiais devem ser avaliadas individualmente
antes da aplicacdo na construcdo de biorreatores. O vidro € duro, transparente e adequado para a
construcdo de biorreatores em pequena escala. No entanto, este material requer muitas ligacdes
para a construcdo de biorreatores em escala maior, 0 que aumenta o custo de producéo. Fibra de
vidro, policloreto de vinila e geomembrana podem ser utilizados em reservatorios abertos, devido
que a luminosidade atinge a superficie desses cultivos, mas ndo podem ser utilizados para

biorreatores tubulares porque ndo sédo materiais transparentes (PANDEY et al., 2014).
3.7 MICROALGAS NA ALIMENTACAO

Além da alta concentragdo de proteinas, as microalgas sdo fontes importantes de
minerais, vitaminas e acidos graxos. Dessa forma, esses micro-organismos apresentam
caracteristicas interessantes para aplicacdo na nutricdo humana. A biomassa microalgal pode
substituir alimentos convencionais e também ser utilizada como complemento alimentar
(LOURENCO, 2006).

A busca pela melhora da qualidade de vida e satude tem impulsionado o0 aumento das
pesquisas em relacdo aos nutracéuticos. Zeisel (1999) definiu nutracéuticos como suplementos
alimentares que contém a forma concentrada de um composto bioativo do alimento, apresentado
separadamente da matriz alimentar e utilizado com a finalidade de melhorar a satde, em doses que
excedem aquelas que poderiam ser obtidas de alimentos. De acordo com Kim (2015), as
microalgas sdo interessante fonte de produtos nutracéuticos, pois podem produzir moléculas com
propriedades bioativas, como betacaroteno, astaxantina, clorofila, ficobiliproteina e acidos graxos
poli-insaturados.

Segundo Priyadarshani e Rath (2012), o mercado de alimentos funcionais utiliza as

microalgas para producdo de massas, paes, iogurtes e bebidas e, apresenta rapido desenvolvimento
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em paises como Franca, Estados Unidos, China e Tailandia. De acordo com Becker (2004), as
principais microalgas cultivadas comercialmente sdo espécies dos géneros Chlorella e Spirulina
para adicdo em alimentos naturais, Dunaliella para a obtengdo de betacaroteno e Haematococcus
pluvialis para a obtengéo de astaxantina.

A microalga Chlorella é tradicionalmente consumida por japoneses que a utilizam
como suplemento em saladas e sushi, devido aos nutrientes, clorofila, proteinas, vitaminas,
minerais e aminoacidos essenciais, que apresenta. A composicao dessa biomassa microalgal é rica
em vitamina B12, que é importante para a formacdo e regeneracdo de células sanguineas e,
também, contém ferro, que € utilizado para tratamento e prevencdo da anemia (RICHMOND,
1990).

A biomassa da microalga Scenedesmus contém em média 53 % de proteinas, 29 % de
carboidratos, 15 % de lipidios e 5 % de minerais. O cultivo dessa microalga pode ser direcionado
para producdo de racdo para peixes e suplemento alimentar. Outra caracteristica interessante é que
este micro-organismo pode ser cultivado em residuos industriais (GIOVANARDI et al., 2014).

A microalga Haemotacoccus tem capacidade de acumular astaxantina, bioproduto com
aplicacdo em farmacos, nutracéuticos e alimentacdo animal. A biomassa dessa microalga € mais
consumida em paises europeus, que a utilizam como suplemento alimentar e na saiude humana,
prevenindo doencas degenerativas e cancer (LORENZ; CYSEWSKI, 2000; DUFOSSE et al.,
2005). A biomassa da microalga Dunaliella, que acumula carotenoides, tem atividades bioldgicas
como anti-hipertensiva, broncodilatadora, analgésica e relaxante muscular. Dessa forma, é
utilizada na formulacdo de alimentos e farmacos e, como fonte alimentar para peixes e crustaceos
(CANTRELL et al., 2003).

A biomassa de Spirulina contém aminoacidos, proteinas, carboidratos, lipidios,
pigmentos, sais minerais e vitaminas. O teor de proteinas pode variar de 50 a 70 %, lipidios de 5 a
10 % e carboidratos de 10 a 20 % na biomassa seca. Além disso, a microalga Spirulina contém
acidos graxos essenciais e, também possui potencial antioxidante devido aos carotenoides e o
pigmento azul ficocianina (ANDRADE; COSTA, 2008; LOURENCO, 2006). A microalga
Spirulina € utilizada na nutricdo humana devido a elevada concentracdo de proteinas e valor
nutritivo. Atribui-se a microalga também efeitos benéficos relacionados com hiperlipidemia,
reducdo da hipertensdo, protecdo contra falha renal, manutencdo intestinal de Lactobacillus e
reducdo do nivel de glicose no soro, assim como agdo antibacteriana, antifngica, antiviral,
antitumoral e anti-inflamatéria (PRIYADARSHANI; RATH, 2012; RASTOGI; SINHA, 2009;
SPOLAORE et al., 2006).
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Atualmente, a biomassa microalgal pode ser encontrada na forma de tabletes, capsulas,
po, liquida ou incorporada a outros alimentos. Em maio de 2009, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) incluiu a microalga Spirulina na lista de Novos Ingredientes,
Substancias Bioativas e Probidticos, estabelecendo como limite o consumo méaximo de 1,6 g
microalga/individuo/dia (BRASIL, 2009).

Em relacdo a composicdo, as proteinas simples sdo compostas por vinte aminoacidos.
Desses, 9 (histidina, leucina, treonina, isoleucina, valina, fenilalanina, triptofano, lisina e
metionina) séo considerados essenciais e devem ser obtidos por meio da dieta, pela ingestdo de
alimentos ricos em proteinas, visto que 0s organismos ndo tem capacidade de sintetiza-los
(FAO/WHO, 1991).

A aplicacdo do produto na alimentagdo sugere a importancia da caracterizacdo da
qualidade microbiolégica da biomassa microalgal. Um dos métodos mais utilizados para analise
microbioldgica dos processos realizados (neste caso o cultivo, coleta e secagem) até a obtencdo do
produto final é a contagem padrdo em placas. O procedimento basico € a inoculagdo da amostra
homogeneizada e suas diluicbes em um meio sélido (&gar), contido em placas de Petri, seguida de
incubacdo ate crescimento viavel e posterior contagem de unidades formadoras de colénia (SILVA
et al., 2007).

3.8 CULTIVO DE Spirulina DO LABORATORIO DE ENGENHARIA BIOQUIMICA DE
PLANTA INDUSTRIAL EM ESCALA PILOTO

No municipio de Santa Vitéria do Palmar (Rio Grande do Sul) a Universidade Federal
do Rio Grande (FURG) possui uma planta piloto que utiliza a &gua da Lagoa Mangueira no cultivo
microalgal (Figura 2a). A unidade consiste de 4 biorreatores abertos tipo raceway, 3 de 10.000 L e
outro de 1.000 L para propagacao do inéculo.

Em 2004, iniciou-se o convénio entre o LEB, a Eletrobras - Centrais Elétricas
Brasileiras S. A. e a Companhia de Geracdo Térmica de Energia Elétrica (CGTEE), localizada no
municipio de Candiota (Rio Grande do Sul) para desenvolvimento de tecnologia para biofixacdo
de CO, originado na combustdo do carvdo mineral por microalgas. Como produto deste convénio
foi projetada, montada e colocada em operacdo a maior estrutura construida no Brasil de planta
piloto de biofixacdo de CO, por microalgas (Figura 2b), constituida por sistema modular composto
por 2 laboratérios, 2 fotobiorreatores do tipo raceway, com volumes de 18.000 L e 1 fotobiorreator
com volume de 1.000 L, para crescimento e manutencao de inoculo.

Na cidade de Ribeirdo Preto (Séo Paulo) foi construida planta piloto de producdo de

biomassa microalgal para tratamento da vinhaca (Figura 2c), originada da producdo de bioetanol
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por microalgas. A planta piloto é formada por 2 fotobiorreatores de 15.000 L e 2 fotobiorreatores
de 1.000 L.

Figura 2 - Cultivo da microalga Spirulina em Santa Vitoria do Palmar (a), Candiota (b), Ribeirdo
Preto (c) e Camaqua (d)
= )

i,

i

Producdo da biomassa de Spirulina € realizada por industria gaucha, desde 2011, em
parceria com o LEB e apoio do Servigo Brasileiro de Apoio as Micro e Pequenas Empresas
(Sebrae) e do Governo Estadual. A Olson Nutricdo Ltda., instalada em Camaqua (Rio Grande do
Sul) (Figura 2d), iniciou em 2016 a comercializacdo de biomassa de Spirulina, em pd ou
encapsulada, via internet para todo o Brasil. A indUstria conta com 50.000 m? de érea total, onde
360 m? sdo destinados a uma estufa de filme transparente que comporta 5 fotobiorreatores tipo
raceway (1 para inéculo, 2 para escalonamento e produgdo e 2 para producdo de biomassa da
microalga). A industria tem como objetivo a produgdo de 500 kg por més de biomassa para
comercializa-la em pd e em capsulas de origem vegetal. A industria possui licengas da ANVISA,
do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento e estd providenciando o registro no

Instituto Biodindmico (IBD) para certificacdo orgénica da biomassa de Spirulina.
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3.9 CULTIVO DE Spirulina EM ESCALA COMERCIAL

O cultivo de Spirulina em grande escala comegou a partir de 1970 no México, Estados
Unidos e China para aplicacdo em alimentos (BOROWITZKA, 1999). Atualmente, a produgéo da
biomassa de Spirulina em grande escala pode ser encontrada na China e na India, sendo que o
maior produtor do mundo, Hainan Simai Pharmacy Co., esta localizado na provincia de Hainan
(China). Esta empresa tem producdo anual de 3000 t em p6 de algas, que corresponde a 25 % da
producéo nacional e quase 10 % da producdo mundial (PRI'YADARSHANI; RATH, 2012).

Os produtos, comprimidos e em pd, contendo Spirulina sdo distribuidos em mais de 20
paises. Myanmar Spirulina Factory (Yangon, Myanmar) comercializa comprimidos nutracéuticos,
batatas fritas, massas e extrato liquido e a Cyanotech (Kona, Estados Unidos) vende produtos
denominados de Spirulina Pacifica. A Cyanotech desenvolveu processo original para a secagem
da biomassa, a fim de evitar a oxidacdo dos carotenoides e acidos graxos. O processo patenteado
utiliza sistema de secagem fechado que é mantido em baixas concentragdes de oxigénio, por meio
de lavagem com nitrogénio e CO, (SPOLAORE et al., 2006).

Em 1990, a primeira empresa a comercializar Spirulina na Franca foi a Flamant Vert
que cultiva essa microalga a 2500 m acima do nivel do mar, na linha do Equador. Na Argentina,
em Maipl, a producdo de biomassa de Spirulina é realizada pela empresa Nature’s Sunshine
Products. No Brasil, além da Olson Nutricdo a comercializacdo de Spirulina pode ser encontrada
na Fazenda Tamandué em Patos (Paraiba), na Brasil Vital em Anapolis (Goias) e na Ocean Drop
(organizacdo da Incubadora Tecnoldgica de Empresas da Universidade do Vale do Itajai) em

Floriandpolis (Santa Catarina).

3.10 BOAS PRATICAS DE FABRICACAO E ANALISE DE PERIGOS E PONTOS CRITICOS
DE CONTROLE

A busca pela satisfacdo dos consumidores e a competicdo junto aos concorrentes tem
levado as industrias de alimentos a formalizarem 0s processos com 0 objetivo de garantir a
qualidade e seguranca de seus produtos. Dessa forma, podem ser aplicadas analises no produto
final, amostras ambientais e durante o processo de producdo (ALMEIDA, 2005).

Segundo a Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) NBR 15635:2015, o
manual de boas praticas é o documento que descreve as operacoes realizadas pelo estabelecimento,
incluindo no minimo os requisitos higiénico-sanitarios dos edificios, a manutencédo e higienizacao
das instalac6es, dos equipamentos e dos utensilios, o controle da 4gua de abastecimento, o controle
integrado de vetores e pragas urbanas, a capacitacdo profissional, o controle da higiene e satde dos

manipuladores, 0 manejo de residuos e o controle e garantia de qualidade do alimento preparado.
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As BPF abrangem um conjunto de medidas que devem ser adotadas pelas industrias de
alimentos para garantir a qualidade sanitaria e a conformidade dos produtos alimenticios com
procedimentos técnicos. A ANVISA regulamenta essas medidas em carater geral, aplicavel a todo
o tipo de industria de alimentos, e especifico, voltadas as industrias que processam determinadas
categorias de alimentos (BRASIL, 2002; RIBEIRO-FURTINI; ABREU, 2006).

A APPCC inclui a aplicacdo de principios técnicos e cientificos de prevencdo, que tem
por finalidade garantir a inocuidade dos processos de produgdo, manipulacdo, transporte,
distribuicdo e consumo dos alimentos. Desta forma, inclui as etapas desde a obtencdo da matéria-
prima até o consumo e baseia-se na identificacdo dos perigos potenciais a salde do consumidor,
bem como nas medidas de controle das condigdes que geram os perigos (BOARATTI, 2004).

Os beneficios que esta analise pode trazer para as industrias estdo relacionados com a
garantia da seguranca do alimento, reducdo de custos operacionais, do numero de anélises e de
perdas de matérias-primas e produtos, alem de motivar os colaboradores, oferecer maior
credibilidade ao cliente, competitividade na comercializacdo e de atender aos requisitos legais do
Ministério da Saude, Ministério de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento e de legislacGes
internacionais (BRASIL, 2002; CODEX ALIMENTARIUS, 1997).
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4 METODOLOGIA
4.1 MICRO-ORGANISMO E MEIO DE CULTIVO

O indculo da microalga Spirulina sp. LEB 18, isolada da Lagoa Mangueira, localizada
no municipio de Santa Vitoria do Palmar, Rio Grande do Sul, Brasil (Morais et al., 2008) foi
mantido em meio Zarrouk (Tabela Al) (Zarrouk, 1966) e adaptado as condi¢cbes ambientais da
regido Sul do Brasil. De acordo com Rosa (2008), para aumento da velocidade de crescimento e da
produtividade foi utilizado meio Zarrouk diluido 50 %.

4.2 FOTOBIORREATORES E CONDICOES DE CULTIVO

O cultivo foi realizado na industria Olson Nutricdo Ltda. (30° 50 23” sul; 51° 45” 54”
oeste), localizada em Camaqua, Rio Grande do Sul, Brasil. A industria possui 5 fotobiorreatores
tipo raceway (1 com 550 L, 2 com 2.300 L e 2 com 26.000 L de volume util) dispostos em estufa
coberta por filme de polietileno transparente sob condi¢Ges ndo controladas. O cultivo iniciou em
modo descontinuo, com concentracdo de biomassa de 0,30 g/L, pH 9,5 e volume de 9.600 L.
Posteriormente, o cultivo foi mantido em modo semicontinuo, com concentracdo de corte de 0,65
g/L, volume de 17.500 L, evaporagdo controlada pela manutencdo diaria do volume do cultivo
com reposicédo de agua tratada com hipoclorito de sodio (2 ppm) e agitacdo continua realizada por
pas rotativas com velocidade de 7 rpm.

Os resultados foram obtidos a partir de acompanhamento em 1 dos fotobiorreatores
com volume util de 26.000 L (26,2 x 3,6 x 0,50 m3), durante os meses de fevereiro a dezembro de
2016. O cultivo teve inicio em 10 de fevereiro de 2016, a partir de indculo de Spirulina sp. LEB 18
cultivada nos fotobiorreatores de 550 e 2.300 L de volume util da Olson Nutricdo. Para analise do
teor de carboidratos, proteinas, umidade, cinzas, lipidios, acidos graxos, ficocianina, aminoacidos
e metais pesados foi realizada a coleta da biomassa, que ocorreu com reciclo de meio, nos meses
de maio, agosto e outubro, totalizando 3 amostras.

Na coleta realizada na industria, a suspensao contendo a microalga Spirulina sp. LEB
18 foi bombeada para filtro prensa tipo cdmara (Eco Tecnologia Ambiental Ltda. ECO — FP HSA
400 x 400 — 10/20, Brasil), por meio de bomba pneumatica (Netzsck N10 plastica, Brasil). Durante
a filtracdo o meio de cultivo retornou para o fotobiorreator e, posteriormente, as amostras da
biomassa microalgal, retidas no filtro prensa, foram congeladas a -80 °C (Indrel IULT 90-D,
Brasil) e liofilizadas (Liotop L108, Brasil).

A Tabela 1 apresenta os dias da adi¢do de meio, o tempo de cultivo, o volume de meio

e a diluicdo utilizada.
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Tabela 1 - Adi¢des de meio de cultivo Zarrouk

Dia Tempo de cultivo (d) Volume de meio Zarrouk (L) Diluicdo (%)
10/02/2016 0 6500 50
22/02/2016 12 3000 0
22/03/2016 41 2000 0
31/03/2016 50 3500 50
14/04/2016 64 3500 50
13/05/2016 93 1300 0
24/05/2016 104 3100* 0
15/07/2016 156 3000* 0
27/07/2016 168 2600 50
19/09/2016 222 2500* 0
20/10/2016 253 7300* 0
01/12/2016 295 9000* 0

*: adicdo de &gua apenas para diluir os nutrientes

O percentual de 0 % corresponde que ndo houve diluicdo do meio de cultivo Zarrouk.
As adicOes de meio ocorreram para aumento gradual do volume de cultivo e conforme as coletas
realizadas pela Olson Nutricdo, levando-se em consideracdo que, de acordo com Sobczuk (2000),

para produzir 1 kg de biomassa s@o necessarios 2 kg da fonte de carbono.
4.3 DETERMINAGOES ANALITICAS

A concentracdo de biomassa, pH do cultivo, luminosidade, temperaturas do ambiente e
do meio de cultivo foram acompanhados diariamente. A concentragdo de biomassa foi
determinada por meio da medida de densidade éptica do cultivo em espectrofotdmetro a 670 nm
(Biospectro SP-220, Brasil), utilizando curva padrdo que relaciona densidade dptica com massa
seca de biomassa (COSTA et al., 2002). As medidas de pH foram realizadas em pHmetro digital
(Quimis Q400HM, Brasil). A luminosidade do fotobiorreator foi medida na superficie do cultivo
por luximetro digital (Instrutherm LD-300, Brasil) e para acompanhamento da temperatura do
ambiente e do cultivo foi utilizado termémetro (Thermometer, Estados Unidos) com registro de
temperaturas minimas e maximas.

As concentracfes de carbono, fosfato e nitrato no meio de cultivo foram avaliadas a
cada 5 d. Para estas determinacdes as células foram separadas do meio por filtracao.

O carbono inorganico total dissolvido foi calculado por meio da soma das espécies
quimicas no equilibrio COypg <> H2CO3 «» HCO3 « COs*, segundo Carmouze (1994). A
concentracdo de cada espécie quimica no equilibrio foi determinada por medida direta do pH do
cultivo (Equacdo 1) e da alcalinidade total obtida por titulagdo com acido cloridrico 0,1 N até o pH
do cultivo atingir o valor de 4,3, de acordo com Association of Official Analytical Chemists
(AOAC), segundo Horwitz (2000).
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pH = -log[H"] (1)

A concentracdo de fosfato foi determinada por meio de anélise colorimétrica (PhosVer
3, Hach) em comprimento de onda de 880 nm. A concentracdo de nitrato foi determinada
utilizando método colorimétrico proposto por Cataldo et al. (1975) em comprimento de onda de
410 nm.

4.4 DETERMINACAO DOS PARAMETROS CINETICOS

A velocidade especifica de crescimento (u, 1/d) (BAILEY; OLLIS, 1986) foi
determinada por meio da regressdo exponencial da fase logaritmica da curva de cada ciclo de
crescimento (MORAIS; COSTA, 2007).

A produtividade (P, mg/L.d) foi obtida segundo a Equacéo 2, em que X corresponde a
concentracdo de biomassa (g/L) no tempo t (d) e X, (g/L) a concentracdo de biomassa no tempo
zero (tp) (d). Tambem foram determinados a concentragdo de biomassa maxima (Xmax, 9/L), a
produtividade maxima (Pmax, 9/L.d) e 0 tempo de geracéo (tg, d) (Equacéo 3) (SCHMIDELL et al.,
2001).

B (X - Xo)
b= (- to) 2)
In2
tg = m 3)

4.5 CARACTERIZACAO DA BIOMASSA
4.5.1 Carboidratos e proteinas

A gquantidade de 50 mg de cada amostra da biomassa de Spirulina sp. LEB 18 foi
reidratada com 100 mL de agua destilada e submetida a sonda ultrassdnica (Cole Parmer CV18,
Estados Unidos) por 10 min em pulsos de 10 s e, foi obtido o extrato microalgal. A partir deste
extrato foram realizadas analises de carboidratos segundo Dubois et al. (1956), utilizando glicose
como padréo, e proteinas pelo método proposto por Lowry et al. (1951), utilizando albumina como
padrdo. No método de Dubois et al. (1956), os agucares simples ou complexos e seus derivados
foram tratados com fenol e &cido sulfurico concentrado e, produziram composto com coloracdo

amarelo-alaranjado, com absor¢do méaxima em 488 nm. O método de Lowry et al. (1951) consistiu
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na mistura contendo molibdato, tungstato e &cido fosforico, que sofreu reducdo quando reagiu com

proteinas e produziu composto com absor¢do maxima em 750 nm.
4.5.2 Umidade e cinzas

O teor de umidade e cinzas das amostras da biomassa de Spirulina sp. LEB 18 foi
determinado de acordo com AOAC (1995). O teor de umidade foi obtido pela perda de massa da
biomassa quando submetida a 105 °C em estufa (Fanen 515, Brasil), até massa constante. O teor
de cinzas foi obtido através da incineracdo da biomassa em mufla (Industria e Comércio de Fornos
Magnu’s Ltda., Brasil) a 550 °C por 8 h.

4.5.3 Lipidios e perfil de &cidos graxos

Os lipidios foram quantificados nas amostras da biomassa de Spirulina sp. LEB 18
utilizando metodo de Folch, Lees e Stanley (1957). Posteriormente, os lipidios foram esterificados
pelo método de Metcalfe, Schimtz e Pelke (1966). A esterificacdo consistiu na saponificacdo com
hidroxido de potassio 0,5 mol/L em metanol e a reacéo de esterificagdo com metanol foi catalisada
pelo trifluoreto de boro. O solvente foi evaporado e a amostra solubilizada em diclorometano para
analise por cromatografia gasosa.

A separacdo e quantificacdo da mistura de &cidos graxos esterificados foram realizadas
utilizando cromatografo a gas (Shimadzu 2010 Plus, Japdo), equipado com injetor split/splitless,
coluna capilar RTX®-1 (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm) e detector de ionizacdo de chama. O gas de
arraste foi hélio em vazdo de 1,25 mL/min. As temperaturas do injetor e do detector foram
ajustadas para 260 °C, sendo o volume injetado de 1 pL. As condi¢des cromatograficas de
separacdo foram temperatura inicial da coluna 50 °C, elevando-se para 200 °C com taxa de 6
°C/min, permanecendo nesta temperatura por 4 min. Na segunda variacdo de temperatura a taxa de
aumento de temperatura foi 2 °C/min até 240 °C, permanecendo por 10 min. A compara¢do dos
tempos de retencdo com padrBes de ésteres metilicos foi utilizada para identificacdo do perfil de

acidos graxos das amostras e quantificados pela normatizacéo das areas.
4.5.4 Ficocianina

As amostras da biomassa de Spirulina sp. LEB 18 (0,08 g) foram imersas em 1 mL de
tampao fosfato de sodio 0,1 mol/L (pH 6,9) e mantidas em banho ultrassénico (Quimis Q3350,
Brasil) durante 15 min, para extracdo da ficocianina. Em seguida, as amostras foram centrifugadas
(Hitachi Himac CT6EL, Japao) a 6000 x g por 10 min, e o sobrenadante recolhido. Cada amostra

foi submetida a mais 2 extragGes sucessivas, da mesma forma que a primeira. As aliquotas dos 3
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sobrenadantes foram misturadas, e imediatamente realizada leitura dos comprimentos de onda, 620
e 652 nm, em espectrofotdmetro (Shimadzu UVmini-1240, Jap&o). A concentracdo de ficocianina
foi obtida de acordo com Bennett e Bogorad (1973) e expressa em mg/g de amostra.

4.5.5 Composi¢do de aminoacidos

A determinacdo da composicdo de aminodcidos foi realizada de acordo com Streit
(2014), a partir da hidrolise das amostras da biomassa de Spirulina sp. LEB 18 com 0,6 mL de
acido cloridrico 6 mol/L, em estufa (Fanen 515, Brasil) a 105 °C por 24 h. Posteriormente, as
amostras foram ressuspensas com 5 mL de agua Milli-Q (Millipore Simplicity UV, Estados
Unidos), submetidas a banho ultrassénico (Quimis Q3350, Brasil) por 1 min, apds vortex
(Warmnest VX-28, Brasil) por 30 s, filtradas, congeladas a -80 °C (Indrel IULT 90-D, Brasil) e
liofilizadas (Liotop L108, Brasil).

O material liofilizado foi ressuspenso em 500 pL de fase movel, antes da injecdo no
cromatografo. As amostras foram injetadas em cromatografo liquido de alta eficiéncia (Shimadzu
LC-20AD, Japdo), equipado com coluna Shimpack Amino-Na (6,0 mm x 100 mm), mantida a
temperatura constante de 60 °C, detector de fluorescéncia e derivatizacdo pds-coluna, com
lampada de xenbnio. A deteccdo dos aminoacidos foi realizada nos comprimentos de onda de 450
nm e 350 nm de emisséo e excitacdo, respectivamente, a partir do complexo colorido formado na
derivatizacdo entre os aminoacidos de aliquota de 50 pL do hidrolisado e ortoftalaldeido. A
quantificacdo dos aminoacidos teve como base a comparacao dos cromatogramas gerados a partir
dos aminoacidos das amostras e padrdes de concentracdo conhecida. Os padrdes foram derivados

nas mesmas condicdes e, a0 mesmo tempo que as amostras.
4.5.6 Metais pesados

A determinacdo dos metais pesados (arsénio, cddmio, chumbo e mercurio) nas
amostras da biomassa de Spirulina sp. LEB 18 da planta industrial foi realizada através da
metodologia da Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos e leitura por
espectrofotometria de chama (USEPA, 1996).

4.6 ANALISE ESTATISTICA

As médias das respostas obtidas foram avaliadas por meio da analise de variancia,

seguida pelo Teste de Tukey, com intervalo de confianca de 95 % (p < 0,05).
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4.7 ANALISE MICROBIOLOGICA

Na coleta realizada na indUstria, a suspensdo contendo a microalga Spirulina sp. LEB
18 foi filtrada com auxilio de bomba pneumatica. Em seguida, a biomassa foi prensada para
retirada do excesso de agua presente na amostra, logo depois foi realizada a extrusdo da biomassa
em bandejas de aco inox e, apos, a secagem em estufa de ar forcado (De Leo B ESP AFD, Brasil)
a 43 °C por 20 h.

O meio de cultivo e a biomassa de Spirulina sp. LEB 18 desidratada obtidos por meio
de coleta, da Olson Nutricdo, no més de dezembro, em fotobiorreator com volume util de 26.000
L, foram verificados quanto a contaminacdo através de método de contagem padréo de placas em
superficie, utilizando materiais previamente esterilizados e agar padrdo para contagem, com
diluicdes de 10™, 10 e 107, incubacéo a 35 + 1 °C por 48 + 2 h e os resultados foram expressos
em unidades formadoras de col6nia (UFC) por mL (cultivo) e g (biomassa desidratada) (APHA,
2001).

4.8 BOAS PRATICAS DE FABRICACAO E ANALISE DE PERIGOS E PONTOS CRITICOS
DE CONTROLE

O manual de Boas Praticas de Fabricagcdo (BPF) foi elaborado de acordo com a ABNT
NBR 15635:2015 e foram estabelecidos os Procedimentos Operacionais Padronizados (POP) que
contribuem para garantia das condicdes higiénico-sanitarias necessarias ao processamento e a
industrializacdo da biomassa microalgal, complementando as BPF. A avaliacdo da aplicacdo das
BPF na industria Olson Nutricao foi baseada na lista de verificacdo apresentada na RDC n° 275 de
21 de outubro de 2002 da ANVISA (BRASIL, 2003).

O acompanhamento foi realizado nos setores da industria Olson Nutricdo como area de
cultivo, laboratério, estoque, moagem, encapsulamento, producdo, escritério, cozinha e banheiros
para avaliar a conformidade dos trabalhos executados. Cada setor foi avaliado a partir da entrada
do colaborador, além do manuseio dos produtos, utensilios e equipamentos.

A APPCC foi obtida por meio dos 7 principios da base desse sistema de garantia de
seguranca dos alimentos:

- Analise dos perigos (bioldgicos, fisicos e quimicos);

- Determinacdo dos pontos criticos de controle;

- Estabelecimento de limites criticos para cada ponto critico de controle;

- Sistema de monitorizacdo para cada ponto critico de controle;

- Ac0es corretivas;

- Procedimentos de verificacéo;



- Documentag&o e registros da planta industrial de Spirulina sp. LEB 18.
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Em seguida, a APPCC foi realizada conforme sequéncia de desenvolvimento e

implantacdo demonstrada na Figura 3.
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k1

Corrigir
7

=

Aprovar

E

Implementar

Ex

Corrigir

]

Verificar
(realizacdo dos
principios,
obtencdo de
dados e
comparagao
com o plano)

Fonte: CESARI; NASCIMENTO (1995)



42



43

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 ACOMPANHAMENTO DO CULTIVO
5.1.1 Concentracao de biomassa

A Figura 4 apresenta a concentragdo de biomassa de Spirulina sp. LEB 18 na planta
industrial ao longo do ano.

Figura 4 - Variagdo da concentracao de biomassa de Spirulina sp. LEB 18 na planta industrial
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As curvas de crescimento demonstraram aumento linear da concentracdo de biomassa
em cada ciclo (Figura 4). A concentracao de biomassa variou de 0,06 e 1,64 g/L e a concentracao
de biomassa maxima foi obtida no més de mar¢o, com 37 d de cultivo. A temperatura maxima do
dia foi 35,5 °C, sendo que esta faz parte do intervalo de temperatura 6tima para o crescimento da
microalga Spirulina.

O ciclo de decréscimo da concentracdo de biomassa ocorreu entre marco e julho
devido a ocorréncia de dias frios e nublados, que reduziram a temperatura (Figura 6) e a
luminosidade (Figura 7) do cultivo e provavelmente influenciaram no crescimento da microalga
Spirulina sp. LEB 18. A concentracdo de biomassa maxima obtida na planta industrial foi maior
que a determinada em novembro de 2005 por Morais et al. (2009), que foi 1,24 g/L em cultivo de
Spirulina sp. LEB 18 em escala piloto, com temperatura em torno de 40 °C, que iniciou em julho
de 2005.
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5.1.2 pH

A Figura 5 apresenta o pH do cultivo de Spirulina sp. LEB 18 na planta industrial ao

longo do ano.

Figura 5 - Variacéo de pH ao longo do cultivo de Spirulina sp. LEB 18 na planta industrial
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O pH do cultivo de Spirulina sp. LEB 18 na planta industrial manteve-se entre 9,4 e
11,5 (Figura 5). Morais et al. (2009), em planta piloto de producéo de Spirulina sp. LEB 18, no sul
do Brasil, obtiveram cultivo com pH entre 9,0 e 10,7. Segundo Kumar et al. (2010), algumas
microalgas tém elevada produtividade quando mantidas em pH alcalino entre 10,0 e 11,0. Além
disso, o pH elevado pode ser benéfico para cultivo em grande escala pois dificulta o crescimento
de micro-organismos patogénicos e de outras microalgas.

De acordo com Pelizer et al. (2003), a faixa 6tima de pH para o crescimento da
microalga Spirulina é de 9,5 a 10,5 e o pH do cultivo é mantido neste intervalo devido a fonte de
carbono (bicarbonato) presente na composicao do meio Zarrouk. O aumento de pH pode ocorrer
em funcdo do metabolismo autotr6fico da microalga, onde o ion bicarbonato do meio se desidrata
formando CO; para a fotossintese e hidroxila (OH"), enquanto a reducdo no pH ocorrer devido a
liberacdo de CO, oriundo da respiracéo.

Dessa forma e a partir da Figura 5, pode-se relacionar os aumentos do pH do cultivo na
planta industrial com o consumo da fonte de carbono pela microalga e, consequentemente, as
reducdes de pH com as adi¢bes de meio Zarrouk, demonstradas na Tabela 1. Durante o inverno,

como ocorreu reducdo no crescimento da microalga (Figura 4) devido a baixa temperatura do
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cultivo (Figura 6), foi possivel observar estabilizagdo no consumo dos nutrientes (Figura 8) e,

assim, o pH manteve-se abaixo de 10,5.
5.1.3 Temperaturas

A Figura 6 apresenta as temperaturas da estufa e do cultivo de Spirulina sp. LEB 18 na

planta industrial ao longo do ano.

Figura 6 - Variacdo de temperatura minima e maxima da estufa (a,b) e do cultivo (c,d) de
Spirulina sp. LEB 18 na planta industrial
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As temperaturas minimas dentro da estufa permaneceram entre 17,9 °C (agosto) e 34,2
°C (dezembro) e as temperaturas méaximas entre 26,6 °C (agosto) e 50,1 °C (fevereiro). As
temperaturas minimas do cultivo permaneceram entre 15,1 °C (junho e julho) e 31,8 °C
(dezembro) e as temperaturas maximas entre 19,4 °C (junho) e 40,0 °C (fevereiro) (Figura 6).

A temperatura € um dos principais fatores que alteram a morfologia celular e
fisiologia, bem como os subprodutos da biomassa microalgal. De acordo com Mufioz e Guieysse
(2006), em temperatura elevada geralmente ocorre aumento do metabolismo das microalgas,
devido a maior atividade enzimatica e, consequentemente, em baixa temperatura pode reduzir o
crescimento.

Apesar da cepa de Spirulina sp. LEB 18 da planta industrial ser originalmente isolada
da Lagoa Mangueira e previamente adaptada as condi¢cbes ambientais da regido Sul do Brasil, o
cultivo, no més de junho, teve a concentracdo de biomassa (Figura 4) reduzida, comparada aos
outros meses do ano analisados, possivelmente em funcdo do decréscimo da temperatura do
cultivo durante o inverno. Dessa forma, € demonstrada a importancia de realizar etapa prévia de
adaptacdo da microalga para manter a producéo industrial durante todas as estacfes do ano.

De acordo com a estacdo meteorologica da Associagdo dos Usuarios do Perimetro de
Irrigacdo do Arroio Duro (AUD) de Camaqud, neste més, as temperaturas minima e maxima
registradas foram 4,4 e 20,4 °C, respectivamente. Por isso, € importante dispor o cultivo em estufa
coberta para manter as temperaturas mais elevadas neste periodo do ano, com objetivo de fornecer
temperaturas mais proximas da temperatura 6tima de crescimento da microalga Spirulina, que é de
35a37°C.

Richmond (1990) observou gue durante o cultivo outdoor a temperatura minima para o
crescimento de Spirulina platensis foi aproximadamente 18 °C e, também, que o cultivo pode ser
rapidamente prejudicado quando a temperatura maxima do dia for menor que 12 °C. Morais et al.
(2009) em estufa para producdo de biomassa de Spirulina em escala piloto relataram temperatura

minima e maxima de 4 °C (agosto de 2005) e 44 °C (dezembro de 2005), respectivamente.
5.1.4 Luminosidade

A Figura 7 apresenta a luminosidade do cultivo de Spirulina sp. LEB 18 na planta
industrial ao longo do ano. O espectro e a intensidade de luz sdo os fatores que afetam o
desempenho fototréfico das algas. Em relacdo ao presente estudo na planta industrial, a luz solar €
a principal fonte de energia, o que confere economia frente aos gastos com fontes de iluminacéo

artificial que s&o utilizadas por outros tipos de cultivo (PANDEY et al., 2014).
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Figura 7 - Variagdo de luminosidade ao longo do cultivo de Spirulina sp. LEB 18 na planta

industrial
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A luminosidade do cultivo de Spirulina sp. LEB 18 manteve-se entre 0,62 klux (maio)
e 79,3 klux (dezembro) (Figura 7). A reducdo da luminosidade foi observada durante o inverno
devido a ocorréncia de dias nublados, que possivelmente influenciaram no crescimento da
microalga. Kumar, Kulshreshtha e Singh (2011) descreveram que para a maxima produtividade de
biomassa de Spirulina platensis com elevado teor de pigmentos, € importante fornecer temperatura

de 35 °C e intensidade luminosa de 2 klux.
5.1.5 Concentracao de carbono, fosfato e nitrato

A Figura 8 apresenta as concentragdes de carbono, fosfato e nitrato no cultivo de
Spirulina sp. LEB 18 na planta industrial ao longo do ano.

Conforme se observam a Tabela 1 e a Figura 8 é possivel relacionar os picos de
aumento da concentracdo de carbono total, fosfato e nitrato com os dias de adi¢do de meio Zarrouk
no cultivo ao longo do ano. Segundo Amaro, Guedes e Malcata (2011) a biomassa microalgal tem
cerca de 50 % de carbono em sua composicdo. Este fato é justificado porque esse elemento
compde grande quantidade de moléculas organicamente sintetizadas, como proteinas, carboidratos
e lipidios. Além disso, segundo Richmond (2007), para fornecer condi¢bes de alta alcalinidade
para a microalga Spirulina, importante para prevenir a contaminacdo do cultivo, é utilizada
elevada concentracdo de carbonato, sendo esta, a fonte de carbono no meio.

As concentracdes de carbono total, fosfato e nitrato no meio de cultivo de Spirulina sp.
LEB 18 da planta industrial variaram de 0,55 a 3,65 g/L; 0,11 a 0,89 ¢/L e 0,02 a 0,11 g/L,

respectivamente (Figura 7). O acompanhamento anual possibilitou relacionar os periodos de



48

crescimento da microalga na planta industrial com os intervalos de consumo das fontes de

carbono, fosforo e nitrogénio do meio de cultivo Zarrouk.

Figura 8 - Variagdo da concentracao de carbono total (a), fosfato (b) e nitrato (c) ao longo do
cultivo de Spirulina sp. LEB 18 na planta industrial
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Possivelmente, como o cultivo foi mantido em modo semicontinuo, a fonte de fésforo

foi adicionada em quantidade maior que a microalga Spirulina sp. LEB 18 necessita. Por isso, ndo

houve consumo completo do nutriente até a nova adicdo de meio de cultivo Zarrouk. De acordo

com Powell et al. (2008), as microalgas tém capacidade de armazenar fésforo como polifosfato na

forma intracelular, através do qual o absorvem em quantidade maior do que a necessaria para o seu
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crescimento imediato. Dessa forma, a fim de reduzir custos com a adigéo de nutrientes em excesso
no meio é interessante realizar estudo sobre o comportamento da microalga na planta industrial em
cultivos com reducdo de 25 e 50 % da fonte de fosforo do meio de cultivo Zarrouk em
periodicidade de adi¢cdo mensal.

A fonte de nitrogénio é essencial para o crescimento microalgal, sendo o constituinte
dos &cidos nucleicos e das proteinas. Silva (2016) em cultivo de Spirulina sp. LEB 18 em escala
laboratorial em meio Zarrouk determinou concentracdo de nitrato semelhante ao presente estudo
(entre 0,12 e 0,01 g/L). No estudo referenciado, a concentracdo de carbono total variou de 2,1 a 1,1
g/L e o fosfato se manteve praticamente constante, em torno de 0,3 g/L, do inicio ao fim do

experimento de 20 d.
5.2 PARAMETROS CINETICOS

A Tabela 2 apresenta as velocidades especificas de crescimento, tempos de geracéo e

produtividades do cultivo de Spirulina sp. LEB 18 na planta industrial.

Tabela 2 - Velocidades especificas de crescimento (i, 1/d), tempos de geracgéo (tg, d) e
produtividades (P, g/m2.d) do cultivo de Spirulina sp. LEB 18 na planta industrial

Ciclo de Nur_nero de P Temp(,argtu & Luminosidade
. Meses dias de M (1/d) tg (d) media 1
crescimento . (g/m2.d) I media (klux)
crescimento cultivo (°C)

1 Fevereiro 9 0,133" 52 14,9 35,9 41,9
2 Marco 15 0,044 158*  33° 31,1 28,7
3 Julho 23 0,006" 7,2*  0,2® 29,8 9,0
4 Agosto 30 0,015* 454°  0,5° 30,9 11,4
5 Setembro 4 0,018 42,1° 04® 31,7 23,0
6 Setembro 11 0,036 19,3 04% 31,0 21,8
7 Outubro 5 0,057 12,1* 0,3* 31,2 17,9
8 Outubro 6 0,062¢ 11,2* 0,3® 31,3 21,3
9 Outubro 5 0,047% 14,7 0,3® 33,2 22,4
10 Outubro 6 0,050%" 13,8 0,3* 321 20,7
11 Novembro 8 0,036 19,6° 0,3* 34,8 49,4
12 Novembro 6 0,060¢ 11,6® 0,2° 34,0 37,3
13 Novembro 6 0,056" 124* 0,2 33,4 27,8
14 Novembro 5 0,062¢ 11,1 0,2° 36,0 39,5
15 Dezembro 7 0,063 11,0 0,3* 33,7 42,7
16 Dezembro 6 0,056 124* 0,3® 33,7 40,6
17 Dezembro 7 0,052 134*® 0,2% 35,7 475

Letras iguais na mesma coluna indicam que nédo ha diferenca significativa (p > 0,05) entre os ciclos.

A velocidade especifica de crescimento variou de 0,015 a 0,133 1/d (Tabela 2). Os
ciclos que apresentaram velocidades especificas de crescimento maiores permaneceram menos

tempo na fase exponencial. A velocidade especifica maxima de crescimento (0,133 1/d), que
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diferiu estatisticamente das demais (p < 0,05), foi observada nos primeiros dias de cultivo e foi
semelhante a determinada por Rosa (2008), que foi 0,140 1/d no primeiro ciclo de cultivo
semicontinuo de Spirulina em biorreator, tipo raceway, com volume til de 5 L, fotoperiodo 12 h
claro/escuro e com adicdo de meio Zarrouk.

A produtividade méxima (14,9 g/m2.d) apresentou diferenca significativa das demais
(p < 0,05) e foi obtida nos primeiros 9 d de crescimento da microalga Spirulina sp. LEB 18
(Tabela 2). De acordo com Travieso et al. (2001), a concentracdo ideal de biomassa de Spirulina
para a maxima produtividade é de 0,5 a 0,7 g/L. No presente estudo, a concentracdo de biomassa
no primeiro ciclo do cultivo variou de 0,3 a 1,0 g/L. Morais et al. (2009) em estudo sobre o cultivo
de Spirulina sp. LEB 18 em planta piloto com biorreatores tipo raceway dispostos proximo a
Lagoa Mangueira, também observaram decréscimo da produtividade ao longo do tempo de
cultivo, que ocorreu de julho de 2005 a agosto de 2006.

As menores velocidades especificas de crescimento, 0s maiores tempos de geracéo e 0s
maiores tempos de crescimento exponencial foram observados entre julho e setembro, durante o
periodo de inverno, devido as condicdes tipicas da estacdo, demonstrando a influéncia dos
parametros temperatura e luminosidade no cultivo da microalga Spirulina sp. LEB 18 em estufa
exposta a condi¢Bes ndo controladas (Tabela 2). Apos este periodo, devido a troca da estagéo, foi
observado aumento destes parametros do cultivo na planta industrial (Figuras 6 e 7).

As velocidades especificas de crescimento, tempos de geracdo e produtividades
obtidos entre os meses de novembro e dezembro para os ciclos 12, 13, 14, 15 e 16 ndo
apresentaram diferenca significativa (p > 0,05), demonstrando a periodicidade das coletas
semanais na planta industrial, observadas nos ciclos de crescimento da microalga com menor
namero de dias (Figura 4). As velocidades especificas de crescimento dos ultimos ciclos
demonstraram-se semelhantes a encontrada por Moreira et al. (2016), que foi 0,060 1/d, em cultivo
de Spirulina sp. LEB 18 em meio Zarrouk em escala laboratorial e 20 % de taxa de renovacéo.

A reducdo da velocidade especifica de crescimento e da produtividade a cada ciclo de
crescimento pode ter ocorrido devido a variacdo de fatores como temperatura, pH e luminosidade,
uma vez que, a estufa é exposta a condicdes ndo controladas. A falta de luminosidade em
consequéncia da presenca de dias nublados e do inverno e, também, em razdo da concentracdo de
biomassa no meio de cultivo, visto que de acordo com Vonshak et al. (1982), em concentracdo de
0,50 g/L estima-se que 80 % das células estdo sem luz em determinado momento, podem ter
limitado a absorcdo de energia luminosa da fotossintese, diminuindo a velocidade de crescimento

da microalga.



51

Radmann et al. (2011) estudaram cultivo controle de Spirulina sp. LEB 18 em meio
Zarrouk, mantido em cadmara a temperatura ambiente durante 40 d, com intensidade luminosa (2,5
klux) promovida por ldmpadas fluorescentes e fotoperiodo de 12 h claro/escuro, em biorreatores
tipo raceway, construidos de acrilico, com volume til de 5 L e agitados por pas rotativas a 18
rpm. A concentracdo de biomassa inicial do cultivo foi 0,15 g/L e a evaporacgéo foi controlada pela
reposicdo diaria com agua destilada. De acordo com a Tabela 2, a produtividade média (1,3
g/m.d) foi maior que as encontradas pelo estudo referenciado, que obteve produtividades entre,
aproximadamente, 0,4 e 1,0 g/m2.d. A velocidade especifica de crescimento na maioria dos ciclos
da microalga Spirulina sp. LEB 18 cultivada na planta industrial foi maior que a obtida pelo estudo

referenciado, que foi 0,017 1/d.
5.3 CARACTERIZACAO DA COMPOSICAO DA BIOMASSA
5.3.1 Composicao centesimal

A Tabela 3 apresenta a composicdo centesimal da biomassa de Spirulina sp. LEB 18

da planta industrial.

Tabela 3 - Composicao centesimal da biomassa de Spirulina sp. LEB 18 da planta industrial

Eioolrerf:sgg Carboidratos  Proteinas Umidade Cinzas Lipidios
(dia/més/ano) (%) (%) (%) (%) (%)
02/05/2016 6,4+1,2"° 538+6,4 7,0+05° 10,7+0,1* 11,1+0,8°

15/08/2016 10,1 +0,9° 50,4 + 4,2° 6,0 + O,lb 235+0,1° 11,7+0,8°
17/10/2016 10,6 + 0,9° 57,0+ 1,5° 44+03 16,1z 0,3b 10,5 +0,4%
Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca significativa (p > 0,05) entre as amostras.

Conforme se observa na Tabela 3, houve aumento do teor de carboidratos na biomassa
de Spirulina sp. LEB 18 conforme as coletas realizadas, no entanto, as amostras coletadas em
agosto e outubro ndo diferiram estatisticamente (p > 0,05). As concentracdes de proteinas e
lipidios das amostras ndo apresentaram diferenca significativa (p > 0,05), demonstrando que ndo
foram influenciadas pelo periodo em que a biomassa foi coletada.

Apesar da diferenca de temperatura que os cultivos foram expostos durante o ano na
planta industrial ndo ter influenciado significativamente no teor de proteinas, Juneja, Ceballos e
Murthy (2013) descreveram gue quando as microalgas sdo submetidas a temperatura diferente do
intervalo de temperatura Otima para o crescimento, pode ocorrer reducdo da eficiéncia de
utilizacdo das fontes de carbono e nitrogénio no meio e, consequentemente, variacdo na

composicdo da biomassa gerada. Além disso, compostos nitrogenados podem ser transformados
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em substancias de reserva energética, como carboidratos e lipidios, devido a exposi¢éo do cultivo
a baixa temperatura.

As concentragdes de proteinas (Tabela 3) foram semelhantes a encontrada por
Madkour, Kamil e Nasr (2012), em experimentos com Spirulina em escala laboratorial, que foi
52,9 + 0,5 %. Os teores de carboidratos foram menores, enquanto os de lipidios foram maiores na
biomassa de Spirulina sp. LEB 18 da planta industrial (Tabela 3) em relagéo aos encontrados por
Madkour, Kamil e Nasr (2012), que foram 13,2 + 0,6 e 7,2 £ 0,7 %, respectivamente.

Os teores de proteinas e lipidios da microalga Spirulina sp. LEB 18 da planta industrial
foram maiores que os determinados por Rosa (2008), que foram 48,7 £ 4,1 e 8,1 + 4,8 %,
respectivamente, em biomassa de Spirulina sp. LEB 18 cultivada em biorreatores do tipo raceway
em escala laboratorial, com agitacdo continua realizada por pas rotativas a 18 rpm, temperatura de
30 °C, iluminancia de 3 klux e fotoperiodo de 12 h claro/escuro. As diferengas na composicao da
biomassa do cultivo na planta industrial e da escala laboratorial do estudo referenciado, segundo
Grobbelaar (2007), podem ter ocorrido devido as diferentes variaveis operacionais dos
experimentos como, agita¢édo, volume do meio de cultivo, fotoperiodo e luminosidade.

Em cultivos com limitacdo da concentracdo de fosforo, foi observado por Markou,
Chatzipavlidis e Georgakakis (2012) que o teor de proteina foi reduzido. Como no presente estudo
da planta industrial ndo houve limitacdo da concentracdo de fésforo no meio de cultivo, ndo
ocorreu reducéo do teor de proteinas.

Os teores de umidade das amostras (Tabela 3) foram menores que o observado por
Oliveira et al. (2009), que foi 9,7 £ 0,8 % em amostra de Spirulina cultivada em biorreator sob
condicBes ndo controladas e seca em secador de bandeja com fluxo de ar perpendicular. As
amostras de Spirulina sp. LEB 18 liofilizadas apresentaram diferenca significativa (p < 0,05) entre
os resultados de umidade encontrados, demonstrando que em razdo das amostras terem sido
desidratadas em periodos de tempo diferentes podem ter adquirido umidade durante o
armazenamento e posterior analise.

Os resultados para a analise de cinzas da biomassa de Spirulina sp. LEB 18 liofilizada
apresentaram diferenca significativa (p < 0,05) (Tabela 3). Os valores sdo maiores que 0s
encontrados por Morais et al. (2008) (6,7 £ 0,1 %) em biomassa de Spirulina sp. LEB 18
desidratada apds lavagem, uma vez que a biomassa foi retirada apos filtragem em filtro prensa,
congelada e liofilizada, sem a etapa de lavagem e/ou prensagem, o que justifica 0 maior teor de
cinzas nas amostras de Spirulina sp. LEB 18 da planta industrial. Além disso, é possivel observar
que apds a coleta do més de maio, o percentual de cinzas aumentou devido a adicdo de meio de

cultivo Zarrouk com periodicidade mensal e conforme as coletas realizadas pela industria. Nos
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meses anteriores, a adicdo de meio ocorreu de acordo com o aumento da concentragdo de biomassa
e escalonamento da producéo, a necessidade de aumento do volume do meio de cultivo e, também,
nesses meses anteriores fazia-se uso de meio diluido 50 % para o crescimento da microalga
(Tabela 1).

5.3.2 Perfil de acidos graxos

A Tabela 4 apresenta o perfil de &cidos graxos da biomassa de Spirulina sp. LEB 18 da
planta industrial.

Tabela 4 - Perfil de acidos graxos da biomassa de Spirulina sp. LEB 18 da planta industrial
Coleta de biomassa (dia/més/ano)
02/05/2016 15/08/2016 17/10/2016

Acido graxo (%)

Laurico C12:.0 * 0,03 *
Tridecanoico C13:0 0,22 * *
Miristico C14.0 6,94 3,79 6,13
Miristoleico Cl4:1 0,10 2,34 0,27
Pentadecanoico C15:0 0,04 0,05 0,05
10-pentadecenoico  C15:1 0,04 0,29 0,05
Palmitico C16:0 5,52 17,59 6,40
Palmitoleico Ci16:1 42,61 28,79 38,64
Heptadecanoico C17:.0 0,12 0,13 0,11
Heptadenoico Cl7:1 0,12 0,11 0,14
Esteéarico C18:0 24,48 15,18 25,25
Oleico C18:1n9c 16,75 11,10 17,65
Elaidico C18:1not 0,61 1,14 0,67
Linoleico C18:2n6¢ 0,92 1,02 1,35
Linolelaidico C18:2n6t * 1,76 *
v-linolénico C18:3n6 * * *
a-linolénico C18:3n3 0,93 1,04 1,34
Eicosanoico C20:0 0,05 6,08 0,61
Gondoico C20:1n9 0,02 8,26 0,62
11,14-eicosadienoico  C20:2 0,29 0,18 0,37
Dihomo-y-linoleico  C20:3n6 0,28 0,22 0,33
Henecosanoico C21:.0 0,03 0,01 0,04
Eicosatrienoico C20:3n3 0,05 0,01 *
Araquiddnico C20:4n6 0,10 0,03 0,06
Eicosapentaenoico  C20:5n3 * 0,13 0,09
Behénico C22:0 * 0,72 0,08
Tricosanoico C23:0 * * *
Nervonico C24:1n9 * 0,17 *

*: ndo detectado

Os teores de acidos graxos saturados (AGS) e AGI nas amostras da biomassa de

Spirulina sp. LEB 18 coletadas em maio, agosto e outubro foram 37,4 e 62,8 %; 43,6 e 56,4 %;
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38,7 e 61,2 %, respectivamente (Tabela 4). Os acidos graxos insaturados (AGI) exercem efeito
protetor ao organismo por reduzirem 0s niveis sanguineos de proteinas de baixa densidade
(colesterol ruim) e triglicerideos, resultando em prote¢do cardiovascular (BROUWER;
WANDERS; KATAN, 2010). Os AGI foram observados em maior quantidade que os AGS em
todas as amostras da biomassa de Spirulina sp. LEB 18, o que caracteriza a biomassa da planta
industrial para aplicagdo na nutrigdo humana.

Os écidos graxos essenciais sdo definidos como acidos graxos poli-insaturados que néo
podem ser sintetizados pelo organismo e, portanto, devem ser adquiridos através da nossa dieta. Os
acidos graxos reconhecidos pela Organizacdo Mundial da Saude como essenciais sdo o0 acido
linoleico, o a-linolénico, o y-linolénico e o araquidénico (ALONSO; MAROTO, 2000). Conforme
se observa na Tabela 4, foram detectados os acidos graxos essenciais linoleico, o a-linolénico e o
araquidénico na biomassa de Spirulina sp. LEB 18 da planta industrial. De acordo com os dados
obtidos, houve predominancia do &cido graxo palmitoleico, seguido pelo estearico, oleico e
palmitico.

As amostras da biomassa de Spirulina sp. LEB 18 da planta industrial coletadas em
agosto (1,04 %) e outubro (1,34 %) (Tabela 4) apresentaram valores semelhantes para o percentual
do acido graxo a-linolénico, que pertence a familia do ®-3, que o detectado por Morais e Costa
(2008b) que foi 1 %, utilizando 12 % de CO; e 16,8 g/L de bicarbonato de sodio em cultivo de
Spirulina. Além disso, foi detectada a presenga do acido linoleico, que pertence a familia do ®-6,
em todas as amostras da biomassa de Spirulina sp. LEB 18 da planta industrial. De acordo com
Fagundes (2002), a importancia da ingestdo de alimentos contendo ®-3 ¢ ®-6 ocorre em razao de
que estes podem auxiliar a manter os niveis de colesterol adequados, contribuindo para a saude
cardiovascular e por apresentarem a¢do anti-inflamatoria no nosso organismo.

Todas as amostras da biomassa de Spirulina sp. LEB 18 da planta industrial
demonstraram a presenca do acido oleico, também chamado ®-9, em quantidades maiores que 11
% (Tabela 4). Dessa forma, mais uma vez é ressaltada a agdo nutracéutica da biomassa, visto que,
este acido graxo também tem acdo anti-inflamatoria, por conter compostos antioxidantes, e, assim,
atua protegendo o coracdo, prevenindo o cancer e o envelhecimento celular (SALES-CAMPOS et
al., 2013).

A partir da Tabela 4, observa-se que a reducdo da temperatura do cultivo durante o
periodo de inverno também pode atuar de maneira positiva na composicdo da biomassa
microalgal. Os compostos nitrogenados expostos a baixa temperatura podem ter sido
transformados em substancias de reserva energética, como os lipidios. O percentual de 12 &cidos

graxos presentes na amostra coletada em agosto (periodo de inverno) foi maior que os detectados
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nas amostras coletadas em maio e outubro, nas quais o cultivo foi submetido a temperaturas mais
altas.

De acordo com Colla et al. (2004), os acidos graxos presentes na biomassa da
microalga Spirulina platensis (cultivada a 30 °C em meio contendo 1,25 g/L de nitrato de sodio)
foram palmitico, que representou 45 % do total de &cidos graxos da espécie, palmitoleico (2,5 %),
estearico (0,9 %), oleico (8,5 %), acido linoleico (12 %) e y-linolénico (20 %). Chaiklahan et al.
(2008) relataram a presenca de acido palmitico (49,9 %), palmitoleico (6,4 %), estearico (1,2 %),
oleico (2,7 %), linoleico (21,2 %) e linolénico (18,5 %) em biomassa de Spirulina comercial.

5.3.3 Ficocianina

A quantidade dos pigmentos acessorios € uma caracteristica que pode variar conforme
as especies microalgais e que pode ser foto-estimulada em cultivos fotoautotroficos. As
concentracdes de ficocianina na biomassa de Spirulina sp. LEB 18 coletada em maio, agosto e
outubro foram 25,1 + 1,0; 8,2 + 0,2 e 17,1 + 0,7 mg/g, respectivamente, e apresentaram diferenca
significativa (p < 0,05) entre os periodos de coleta analisados. A menor concentragcdo de
ficocianina pode ser atribuida ao periodo de inverno, uma vez que, neste intervalo de tempo foi
fornecida menor intensidade luminosa para o cultivo da planta industrial disposto em estufa
coberta sobre condi¢des ndo controladas (Figura 6).

Os resultados obtidos para a concentragdo de ficocianina da microalga Spirulina sp.
LEB 18 da planta industrial extraida com tampé&o fosfato, banho ultrassénico e centrifugacéo
demonstraram que estdo de acordo com Moraes et al. (2011), uma vez que no estudo referenciado
foram utilizados métodos de extracdo de ficocianina de Spirulina platensis LEB 52 e foram
obtidas concentracfes entre 0,6 mg/g (sonicacdo) e 43,7 mg/g (sonicacdo com perolas de vidro),
por meio de diferentes extracdes (quimicas, fisicas e enzimaticas).

Segundo Stewart e Farmer (1984), a liberacdo da ficocianina é diretamente relacionada
a ruptura celular, como a microalga Spirulina tem parede celular composta por multicamadas
resistentes podem ocorrer desvios durante o processo de extracdo. Além disso, ndo foi realizada
nenhuma modificacdo durante o cultivo na planta industrial para estimulacdo da sintese deste
pigmento.

Segundo Markou (2014), a producao de ficocianina por microalgas pode ser melhorada
com o0 uso de luzes de comprimento de onda especifico. Prates et al. (2015) por meio de cultivo
com iluminacdo por diodos emissores de luz (LED) com comprimento de onda na regido do

vermelho, em diferentes fotoperiodos, fotoestimulou a microalga Spirulina sp. LEB 18 a
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concentrar a producéo de ficocianina (154,0 £ 3,5 mg/g), em condi¢cOes de 12 h fluorescente, 6 h
LED vermelho e 6 h escuro.

Prates et al. (2015) obtiveram valores de 35,9 = 0,5 mg/g de ficocianina em Spirulina
sp. LEB 18 cultivada em meio Zarrouk com condicdo de iluminacdo 12 h fluorescente e 12 h
escuro. Por meio de extracdo utilizando &gua como solvente, agitacdo em shaker e centrifugacao,
Moraes, Burkert e Kalil (2010) encontraram rendimento de 82,5 mg/g de ficocianina. Dessa forma,
as concentragdes de ficocianina na biomassa da microalga Spirulina sp. LEB 18 de planta
industrial estdo menores que as encontradas na literatura, provavelmente, devido as etapas de
extracdo e purificacdo, que sdo 0s requisitos mais importantes para obtencdo das ficobiliproteinas

da cianobacteéria.
5.3.4 Composigdo de aminoacidos

A Tabela 5 apresenta a composicdo de aminoacidos da biomassa de Spirulina sp. LEB
18 da planta industrial.

Tabela 5 - Composicdo de aminoacidos

g aminoacido/100 g proteina FAO/ % g aminoacido/g biomassa Morais
Aminoacido Coleta de biomassa (dia/més/ano) WHO  Coleta de biomassa (dia/més/ano) et al.
02/05/2016 15/08/2016 17/10/2016 (1991) 02/05/2016 15/08/2016 17/10/2016 (2009)

Acido aspartico 42,13 12,23 64,42 24,89 14,99 22,20 9,20
Treonina 14,22 7,96 16,64 0,90 8,40 9,76 5,73 4,87
Serina 0,23 0,06 0,52 0,13 0,07 0,18 4,31
Acido glutamico 0,84 <LQ 4,63 0,50 <LQ 1,60 10,70
Prolina 2,80 2,95 6,22 1,65 3,61 2,14 4,04
Glicina 3,85 2,66 3,94 2,28 3,26 1,36 5,17
Alanina 0,72 0,57 0,57 0,42 0,69 0,20 6,51
Cisteina 1,82 <LQ 3,69 1,07 <LQ 1,27 0,47
Valina 0,10 0,59 1,69 1,30 0,06 0,72 0,58 4,61
Metionina 2,75 1,44 3,41 1,70 1,62 1,76 1,18 1,64
Isoleucina 12,24 7,30 13,67 1,30 7,23 8,95 4,71 4,36
Leucina 3,31 1,72 3,54 1,90 1,95 2,11 1,22 8,02
Tirosina 2,72 0,03 2,28 1,61 0,04 0,78 3,20
Fenilalanina 0,94 0,92 1,51 1,90 0,56 1,13 0,52 5,75
Histidina 0,08 0,03 0,05 1,10 0,05 0,04 0,02 2,72
Lisina 0,91 0,96 1,43 1,60 0,54 1,17 0,49 2,95
Arginina 1,40 1,71 37,21 0,83 2,10 12,82 4,94

LQ: limite de quantificacdo

Os aminoacidos essenciais treonina (em todas as amostras), valina (outubro),

metionina (maio e outubro), isoleucina (em todas as amostras) e leucina (maio e outubro)
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encontrados na biomassa da microalga Spirulina sp. LEB 18 da planta industrial apresentaram
quantidades maiores que as necessarias para a dieta de um adulto de acordo com padrdo FAO
(Tabela 5). Observa-se que houve descréscimo na maior parte das concentracdes de aminoacidos
na amostra de biomassa coletada em agosto, possivelmente, devido a baixa temperatura do cultivo
no fotobiorreator durante o inverno.

Os resultados obtidos para biomassa da microalga Spirulina sp. LEB 18 da planta
industrial estdo de acordo com Ambrosi et al. (2008), que descreveram 0s aminoacidos ndo
essenciais presentes na Spirulina como alanina, arginina, acido aspartico, cistina, cido glutamico,
glicina, histidina, prolina, serina e tirosina. No estudo referenciado, os aminoécidos essenciais
encontrados na biomassa de Spirulina foram isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina,
treonina e valina.

As amostras da biomassa de Spirulina sp. LEB 18 da planta industrial apresentaram
maior concentracdo de &cido aspartico que a detectada por Morais et al. (2009). Saputra, Agustini
e Dewi (2014) também observaram a predominéncia do acido aspartico nas amostras de biomassa
de Spirulina platensis. A importancia do acido aspartico ou aspartato € devido a atuagdo como
neurotransmissor. As quantidades de treonina, cisteina e isoleucina na biomassa de Spirulina sp.
LEB 18 da planta industrial também foram maiores que as detectadas por Morais et al. (2009). A
treonina pode atuar no sistema imunologico (PINHEIRO et al., 2014), enquanto a cisteina tem
potencial antioxidante (COELHO, 2014) e a isoleucina é responsavel pela producdo de energia e
controle dos niveis de agucar no sangue (CAMPBELL, 2012).

No entanto, Morais et al. (2009) encontraram melhores resultados para a composicéo
de aminoé&cidos essenciais na biomassa de Spirulina sp. LEB 18 cultivada em meio contendo agua
da Lagoa Mangueira, em planta piloto localizada em Santa Vitéria do Palmar, o que deve ser

atribuido ao elevado teor proteico (86 %) do estudo referenciado.
5.3.5 Metais pesados

A Tabela 6 apresenta os resultados obtidos para analise de metais pesados na biomassa
de Spirulina sp. LEB 18 da planta industrial.

As amostras de Spirulina sp. LEB 18 da planta industrial (Tabela 6) apresentaram
concentracdes menores de arsénio, cadmio e mercdrio que as reportadas por Richmond (1990)
para biomassa de Spirulina sp. A determinacdo de arsénio, chumbo e cadmio nas amostras de
Spirulina sp. LEB 18 da planta industrial apresentou concentracbes menores que 0s limites
maximos estabelecidos pela ANVISA no Decreto n° 55871, de 26 de marco de 1965 (BRASIL,
1965).
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Tabela 6 - Concentracdo de metais pesados

Metal mg metal pesadolkg blomassa Richmond Nutrzzgzicals rrl;érzlr;egs
pesado Coleta de biomassa (dia/més/ano) (1990) (2012) ANVISA
02/05/2016  15/08/2016 1771072016 "9KD  (mgkg)  (mgkg)
Arsénio < 0,30 < 0,30 < 0,30 1,10 0,50 1,00
Chumbo <0,38 <0,38 <0,38 <0,10 0,20 1,00
Cadmio < 0,09 < 0,09 < 0,09 0,40 0,20 0,17
Mercurio < 0,02 <0,02 <0,02 0,24 0,05 0,01

A concentracdo de mercurio (< 0,02 mg/kg) nas amostras da biomassa de Spirulina sp.
LEB 18 da planta industrial foi menor que a descrita por Parry Nutraceuticals (2012) (0,05 mg/kg)
em notificacdo para o FDA sobre a certificacdo de Spirulina organica. Além disso, a determinacao
desse metal pesado apresentou concentragdo abaixo do limite de quantificacdo da metodologia
utilizada.

Al-Dhabi (2013) analisou 25 amostras de Spirulina comercializadas na forma de
tabletes ou capsulas no Canad4, Estados Unidos, Japdo, india, Nova Zelandia e Reino Unido, a
concentracdo de mercurio encontrada em todas as amostras foi aproximadamente 0,02 mg/kg, isso
demonstra que a concentracdo deste metal pesado na biomassa de Spirulina sp. LEB 18 da Olson

Nutricdo (Tabela 6) foi menor que a encontrada na Spirulina disponibilizada no exterior.
5.4 ANALISE MICROBIOLOGICA

Os resultados da analise microbioldgica mostraram baixos niveis de contaminagéo, 6 x
102 UFC/mL, no meio de cultivo de Spirulina sp. LEB 18 disposto em estufa coberta. Isto ocorreu,
provavelmente, devido ao pH alcalino do meio de cultivo, que contribui para manutencdo da
assepsia do cultivo. Os resultados microbiologicos sdo menores do que foi encontrado no meio de
cultivo de Spirulina platensis LEB 52 suplementado com &gua da Lagoa Mangueira (< 1,6 x 10*
UFC/mL), por Costa, Colla e Duarte Filho (2003).

Os resultados também revelaram baixos niveis de contaminagdo, 8 x 10° UFC/g, na
biomassa de Spirulina sp. LEB 18 coletada e desidratada na planta industrial. Parry Nutraceuticals
(2012) descreveu 5 x 10* UFC/g como o limite para contagem padrdo em placas, através de
notificacdo enviada ao FDA sobre a certificacdo de Spirulina organica. Dessa forma, a analise
microbioldgica da biomassa desidratada da microalga Spirulina sp. LEB 18 da planta industrial
mostrou-se de acordo com o padrdo aceito internacionalmente. Além disso, 0s baixos niveis de
contaminacdo na biomassa desidratada evidenciaram a importancia da aplicacdo das normas de

garantia da qualidade no processo de cultivo microalgal na Olson Nutricéo.
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Morais et al. (2009) também relataram baixa contaminacdo (7 x 10° UFC/g) em
biomassa de Spirulina sp. LEB 18 cultivada em planta piloto localizada préximo a Lagoa
Mangueira. Vonshak (1997) relatou valores de contagem de unidades formadoras de colonia em
Spirulina desidratada como < 0,1 x 10° UFC/g na Franca, < 10 x 10° UFC/g na Suécia, < 0,05 X
10° UFC/g no Japdo e < 1 x 10° UFC/g para a biomassa de Spirulina produzida na Califérnia

(Earthrise Farms).

5.5 BOAS PRATICAS DE FABRICACAO E ANALISE DE PERIGOS E PONTOS CRITICOS
DE CONTROLE

A seguir serd demonstrado o manual de BPF da Olson Nutricdo, este estabelece as
condi¢des higiénico-sanitarias essenciais de producdo, armazenagem e transporte dos produtos da
empresa, com 0 objetivo de garantir que 0s mesmos estejam isentos de substancias ou agentes
estranhos. As empresas devem seguir procedimentos higiénicos-sanitarios na producdo de
alimentos, além de implementar e manter as boas praticas, os procedimentos operacionais
padronizados (POP) e Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC). Estas
exigéncias sdo regulamentadas por portarias especificas do Ministério da Saude e Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e, fiscalizadas pelas Secretarias de Vigilancia
Sanitaria.

Um programa de qualidade total, todavia, ndo se faz meramente com a criacdo de
manuais, rotinas administrativas, critérios de avaliacdo e de mensuracdo de satisfacdo dos clientes,
mas, principalmente, com comprometimento de todos os profissionais que, de algum modo, estao
envolvidos com as atividades da Olson Nutricdo. Por essa razdo, espera-se que a leitura e a
aplicacdo constante das regras escritas nesse manual, sejam, antes de tudo, imensamente
satisfatorias para que cada um conheca e aplique-as. Na mesma medida, que 0 mesmo seja uma

obra dinamica, construida a cada dia com a colaboracéo e a observacdo de todos os envolvidos.
5.5.1 Informacdes gerais da empresa

Razdo social: Olson Nutricédo Ltda.

Nome fantasia: Olson Nutricao

Ramo de atividades: algicultura

Endereco: Localidade Coldnia Videira, s/n — 1° Distrito de Camaqua
CEP: 96.180-000

Cidade: Camaqué

Estado: Rio Grande do Sul - RS



60

Pais: Brasil

Celular/WhatsApp: (51) 98147-4477 ou (51) 99991-4111

CNPJ: 05.306.757/0001-21

I.E.: 017/0120775

Alvard/Licenga sanitaria: 953950/3

E-mail: olson@olson.com.br, pesquisa@olson.com.br e atendimento@olson.com.br

Site: www.olson.com.br

Horério de funcionamento: segunda a sexta das 8 h as 12 h/13 h 30 min as 17 h 30 min
e sdbado das8 has 12 h

Produtos: Spirulina sp. LEB 18 em capsulas (frasco com 120 cépsulas de 500 mg) e
em poé (frasco de 100 e 175 Q)

Responsavel técnica: Eng. Bioquimica Livia da Silva Uebel (CRQ-V 05303695)

Responsavel legal/Proprietaria do estabelecimento: Adriana Collet Olson

A empresa Olson Nutri¢do é certificada pela ANVISA e assume, desde a sua fundagéo,
em 2011, a responsabilidade de levar qualidade, confianca e respeito com o ser humano e a
natureza. A Olson Nutricdo dispGe de site com objetivo de trazer informacéo e conhecimento sobre
a microalga Spirulina sp. LEB 18, que é rica em proteinas e nutrientes e de alto valor nutricional.
Um complemento alimentar consumido no mundo todo e que agora ganha producédo totalmente
brasileira com a Olson Microalgas, Macronutrigéo.

O site (loja virtual) € o espaco de conhecimento, compartilhamento de conteudos e
aquisicdo da microalga. O local é indicado para médicos, nutricionistas, praticantes de atividade
fisica, atletas, vegetarianos, veganos ou apenas alguém que busca uma fonte de nutricdo saudavel e

natural para o seu dia.
5.5.2 Termos e definicdes

Acdo corretiva: acdo para eliminar a causa de uma nao conformidade identificada ou
outra situacdo indesejavel.

Agua potavel: 4gua que ndo ofereca riscos & salde, atendendo ao padrdo de
potabilidade estabelecido na legislacdo em vigor.

Anélise de perigos e pontos criticos de controle: sistema de gestdo de seguranca
alimentar, o chamado APPCC.

Antisséptico ou sanificante ou desinfetante: produto de natureza quimica utilizado para

reduzir a carga microbiana a niveis aceitaveis e eliminar os micro-organismos patogénicos.
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Armazenamento: é o conjunto de tarefas e requisitos para a correta observacdo de
insumos e produtos terminados.

Boas Préticas (BP): procedimentos que devem ser adotados por servicos de
alimentacdo, a fim de garantir a qualidade higiénico-sanitéria e a conformidade dos alimentos com
a legislacdo sanitéria.

Check-list: lista de verificagdo contendo os requisitos que devem ser verificados na
auditoria interna que tem como objetivo padronizar a auditoria.

Consumidor: toda pessoa fisica ou juridica que adquire ou utiliza produto ou servico
como destinatario final.

Contaminacgdo cruzada: contaminacdo de um alimento para outro por substancias ou
agentes estranhos, de origem bioldgica, fisica ou quimica, que se considere nocivo ou ndo para a
salde humana, através do contato direto, por manipuladores ou superficies de contato.

Contaminantes: substancias ou agentes de origem bioldgica, quimica ou fisica,
estranhos no alimento, que sejam considerados nocivos ou ndo a salde humana ou que
comprometam a sua integridade.

Controle integrado: selecdo de métodos de controle e o desenvolvimento de critérios
gue garantam resultados favoraveis sob o ponto de vista higiénico, ecolégico e econdémico.

Correcdo: acdo para eliminar uma ndo conformidade.

Desinfestacdo: eliminacao das pragas.

Equipamentos de Protecdo Individual (EPI): todo dispositivo de uso individual de
fabricacdo nacional ou estrangeira destinada a proteger a salde e a integridade fisica dos
trabalhadores.

Higienizacdo: operacdo que compreende as etapas de limpeza e desinfeccdo.

Limpeza: remoc¢do de substancias minerais e/ou organicas indesejaveis, como terra,
poeira, gordura e outras sujidades.

Lote de produto: conjunto de produtos de um mesmo tipo, processados pelo mesmo
fabricante ou fracionador, em um tempo determinado, sob condices essencialmente iguais.

Manipulacao de produtos: sdo as operacdes que se efetuam sobre a matéria-prima até o
produto terminado, em qualquer etapa do processamento, armazenamento e transporte.

Manual de Boas Préaticas: documento que descreve as operacdes realizadas pelos
estabelecimentos, incluindo no minimo o0s requisitos higiénico-sanitarios dos edificios, a
manutencdo e higienizacdo das instalacdes, dos equipamentos e dos utensilios, o controle de agua

de abastecimento, o controle integrado de vetores e pragas, a capacitacdo profissional, o controle
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da higiene e saude dos manipuladores, 0 manejo dos residuos e o controle e garantia de qualidade
do alimento preparado.

Monitorizacéo: inspecédo de indicios de focos com registro de ocorréncias em planilhas
préprias, utilizada para andlise da eficiéncia do programa e necessidade de implementacdo de
acOes preventivas e corretivas.

N&o conformidade: ndo atendimento de um requisito especificado em legislacéo
sanitaria.

Perigo: contaminacdo inaceitavel de natureza bioldgica, quimica ou fisica que pode
causar dano a saude ou integridade do consumidor.

Ponto Critico de Controle (PCC): qualquer ponto, operacao, procedimento ou etapa do
processo de fabricacdo ou preparacdo do produto, onde se aplicam medidas preventivas de
controle sobre um ou mais fatores, com o objetivo de prevenir, reduzir a limites aceitaveis ou
eliminar os perigos para a saude, a perda da qualidade e a fraude econémica.

Ponto de Controle (PC): ponto ou etapa onde o perigo é controlado preventivamente
pelas BP/POP.

Praga: Todo agente animal ou vegetal que possa ocasionar danos materiais ou
contaminacgdes com riscos a saude, seguranca e qualidade.

Praguicida: qualquer substancia quimica utilizada para controle de pragas animais ou
vegetais.

Procedimento Operacional Padrdo (POP): procedimentos operacionais padronizados e
documentados em forma de planilhas ou check-list apropriado.

Producéo/elaboracdo/manipulacdo: é o conjunto de todas as operacGes e processos
praticados para a obtencdo de um alimento.

Produto: refere-se a alimentos, inclusive in natura, bebidas e &guas envasadas,
ingredientes alimentares, matérias-primas alimentares, aditivos alimentares, coadjuvantes de
tecnologia de fabricacdo, embalagens e outros materiais em contato com alimentos, para consumo
humano.

Rastreabilidade: conjunto de procedimentos que permitem detectar a origem e
acompanhar a movimentacdo de um produto ao longo das etapas da cadeia produtiva, mediante
dados e registros de informacdes.

Recolhimento: acdo a ser adotada pela empresa interessada e demais empresas da
cadeia produtiva, que visa a imediata e eficiente retirada de lote(s) de produto(s) do mercado de

consumo.
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Registro: documento que apresenta resultados obtidos ou fornece evidéncias de
atividades realizadas.

Residuos: materiais a serem descartados, oriundos da area de producdo e das demais
areas do estabelecimento.

Risco: probabilidade de ocorréncia de um efeito adverso & salde e da gravidade de tal
efeito, como consequéncia de um perigo ou mais perigos nos alimentos.

Sanificacdo/desinfeccdo: acdo de eliminar micro-organismos patogénicos reduzindo-os
a niveis considerados seguros.

Seguro/indcuo: que nao oferece risco a saude e a integridade fisica do consumidor.

Validagdo: comprovacdo por meio do fornecimento de evidéncia objetiva de que o0s
requisitos para aplicacdo ou uso especificos pretendidos foram atendidos.

5.5.3 Equipe de boas praticas

Quadro 1 - Equipe de boas préticas

Nome Cargo na empresa Funga%r;?:eque Atribuicoes
Adriana o Substituir a coordenadora na sua auséncia e
Proprietaria Subcoordenadora .
Olson apoiar os trabalhos de BP
Digitar documentos, imprimir planilhas de
Maristela x - controle e distribui-las aos monitores,
. Gerente de producéo Secretaria . X
Ortiz organizar os documentos da qualidade,
registrando planilhas e relatorios
Coordenar e organizar os trabalhos das BPs,
Livia . i Coordenadora da | assegurar treinamento para a equipe de BP,
Responsavel técnica . - « ~
Uebel equipe BPF garantir a implementacdo, manutencéo e
atualizacao das BP
Eliane Auxiliar de i Registrar as planilhas de controle do setor e
1 Monitora L.
Centeno | producdo/limpeza prezar pela higiene geral
L,u'.z Auxiliar de servigos . Registrar as planilhas de controle do setor e
Flavio . Monitor "
Medeiros gerais prezar pela higiene geral

5.5.4 Qualificacdo dos colaboradores em seguranca dos alimentos

Todos os colaboradores da empresa recebem no momento da admissdo e na rotina
diaria das atividades, instrucoes e treinamentos necessarios para o cumprimento de suas funcdes de
maneira segura e higiénica. Os colaboradores sdo qualificados tecnicamente nos requisitos

minimos de higiene pessoal e manipulacéo higiénica da microalga.
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5.5.5 Visitantes

Todas as pessoas que ndo fazem parte da equipe de colaboradores da empresa sdo
consideradas visitantes. A circulacdo de visitantes é restrita e controlada com o intuito de se evitar
contaminacgdo dos produtos. Em ocasifes em que ha o acesso de visitantes na empresa, 0S mesmos
séo orientados a utilizar contengéo para os cabelos, sapatos fechados com protecéo, jaleco branco,

luvas e mascara e, estdo sujeitos aos mesmos requisitos de higiene e satde dos colaboradores.
5.5.6 Caracteristicas das instalacdes

A empresa possui acesso direto e independente da entrada de outros estabelecimentos.
As instalacGes sdo cercadas, dispostas em zona rural, onde h& pouco transito de veiculos e seus
arredores séo livres de focos de insalubridade, lixo, objetos em desuso, animais, insetos e roedores.

A planta baixa da empresa € demonstrada na Figura 9.

Figura 9 - Planta baixa da Olson Nutrigdo
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O piso das instalacbes é de material ceramico que permite facil e apropriada
higienizacdo e encontra-se em Otimo estado de conservagdo. O sistema de drenagem foi
dimensionado adequadamente, sem acUmulo de residuos. Drenos e ralos sifonados foram
colocados em locais adequados de forma a facilitar o escoamento e proteger contra a entrada de
baratas e roedores. O teto, as paredes e divisérias apresentam adequado estado de conservacao e
possuem acabamento liso, em cor clara, impermeével, de facil limpeza e, quando for o caso,
desinfeccdo. As portas e janelas apresentam superficie lisa, de facil higienizacdo, sem falhas de
revestimento. A porta principal externa tem barreira adequada, construida a partir de tela, para

impedir entrada de vetores e outros animais.
5.5.6.1 Vestiarios e instalacdes sanitarias

Os vestiarios e instalacbes sanitarias possuem construcdo em alvenaria, paredes
rebocadas e pintadas, piso em ceramica, estrutura de telhado com telhas de concreto, séo
independentes para cada sexo e ndo possuem comunicacdo direta com areas de producdo da
microalga. A iluminacdo geral é realizada por lampadas fluorescentes que possuem suportes de
acrilico para evitar a queda da lampada ou pedacos da mesma e também por iluminacdo natural
através dos vidros das janelas, que sdo devidamente equipadas com telas de protecdo contra a
entrada de insetos.

O estado de conservacdo e de higiene das instalacGes sanitarias (piso, paredes, teto,
vasos sanitarios e pias) € adequado, satisfatorio e possui manutencdo e controle continuos. As
instalacBes possuem saida de agua corrente e conectadas a fossa séptica, possuem chuveiro, sao
devidamente abastecidas com papel higiénico, sabdo liquido antisséptico, papel toalha descartavel
ndo reciclado e ha presenca de avisos com os procedimentos para lavagem das maos. As lixeiras

possuem tampa com sistema de abertura por pedal, onde ndo se utilizam as maos.
5.5.6.2 Limpeza

O setor possui construcdo em alvenaria, paredes rebocadas e pintadas, piso em
ceramica e estrutura de telhado com telhas de concreto, iluminacdo geral realizada por lampadas
fluorescentes que possuem suportes de acrilico para evitar a queda da lampada ou pedacos da
mesma. Além disso, possui armarios em Medium Density Fiberboard (MDF), material derivado da

madeira, para organizacdo do setor.
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5.5.6.3 Cozinha

O setor possui construgdo em alvenaria, paredes rebocadas e pintadas, piso em
ceramica e estrutura de telhado com telhas de concreto, iluminacdo geral realizada por lampadas
fluorescentes que possuem suportes de acrilico para evitar a queda da lampada ou pedacos da
mesma. Além disso, possui armarios em MDF para organizacdo do setor e micro-ondas para
utilizacdo dos colaboradores. As instalacdes sdo devidamente abastecidas com papel higiénico,
sabdo liquido antisséptico, detergente e papel toalha descartdvel ndo reciclado. As lixeiras

possuem tampa com sistema de abertura por pedal, onde ndo se utilizam as maos.
5.5.6.4 Almoxarifado produtos

O setor possui construcdo em alvenaria, paredes rebocadas e pintadas, piso em
ceramica e estrutura de telhado com telhas de concreto. Os vidros das janelas séo revestidos para
proteger os produtos armazenados, nas prateleiras, da degradacdo frente a luz. O setor possui

desumidificador e termdmetro para registro das temperaturas minimas e maximas.
5.5.6.5 Almoxarifado insumos

O setor possui construcdo em alvenaria, paredes rebocadas e pintadas, piso em
ceramica e estrutura de telhado com telhas de concreto, iluminacdo geral realizada por lampadas
fluorescentes que possuem suportes de acrilico para evitar a queda da lampada ou pedacgos da
mesma e também por iluminacdo natural através dos vidros das janelas, que sdo devidamente
equipadas com telas de protecdo contra a entrada de insetos. Além disso, possui tanque de

filtragem, prensa e balanca.
5.5.6.6 Laboratorio

O setor possui construcdo em alvenaria, paredes rebocadas e pintadas, piso em
ceramica e estrutura de telhado com telhas de concreto. A iluminacdo geral é realizada por
lampadas fluorescentes que possuem suportes de acrilico para evitar a queda da lampada ou
pedacos da mesma e também por iluminacdo natural através dos vidros das janelas, que séo
devidamente equipadas com telas de protecdo contra a entrada de insetos.

Além disso, o setor possui armarios em MDF para organizacdo do setor, termémetro
para registro das temperaturas minimas e maximas, espectrofotometro, pHmetro, refrigerador,
freezer, estufa para secagem de materiais, balanca, ar condicionado split e desumidificador. O

laboratdrio possui lavatério com agua corrente, é devidamente abastecido com papel higiénico,
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sabdo liquido antisséptico, detergente e papel toalha descartdvel ndo reciclado. As lixeiras

possuem tampa com sistema de abertura por pedal, onde ndo se utilizam as maos.
5.5.6.7 Escritorio

O setor possui construcdo em alvenaria, paredes rebocadas e pintadas, piso em
ceramica e estrutura de telhado com telhas de concreto. A iluminagdo geral é realizada por
lampadas fluorescentes que possuem suportes de acrilico para evitar a queda da lampada ou
pedacos da mesma e também por iluminacdo natural através dos vidros das janelas, que sdo
devidamente equipadas com telas de protecdo contra a entrada de insetos. Além disso, possui
armérios em MDF para organizacdo do setor, lixeira, cadeiras, computadores e sofas.

5.5.6.8 Producao

O setor possui construcdo em alvenaria, paredes rebocadas e pintadas, piso em
ceramica e estrutura de telhado com telhas de concreto. A iluminagdo geral é realizada por
lampadas fluorescentes que possuem suportes de acrilico para evitar a queda da lampada ou
pedacos da mesma e também por iluminacdo natural através dos vidros das janelas, que sdo
devidamente equipadas com telas de protecédo contra a entrada de insetos.

O setor possui armarios em MDF para organizagdo do setor, ar condicionado split,
desumidificador, estufa de ar forcado, extrusora, encapsuladora, balanga, moinho e seladora a
vacuo. O ambiente da producdo € amplo, proporcionando boas condi¢bes de trabalho para os
colaboradores. Além disso, possui lavatério com agua corrente, é devidamente abastecida com
sabdo liquido antisséptico, detergente e papel toalha descartavel ndo reciclado. As lixeiras

possuem tampa com sistema de abertura por pedal, onde ndo se utilizam as maos.
5.5.6.9 Estufa

Estufa com 360 m2 de filme de polietileno transparente, com aberturas laterais para
controle de temperatura, que comporta 5 fotobiorreatores tipo raceway constituidos por
geomembrana (1 para inoculo, 2 para escalonamento e producdo e 2 para producdo da biomassa da
microalga). O setor possui termdmetros para registro das temperaturas minimas e maximas, do
ambiente e dos cultivos da microalga. O ambiente é amplo, proporcionando boas condicBes de

trabalho para os colaboradores.



68

5.5.7 Equipamentos, utensilios e matéria-prima

Os equipamentos, bancadas de trabalho e utensilios utilizados pela empresa estdo em
bom estado de conservacdo e sdo constituidos de materiais adequados, atoxicos, lisos,
impermeaveis, lavaveis e resistentes a substancias corrosivas. Os equipamentos passam por
manutencdo periodica de acordo com a necessidade. Os nutrientes do meio de cultivo séo
armazenados em local adequado e ndo ha contato com o produto final. Os frascos, capsulas,

rétulos e embalagens sdo armazenados em local onde ha controle de umidade.
5.5.8 Higiene pessoal

Todos os colaboradores sdo orientados e supervisionados quanto a manutencdo de boa

higiene pessoal e préatica de habitos de higiene adequados e seguros.
5.5.8.1 Orientagdes comportamentais

OrientacOes de estética e asseio pessoal:

- Tomar banho diario;

- Manter os cabelos continuamente protegidos;

- Fazer barba e bigode diariamente;

- Manter unhas curtas e limpas sem esmalte e sem base;

- Utilizar desodorante sem cheiro e ndo utilizar perfumes;

- Nao utilizar adornos como colares, amuletos, pulseiras, fitas, brincos, relégios e
anéis, inclusive aliancas;

- Higienizar as mdos da maneira correta e na frequéncia indicada.

OrientacGes para higiene das maos:

- Todos os colaboradores sao instruidos a manter as maos limpas;

- No momento da chegada ao local de trabalho, antes de iniciar suas atividades;
- Ao trocar de atividades;

- Antes de utilizar luvas e apds tira-las;

- Antes e apos utilizar os sanitarios;

- Apds ter contato com equipamentos e utensilios;

- Apds tossir, espirrar, assoar 0 nariz ou se cocar;

- Apds comer ou fumar;

- Apds recolher lixo e outros residuos;

- Apds passar muito tempo em uma mesma atividade;
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- Todas as vezes que interromper uma atividade.

Técnicas utilizadas na higienizacdo das méaos:

- Umedecer as maos e antebracos com agua corrente;

- Lavar com sabonete liquido bactericida;

- Massagear bem as méos e antebragos, em apenas um sentido;
- Enxaguar bem as méos e antebracos;

- Secar as maos com papel toalha descartavel ndo reciclado;

- N&o tocar nas torneiras com as maos, apds serem secadas;

- Descartar o papel dentro da lixeira.

OrientacGes gerais aos colaboradores:

- NAO falar, cantar, assobiar, tossir, espirrar, cuspir, fumar;

- NAO mascar goma, palito, fosforo ou similares, chupar balas ou comer;

- NAO assoar nem colocar o dedo no nariz ou ouvido, mexer no cabelo ou se pentear;

- NAO deixar roupas e objetos pessoais nas areas de producéo;

- JAMALIS enxugar o suor com as maos, panos ou qualquer peca da vestimenta;

- JAMAIS fazer uso de utensilios e equipamentos sujos;

- NAO utilizar nenhum tipo de log&o nas maos;

- NUNCA trabalhar diretamente com a microalga quando apresentar problemas de
salde ou qualquer tipo de lesdo nas maos, sem comunicar ao supervisor, para que 0 mesmo tome a

providéncia cabivel.
5.5.8.2 Uso de uniformes

Os uniformes disponibilizados pela empresa sdo completos, compostos de touca,
mascara, sapatos fechados, luvas, calca e jaleco branco. Os uniformes em utilizacdo sdo mantidos
em bom estado de conservacao. Os uniformes sdo disponibilizados em quantidade suficiente para
permitir troca diaria pelos colaboradores, sendo assim o uniforme deve ser trocado diariamente ou
de acordo com a necessidade. Os manipuladores sdo orientados quanto ao uso correto de
Equipamentos de Protecdo Individual (méascara, protetor auricular e 6culos).

Com relacdo a utilizacdo dos uniformes, todos os colaboradores sdo orientados a:

- Utiliza-los somente nas dependéncias internas do estabelecimento e apresentar-se
para o trabalho com uniformes completos, bem conservados, limpos e com troca diaria;

- Utilizar meias limpas;
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- Néo carregar no uniforme: canetas, lapis, batons, escovas, cigarros, isqueiros,
reldgios e outros adornos que possam cair, deixando todos 0s pertences pessoais no vestiario;

- Utilizar constantemente protecdo na cabeca de forma a cobrir completamente os
cabelos.

5.5.9 Sistema de seguranca
5.5.9.1 Protegéo contra incéndios

Estdo distribuidos nas dependéncias da Olson Nutricdo extintores BC de 6 kg
(laboratério), ABC de 4 kg (estufa) e ABC de 8 kg (area de circulacdo) localizados em area de
facil visualizacdo, livres de obstaculos, sendo inspecionados mensalmente e quando necessario
enviados para recargas e manutencdo. A empresa possui alvara de Prevencdo e Protecdo Contra
Incéndio, nas dependéncias estdo distribuidas luminarias de emergéncia e as saidas de emergéncia

estdo devidamente identificadas.
5.5.9.2 Controle integrado de pragas e roedores

Por meio de empresa terceirizada (Real Expurgo e Desinsetizacdo Ltda.) séo
monitoradas a desinsetizacdo e desratizacdo da area externa da Olson Nutricdo, que séo efetuadas,

acompanhadas e monitoradas mensalmente pelos profissionais da mesma.
5.5.10 Producéo

A microalga Spirulina sp. LEB 18, isolada da Lagoa Mangueira, localizada no
municipio de Santa Vitoria do Palmar (Rio Grande do Sul) € mantida em meio Zarrouk (diluido 50
% para crescimento e 0 % para manutencdo), com adicao das solucdes A5 e B6 na concentracdo
de 0,1 mL por litro de meio para producdo de biomassa.

Os cultivos séo realizados em fotobiorreatores, tipo raceway, dispostos em estufa
coberta sob condi¢bes ndo controladas. Os cultivos sdo mantidos em modo semicontinuo com
concentracdo de biomassa inicial de 0,30 g/L, altura de meio de 20 cm (verdo) e 30 cm (inverno),
evaporacdo controlada pela manutencéo diaria do volume do cultivo com reposicdo de agua tratada
com hipoclorito de sédio (2 ppm) e agitacdo continua realizada por pas rotativas com velocidade
de 7 rpm. A concentracdo da biomassa, volume, pH do cultivo, luminosidade, temperaturas
(ambiente e do cultivo) sdo acompanhados diariamente.

A coleta da biomassa é realizada quando os cultivos atingem concentracdo de 0,65 g/L.

Nesta etapa, a suspensdo contento a microalga ¢ filtrada com auxilio de bomba pneumatica. A
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seguir, a biomassa é encaminhada para a prensa, que tem objetivo de retirar excesso de agua
presente na amostra. Posteriormente, é realizada a extrusdo da biomassa em bandejas de aco inox,
que entdo é encaminhada para secagem em estufa de ar forcado a 43 °C por 20 h e, ap6s, embalada
a vacuo. A biomassa é moida em micronizador e encapsulada.

Durante a producéo séo realizados registros para demonstrar que todas as etapas,
procedimentos e instrucdes foram seguidos e, que a quantidade e a qualidade do produto obtido
estejam em conformidade com o esperado. Quaisquer desvios significativos séo registrados e
investigados, conseguindo-se, portanto a reducdo de erros e problemas vigentes a producgéo. Os
registros referentes a producéo e distribuicdo possibilitam o rastreamento completo de um lote e
sdo arquivados de maneira organizada e de rapido acesso, facilitando a procura ao encontrar
desvios na qualidade de algum lote ou produto. A Olson Nutrigdo possui laudo laboratorial
atestando o controle de qualidade do produto final, expedido por empresa terceirizada (Eurofins
Alac).

5.5.11 Armazenamento e transporte dos produtos

A rotulagem dos produtos apresenta identificacdo visivel e de acordo com a legislacao
vigente. Os produtos sdo acondicionados em embalagens adequadas e integras, sdo bem
conservados e limpos. O armazenamento dos produtos é realizado em local afastado da parede e
distantes do teto, de forma a permitir apropriada higienizacdo, onde hd controle adequado e
existéncia de planilha de registro de temperatura.

Os produtos séo transportados até os correios em veiculo limpo, com cobertura para
protecdo de carga, auséncia de vetores e pragas ou qualquer evidéncia de sua presenca, cCOmo
fezes, ninhos e outros. O transporte mantém a integridade do produto e o veiculo ndo transporta

outras cargas que comprometam a seguranca e qualidade do produto.
5.5.12 Rastreabilidade, reclamacéo, troca e devolucdo de produtos

A Olson Nutricdo tem sistema capaz de recolher qualquer lote, apds sua
comercializacdo ou distribuicdo ajudando a reduzir problemas ou ao menos evitar a propagacao
pelo mercado de lotes ou produtos com problemas. As reclamacbGes sobre produtos
comercializados sdo examinadas, registradas e as causas dos desvios da qualidade, investigadas e
documentadas a fim de evitar futuros erros. A politica de troca e devolucdo da empresa tem o
compromisso de garantir a satisfacdo de nossos clientes, e para isso foi criada criteriosamente com

base no Cédigo de Defesa do Consumidor.
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A empresa manifesta gratiddo pela aquisi¢cdo na Olson Loja Virtual e espera sempre
que os clientes fiquem satisfeitos com ela. Mas se, apesar de todos os esforgos, alguma mercadoria
adquirida ndo atender as expectativas, o cliente deve entrar em contato, imediatamente, com a
Central de Atendimento (telefones e e-mails). A solicitacdo de troca ou desisténcia ou devolugéo
do produto deveré ser realizada no prazo maximo de 30 dias corridos a contar do recebimento do
produto. ApGs o contato a empresa podera proceder com a troca do produto ou devolucdo do
dinheiro.

Caso o cliente observe alguma das divergéncias abaixo no ato da entrega, a empresa
solicita que o recebimento seja recusado e que o cliente contate a Central de Atendimento
imediatamente para a substituicédo:

- Embalagem aberta ou avariada;

- Produto avariado;

- Produto divergente do solicitado.

Se o cliente receber o produto, o prazo para solicitacdo da devolucdo serd de 24 h a
contar do recebimento do mesmo. Caso o cliente necessite devolver suas mercadorias, devera pedir

a assinatura do transportador na nota fiscal do produto.
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POP 01 HIGIENIZACAO DAS INSTALACOES, EQUIPAMENTOS, MOVEIS E
UTENSILIOS

OBJETIVO

Tem como objetivo descrever os procedimentos adotados para atender os requisitos
basicos da higienizacdo das instalacdes, equipamentos, moveis e utensilios, garantindo assim a

qualidade do produto final.
DOCUMENTO DE REFERENCIA

Resolucdo - RDC 275, de 21 de outubro de 2002 - (Republicada no Diario Oficial da
Unido — D. O. U. - de 06/11/2002): “Regulamento Técnico de Procedimentos Operacionais
Padronizados aplicados aos Estabelecimentos Produtores/Industrializadores de Alimentos e a Lista
de Verificacdo das Boas Préticas de Fabricacdo em Estabelecimentos Produtores/Industrializadores

de Alimentos”.
CAMPO DE APLICACAO

Este documento aplica-se a todos os setores da empresa.
DEFINICOES

Higienizacdo: procedimentos de desinfeccao.

Limpeza: remoc¢do de sujidades (residuos da microalga, p6 ou outros materiais
indesejaveis) de uma superficie.

Check-list: lista de verificagdo contendo os requisitos que devem ser verificados na

auditoria que tem como objetivo padronizar a auditoria.
RESPONSABILIDADES

Equipe BPF: implementar e acompanhar o cumprimento dos requisitos descritos neste
POP.
Colaboradores: responsaveis por manter limpas as instalagdes, mdveis, equipamentos e

utensilios.
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PROCEDIMENTOS

O procedimento de limpeza e higienizacdo deve ser realizado em todos os setores da
empresa de acordo com as instrucfes de trabalho de cada setor. As cores dos panos, baldes e
toalhas foram definidas para utilizacdo em cada uma das atividades (Quadros 5 e 6).

MONITORIZACAO

Quadro 2 - Monitorizagdo do POP 01

O que? Como? Quando? Quem?
A limpeza e higienizagdo das Preenchimento das Mensal Controle de
instalacOes planilhas de registro Qualidade
Os produtos e utensilios de limpeza Verificar os utensilios e Mensal Contr_ole de
produtos Qualidade
Limpeza das lixeiras e correto Preenchimento do check- Mensal Controle de
armazenamento dos residuos list BPF Qualidade

ACAO CORRETIVA
VERIFICACOES DA LIMPEZA E HIGIENIZAGCAO DAS INSTALACOES:

- Verificar se a limpeza foi realizada de maneira correta em todas as instalagdes;
- Verificar se os produtos e utensilios de limpeza estdo sendo utilizados de maneira
correta;

- Orientar aos funcionarios responsaveis a correta limpeza e higienizacéo.
VERIFICACAO E MANUTENCAO DE LIXEIRAS

- Verificar se as lixeiras estdo em condi¢cdes de uso e devidamente equipadas com
sacos plasticos;
- Verificar se o lixo esta sendo recolhido diariamente;

- Verificar se a limpeza é realizada corretamente.
MANUTENCAO DAS LIXEIRAS

- Solicitacdo de manutencao das lixeiras quando necessario;
- Correcdo de problemas relacionados as ndo conformidades detectadas na avaliacao

das condicdes relacionadas aos residuos solidos.
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VERIFICACAO

Quadro 3 - Verificagdo do POP 01

O que? Como? Quando? Quem?

Superviséo do check-list BPF | Observagéo visual e rubrica| Mensal | Coordenadora equipe BPF

REGISTROS
Quadro 4 - Registros do POP 01
Identificacdo Armazenamento | Tempo de retencdo | Disposi¢cdo
Check-list BPF Pastas do escritdrio 24 meses Coleta publica
Registro de limpeza | Pastas do escritdrio 24 meses Coleta publica
Registro de treinamento | Pastas do escritorio 24 meses Coleta publica
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Quadro 5 - Procedimentos POP 01

Local Procedimento Materiais Frequéncia Responsavel
Aspirar o0 chdo Semanalmente
rl?_assalr tf;”Cha c'?[n Aspirador de Quanglq
Estufa Ipociorito no chao p6, mangueira necessario Funcionario do

Lavar as telas (sempre
cobrir 0s
fotobiorreatores com
lona plastica)

de &gua, trincha
e hipoclorito

Semestralmente

Setor

Passar pano umido com

Toalha branca e

Funcionario do

) Diariamente
. agua nas bordas balde branco Setor
Fotobiorreatores
, . Funcionario do
Passar escova nas pas Escova A cada 2 dias Setor
Aspirador de p6 S
. N . _ Funcionario do
Corredor Aspirar o chdo e mangueira de Diariamente Setor
agua
Limpar as pias com .
. Esponja e S
. esponja, detergente . Funcionario do
Pias detergente Diariamente
neutro e enxaguar com Setor
, neutro
agua corrente
Limpar o chdo com
Panos roxo e
pano roxo e detergente
- branco, baldes
neutro, utilizando o . S
~ . X laranja e roxo, Funcionario do
Chéo balde laranja. Depois Semanalmente
detergente Setor
passar pano branco com
; X o neutro e
hipoclorito, utilizando o . .
hipoclorito
balde roxo
Cozinha e Retirar 0 acumulo de po Perflex e sabéo Funcionario do
) dos armarios utilizando Semanalmente
limpeza neutro Setor
perfex
Retirar o acimulo de p6
da mesa, sofas, estante, x S
o ; Perflex e sabdo Funcionario do
Escritdrio computador, extintor de Semanalmente
L neutro Setor
incéndio, janelas e
portas
Retirar o p6 dos
equipamentos, extintor Funcionario do
Laboratério de incéndio, bancadas e Perflex Diariamente

passar pano com alcool
70 %

Setor




Quadro 6 - Procedimentos POP 01

77

Local Procedimento Materiais Frequéncia Responsavel
Limpar o vaso sanitario com
agua e hipoclorito, utilizar Panos azul e
pano azul. Escovar a pia com branco, baldes
saponaceo e depois passar azul e branco,
pano azul imido. Passar no saponaceo, Diariamente
chdo pano branco tmido com hipoclorito,
sabdo neutro e hipoclorito. sabdo neutro e o
Banheiros Retirar o lixo e encaminhar saco de lixo Funcionario
para coleta publica do Setor
Limpar portas utilizando agua
parp g Pano azul Semanalmente
e pano
Limpar janelas e telas com Mangueira e
; Semestralmente
mangueira e escova escova
Panos verde,
Producio e roxo e branco,
G Efetuar a limpeza geral, na baldes laranja e , Funcionario
almoxarifado de x ; Apds cada coleta
X bancada, chdo e equipamentos | roxo, detergente do Setor
insumos
neutro e
hipoclorito
Estufa de ar Passar pano Umido na parte , Funcionario
. Pano amarelo | Apo0s cada coleta
forcado interna e externa do Setor
. Efetuar limpeza na estante e L
Almoxarifado de ; P Funcionério
carrinho para carregamento Pano roxo Semanalmente
produtos do Setor
com pano
Panos rosa, roxo
e branco, baldes .
. . Apos cada L
Moagem e Efetuar a limpeza geral, na laranja e roxo, Funcionario
< - moagem e
encapsulamento | bancada, chdo e equipamentos detergente do Setor
neutro e encapsulamento

hipoclorito
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Check-list BPF

Cadigo:

Implementado em:

Revisao:
Data: Horério:
DESCRICAO | AVALIACAO x RESULTADO
ITENS PROBLEMA DO COQI%Q‘IC')IV A ACAO VEg'IAFTI'é Eé&o RESPONSAVEL
PROBLEMA C NC CORRETIVA
1.1 Portas, Acimulo de
po, sujidades,
paredes e
. abertas e
janelas . ;
improvisos
Acimulo de
1.2 Armarios, po, sujidades,
mesas e sofas abertos e
improvisos
1. Escritorio
Aclmulo de
1.3 Extintores e | pd, sujidades,
computadores abertos e
improvisos
1.4 Outros
2. Laboratorio paredes e PO, suJ ’
. abertas e
janelas

improvisos
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Actimulo de
2.2 Bancadas | pd, sujidades e
improvisos
53 Actimulo de
Equipamentos poé;gﬂgl:cies,
de analise . ;
improvisos
2.4 Outros
AclUmulo de
35;252;&2' po, sujidades,
anelas abertas e
] improvisos
AclUmulo de
3.2 Bancadas | pd, sujidades e
3. Produco, improvisos
encapsulamento e
moagem .
3.3 Estufa de ar Acumulo (.je
forcado po e_bandejas
limpas
3.4 Moinho AclUmulo de

po e sujidades




80

Aclmulo de
3.5 po,
Encapsuladora | vazamentos e
improvisos
3.6 Outros
4.1 Portas Aclmulo de
[;aredes e' po, sujidades,
. abertas e
janelas . ;
improvisos
Fora do local
4.2 Produtos, correto de
embalagens e armazenament
4. Almoxarifados INSUMOos _ oesem .
de produtos e identificacdo
maquinas Sujos,
4.3 Estantes e quebrados e
carrinho mal
organizados
4.4 Outros
5 1 Portas Acumulo de
L ' po, sujidades,
5. Estufa janelas, tela, abertas e

plastico e piso

improvisos
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5.2 Bordas
Fotobiorreatores | encardidas e
e termOmetros sujidades

. Residuo de
5.3 h/éafr;g:elras microalga e
sujidades
5.4 Caixa
elétrica, Acumulo de
motores, po, sujidades e
peneiras e saidas improvisos
de esgoto
5.5 Qutros
6.1 Portas, A,C“”?.“'O de
po, sujidades,
paredes e
. abertas e
janelas . ;
improvisos
Acumulo de
6. Ves_,tL,Ja_rlo e 6.2 Pias po,
sanitarios vazamentos e
improvisos
6.3 Vasos Acumulo de
sanitarios po e sujidades
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6.4 Saboneteira
e porta papel

Aclmulo de
po e
desabastecidos

6.5 Armarios

Limpos,
improvisos e
comidas

6.6 Outros

7. Controle de
pragas e residuos

7.1 Sinais de
infestacdo

Interno:
presenca de
insetos,
roedores e
passaros

Externo:
presenca ou
vestigios de

passaros e
animais
domeésticos

Presenca de
larvas de
insetos, urina
ou fezes de
roedores e
passaros

Presenca de
residuos
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7.2 Porta-iscas

Mexidos,
danificados e
fora do lugar

7.3 Outros

8. Conduta dos
colaboradores

8.1 Higiene dos
colaboradores

Com unhas
sujas, ndo
aparadas, com
ferimentos e

fungos
Em contato
direto/indireto
8.2 Com sinais _com
i 5 alimentos.
de infecgdes ou _
i Tossindo e/ou
resfriados |
espirrando
sobre os
alimentos
8.3 Uniforme,
Incompletos,
calcados, ¢ g
: sujos e nao
mascara e
adequados
toucas
8.4 Barba e Barba e bigode
bigode nao aparados
Na area de
producéo com:
8.5 Adornos pulseiras,
brincos,

rel6gios, anéis,
aliancas,
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correntes e
outros

8.6 Outros

9. Utensilios de

9.1 Detergentes

N&o
identificados e
guardados fora

de local
especifico

9.2 Vassouras,

Danificados e
guardados fora

limpeza rodo e outros de local
especifico
9.3 Outros
10.1 Portas, ACUWUIO de
. po, sujidades e
paredes e pia . .
improvisos
10. Cozinha
10.2 Mesa, Acumulo de
balcdo e micro- | pd, sujidades e
ondas improvisos
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11.3 Outros

11.1 Vegetacéo

N&o aparada

Furadas e com

11. Area externa 11.2 Telas X -
improvisos
11.3 Qutros
12.1 Portas e Abertos, mal
ortdes fechados e
P com sujidades
Em mau
estado de
conservacgéo e
12. Outros 12.2 Lixeiras limpeza, sem

sacos internos
e com residuos
misturados

12.3 Lampadas

Presenca de
sujidades e
sem protegéo
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12.4 Outros

Resultado

Monitorado por:

Verificado por:

Data:

Observacéo: C corresponde a conforme e NC a ndo conforme.
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POP 02 CONTROLE DE POTABILIDADE DE AGUA
OBJETIVO

Garantir que a agua utilizada na indastria é proveniente de fonte segura, potavel,
atendendo aos padrdes vigentes ficando adequadamente armazenada e que 0s reservatrios sao

higienizados na frequéncia correta.
DOCUMENTO DE REFERENCIA

Portaria 2914, de 12 de dezembro de 2011, do Ministério da Saude: "Dispde sobre 0s
procedimentos de controle e de vigilancia da qualidade da &gua para consumo humano e seu
padrao de potabilidade”.

Instrucdo de Trabalho: IT AGUA 01 - Tratamento e controle da potabilidade da dgua

CAMPO DE APLICACAO
Este documento aplica-se a todos 0s setores da empresa.
DEFINICOES

Agua potéavel: 4gua para consumo humano cujos parametros microbiol6gicos, fisicos,
quimicos e radioativos atendam ao padrdo de potabilidade e que ndo ofereca riscos a saude.

Check-list: lista de verificacdo contendo os requisitos que devem ser verificados na
auditoria que tem como objetivo padronizar a auditoria.

Higienizacdo: procedimentos de limpeza e sanificacéo.

Limpeza: remocao de sujidades (terra, residuos de alimentos, pd ou outros materiais

indesejaveis) de uma superficie.
RESPONSABILIDADES

Equipe BPF: implementar e acompanhar o cumprimento dos requisitos descritos neste
POP.
Empresa contratada (1): analisar a potabilidade da agua.

Empresa contratada (2): higienizar os reservatorios de agua.
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PROCEDIMENTOS

A empresa utiliza como fonte de abastecimento agua de um pogo artesiano que recebe

tratamento especifico, conforme IT AGUA 01.
EXECUTANTE DA IT AGUA 01
Funcionarios da empresa.
EPI’S DA IT AGUA 01

- Luvas de borracha;
- Oculos de proteco.

FREQUENCIA DAS OPERACOES DA IT AGUA 01

- Tratamento da agua: conforme necessidade

- Analises de cloro livre: diaria
PROCEDIMENTO DA IT AGUA 01

- Ligar a bomba d’agua do pogo artesiano no painel de controle que se encontra dentro
da estufa;

- Abrir os registros referentes as caixas d’agua;

- Bombear a agua para a caixa d’agua 1;

- Passar a 4gua para a caixa d’agua 2;

- Tratar a &gua que se encontra na caixa d’agua 2 com 16,68 mL de hipoclorito 12 % a
cada 1.000 L de agua (correspondendo a 2 ppm de cloro livre);

- Deixar a agua circulando dento da caixa coberta com telas para que o cloro evapore;

- Verificar o cloro livre e registrar na AGUA PL 01, quando atingir 0,5 ppm de cloro

livre liberar a 4gua para uso e conforme necessidade passar para a caixa d’adgua 3.

ITENS DE MONITORIZACAO

- Andlises de coliformes totais, Escherichia coli, pH, turbidez, cor verdadeira e cloro
residual livre sdo realizadas mensalmente de acordo os padrGes da Portaria 2914, de 12 de
dezembro de 2011, do Ministério da Saude.

- Controle do teor de cloro: € realizado diariamente com kit de determinagéo de cloro

residual livre e clorimetro para deteccao de cloro livre, residual e total.



A empresa possui 3 reservatorios de agua, que estdo descritos no Quadro 7.

Quadro 7 - Reservatorios de agua da Olson Nutri¢do

N° Local Material | Capacidade | Proveniente
1 | Setor de tratamento d’agua | Fibra 10.000 L | Poco artesiano
2 | Setor de tratamento d’agua | Fibra 10.000 L | Poco artesiano
3 | Setor de tratamento d’agua | Fibra 3.000 L Poco artesiano
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Os reservatorios estdo livres de vazamentos e infiltracbes, com tampas em boas

condi¢cdes. A manutencdo na bomba do poco é realizada pelo setor da elétrica. A higienizacdo dos

reservatorios é realizada a cada 6 meses por uma empresa terceirizada devidamente habilitada. O

procedimento adotado esta descrito nos documentos fornecidos pela mesma.

MONITORIZACAO

Quadro 8 - Monitorizacdo do POP 02

O que? Como? Quando? Quem?
Anaélises Fisico-
Potabilidade da agua Q“'(“'C""S Diario Laboratorista
Preenchimento da
AGUA PL 01
Observacdo visual .
« L. ; . Equipe de
Manutencao dos reservatorios Preenchimento da Trimestral Manutencio
AGUA PL 02 ¢
Observagaq visual da Semestral | Membro da
documentacao entregue :
.. equipe BPF
pela terceirizada
Higienizacdo dos reservatorios
Observacao visual da . Equipe d?
A Trimestral | Manutengdo
higienizacédo

ACAO CORRETIVA

Providenciar reparos no reservatorio.

Trocar o reservatorio.

Em caso de falta de agua, parar a producdo até o restabelecimento do abastecimento.

Realizar nova higienizacéo.

Trocar a empresa prestadora de servigos.
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VERIFICACAO

Quadro 9 - Verificacdo do POP 02

O que? Como? Quando? Quem?
Coleta de amostras
Potabilidade da &4gua fi para an,all_ses Mensal Laboratorista
isico-quimicas e
microbioldgicas
Anédlises fisico- L aboratério
Potabilidade da agua quimicas e Mensal .
. s terceirizado
microbioldgicas
Supervisdo dos laudos de | Observacgéo visual Mensal Membro da equipe
potabilidade e rubrica BPF
Supervisdo dos documentos
entregues pela empresa :
terceirizada responsavel pela | Observacao visual Semestral Membrggg equipe
higienizacao dos
reservatorios
Supervisio da AGUA PL 01 Observaga(_) visual Mensal Membro da equipe
e rubrica BPF
Supervisdo da AGUA PL 02 Observaga(_) visual Trimestral Membro da equipe
e rubrica BPF
Supervisdo dos registros de | Observacgéo visual | Quando ocorrer o Coordenadora da
treinamentos e rubrica treinamento equipe BPF
REGISTROS
Quadro 10 - Registros do POP 02
Identificacdo Armazenamento | Tempo de retencao Disposicdo

Documentos entregues pela
empresa terceirizada

Pastas suspensas

- R do arquivo de 12 meses Coleta pablica
responsavel pela higienizacéo controle
dos reservatorios
Pastas suspensas
Laudos de potabilidade do arquivo de 12 meses Coleta publica

controle

Fichas técnicas e laudos de

do arquivo de

Pastas suspensas

Enquanto estiver em

Coleta publica

produtos quimicos uso
controle
Pastas suspensas
AGUA PL 01, AGUA PL 02 do arquivo de 12 meses Coleta publica
controle
Pastas suspensas
Registro de treinamentos do arquivo de 12 meses Coleta publica

controle
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@ovson

Cod.: AGUA PL
01

CONTROLE DIARIO DE CLORO NA AGUA Revisdo: 00
Paginalde 1l
QUANTIDADE DE AGUA HIPOCLORITO
DATA | HORA CAIXA 1 (L) LEITURA CAIXA 2 (L) LEITURA 12 % (mL) OBSERVACAO | RESPONSAVEL
(ppm) (ppm)
| Verificado por: Data:___/ /

OBS: 16,68 mL de Hipoclorito 12 % equivale para 1.000 L de agua que corresponde a 2 ppm de cloro livre nas caixas
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Cod.: AGUA PL

CAIXA1

CAIXA?2 CAIXA 3

02
OLSO N CONTROLE LIMPEZA E DESINFECGCAO BACTERIOLOGICA DA -
CAIXA D'AGUA Revisao: 00
R Pégina ldel
AIXAS D'AGUA ~ ]
DATA HORA ¢ SD'AGY PRODUTO OBSERVAGCAO RESPONSAVEL

\ Verificado por:

Data: / /
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POP 03 HIGIENE E SAUDE DOS MANIPULADORES
OBJETIVO

Atender aos requisitos de BPF relativos as condicdes de salde, conduta, higiene
pessoal e programa de capacitacdo técnica, incluindo as regras a serem seguidas pelos

visitantes e @ manutencao das instalacfes para a lavagem de maos e servicos sanitarios.
DOCUMENTO DE REFERENCIA

NR 6 — Equipamento de Protecdo Individual — EPI
Secretaria de Seguranca e Salde do Trabalho — SSST — Legislacdo em Seguranca
e Saude do trabalho — Lei n° 6514 de 22/12/1977.

CAMPO DE APLICACAO

Este documento aplica-se aos visitantes e todos colaboradores da empresa
(almoxarifado de insumos, producéo, secagem e envase, laboratdrio de analise, almoxarifado
de produtos, estacdo de tratamento d'agua, sanitarios, vestiarios, refeitorios, escritério e areas

proximas a empresa).
DEFINICOES

EPI: Equipamentos de Protecao Individual.
Detergente antisséptico: produto de natureza quimica utilizado para reduzir a

carga microbiana para niveis aceitaveis e eliminar 0s micro-organismos patogénicos.
RESPONSABILIDADES

Colaboradores e visitantes: cumprir os requisitos de controle das condi¢cbes de
salde, conduta e higiene pessoal descritos neste documento.

Controle de qualidade: realizar auditorias de BPF na unidade para monitorar as
condicdes operacionais e higiénico-sanitarias.

Equipe BPF: implementar e acompanhar o cumprimento dos requisitos descritos

nesta secao do manual.

PROCEDIMENTOS
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SAUDE DOS COLABORADORES

O controle do estado de saude dos colaboradores € realizado pela Unimed, sendo
realizados exames admissionais, demissionais e anuais para controle. Quando ocorrem cortes
superficiais € utilizada a caixa de primeiros socorros, localizada em gaveta no laboratério.
Caso o corte seja profundo o colaborador é encaminhado para o Hospital de Pronto Socorro
de Camaqua.

CONDUTA E HIGIENE DOS COLABORADORES
Instrugdes gerais

Os manipuladores séo instruidos a estarem sempre com boa higiene pessoal,
uniformizados e com calcados adequados e em perfeito estado de limpeza, com cabelos
totalmente cobertos, devidamente barbeados, com unhas aparadas, limpas e sem esmalte ou
base, sem maquiagem, com as maos higienizadas antes de manipular com a microalga.

Os manipuladores sdo conscientizados a evitar atitudes anti-higiénicas como,
falar desnecessariamente, cantar, assobiar, tossir, espirrar, cuspir, levar a mdo a boca, ao
nariz e as orelhas, mexer no cabelo ou pentear-se, manipular dinheiro, fumar em locais nédo
permitidos, utilizar cremes ou qualquer substancia que exale perfume, mascar balas,
chicletes, palitos ou assemelhados nas areas de producéo e distribuicdo, provar a biomassa,
secar 0 suor com as maos, panos ou qualquer peca do uniforme, circular sem uniforme nas
areas de producdo, armazenar alimentos no interior das areas de producdo e nos vestiarios,
sentar no chdo quando uniformizado, utilizar qualquer objeto de adorno (pulseiras, fitas,
anéis, colares, brincos, aliangas, reldgios e similares), depositar roupas e objetos pessoais nas

areas de manipulacdo da microalga.
Uniformes

Jaleco branco, calca branca, sapatos brancos, touca descartdvel, mascara

descartavel e luvas descartaveis.
PROCEDIMENTO DE HIGIENIZACAO DOS UNIFORMES

A empresa ndo dispbe de lavanderia, mas orienta os funcionarios a lavar o
uniforme separadamente para evitar contaminagdo com outras roupas, lavar com detergente

neutro adicionando alcool, deixar de molho, enxaguar, retirar excesso de agua e secar.
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PROCEDIMENTO DE HIGIENIZACAO DAS MAOS E ANTEBRACOS

Os manipuladores sdo conscientizados a higienizarem as méaos sempre que
chegarem ao trabalho, utilizarem os sanitarios, tossirem, espirrarem ou assoarem 0 nariz,
utilizarem lenco, fumarem durante os intervalos, completarem qualquer tarefa onde as méos
tornaram-se contaminadas (apds trabalharem com produtos diferentes, ap6s trocas de areas de
trabalho, apos utilizarem esfregdes, panos ou materiais de limpeza, recolherem lixos e outros
residuos, tocarem em caixas, garrafas e sapatos, tocarem em alimentos ndo higienizados ou
crus, tocarem em dinheiro e outras), houver a interrupgdo da atividade, iniciarem uma nova
atividade, colocarem luvas e todas as vezes que houver necessidade.

Principio ativo do sabonete liquido antisséptico: agente bactericida IRGASAN DP
300. NUmero de registro 1094/2005.

Os colaboradores sdo instruidos a lavar as méos de acordo com as seguintes
etapas:

- Umedecer as maos e antebracos com agua;

- Lavar com detergente antisséptico, massagear as maos e antebracos por 20
segundos;

- Enxaguar bem as méos e antebragos;

- Secar as maos com papel toalha descartavel nao reciclado;

- Colocar o papel na lixeira.
COLOCACAO E MANUTENCAO DE CARTAZES EDUCATIVOS

Cartazes educativos relativos a “Como Higienizar as Maos” sao colocados e
mantidos nos sanitarios.
Os cartazes relativos a conduta e higiene pessoal sdo colocados e mantidos nos

vestiarios, area de producao, laboratdrio, entrada da estufa e escritorio.

MANUTENCAO DE INSTALACOES, PRODUTOS E UTENSILIOS PARA HIGIENE
PESSOAL

A empresa dispde de instalacbes adequadas, como vestiarios e sanitarios. Todas as
saboneteiras dos sanitarios e instalagdes sdo mantidas com detergente liquido antisséptico
registrado no Ministério da Salde. Os porta-toalhas de papel e de papel higiénico séo
abastecidos por meio de reposi¢fes diarias ou quando necessario. Todas as instalagdes

sanitarias (vasos, pias, chuveiros) estdo funcionando. Os coletores de residuos possuem
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tampa, acionamento por pedal e sdo higienizados e abastecidos diariamente com sacos
plasticos.

TREINAMENTO DOS FUNCIONARIOS

Os colaboradores recebem treinamento relativo a higiene pessoal e manipulacao
dos alimentos na admissdo. Um programa de capacitagdo garante a continuidade destes
treinamentos, os quais séo registrados na Planilha de Registro de Treinamentos.

VISITANTES

Os visitantes (colaboradores administrativos, prestadores de servigos
terceirizados, auditores e outros) sao instruidos a seguir 0s mesmos requisitos de higiene que
0s manipuladores.

MONITORIZACAO

Quadro 11 - Monitorizacdo do POP 03
O que? Como? Quando? Quem?
Observacao visual Diéario

Salde, conduta e higiene Controle de Qualidade

dos manipuladores Preenchimento do
check-list BPF Mensal
Observacdo visual Diéario

Manutencdo de instalacdes

e produtos para higiene Controle de Qualidade

Preenchimento do

pessoal check-list BPF Mensal
Observacdo visual Diario
Colocacédo e manutencéo .
cartazes educativos Preenchimento do Controle de Qualidade
check-list BPF Mensal

ACOES CORRETIVAS
CONTROLE DAS CONDICOES DE SAUDE DOS MANIPULADORES

- Encaminhar para avaliacdo médica;

- Dispensar ou direcionar o(s) manipulador(es) com a salide comprometida para
atividades que ndo demandem contato direto e/ou indireto com a microalga;

- Encaminhar para exames clinicos os manipuladores que ndo atendem aos
requisitos estabelecidos;

- Proteger ferimento;
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- Reforgar treinamentos.
CONDUTA E HIGIENE PESSOAL DOS MANIPULADORES

- Avaliar procedimento de higienizagdo das maos;

- Trocar uniforme sujo e/ou rasgado imediatamente.

Corrigir ndo conformidades detectadas na monitorizacdo através de:

- Tomada de a¢Oes imediatas para correcdo de problemas pontuais sobre a conduta
e higiene pessoal, ou;

- Insercdo no plano de acdo, para corregdo programada e restauracdo das
condigdes sanitarias, e/ou;

- Investigacdo da sua causa, para ado¢do de novas agdes preventivas;

- Reforcar treinamentos.

MANUTENCAO DE INSTALACOES, PRODUTOS E UTENSILIOS PARA HIGIENE
PESSOAL

- Repor produtos (detergente antisséptico, papel toalha e papel higiénico);

- Solicitar manutencdo (saboneteiras, torneiras, valvulas de descarga e pedais das
lixeiras);

- Corrigir problemas relacionados as ndo conformidades detectadas nos check-

lists.
COLOCACAO E MANUTENGCAO DE CARTAZES EDUCATIVOS

- Fixar cartazes em pontos estratégicos;

- Repor os cartazes danificados ou ilegiveis.
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VERIFICACAO

Quadro 12 - Verificagdo do POP 03

O que? Como? Quando? Quem?
EspecificacGes técnicas dos Observacao A cada compra Auxiliar de
produtos de higienizacéo visual producéo
Supervisdo do check-list Observacao Mensal Coordenadora
BPF visual e rubrica equipe BPF
Supervisdo dos registros de Observacao A cada treinamento Coordenadora
treinamentos visual e rubrica equipe BPF

Eficiéncia da higienizagéo

Coleta por Swab
para analise

Anual

Laboratorio

(maos) microbiolégica contratado
Supervisio dos laudos Observacao Coordenadora
P visual e rubrica Anual equipe BPF
REGISTROS
Quadro 13 - Registros do POP 3
Identificacdo Armazenamento | Tempo de retencdo | Disposi¢ao
Exames médicos Setor de Recursos 30 anos Coleta publica
Humanos
Atestados Meédicos Setor de Recursos 30 anos Coleta publica
Humanos
Check-list BPF Pastas do escritorio 24 meses Coleta publica
Registro de treinamentos Pastas do escritorio 24 meses Coleta publica
Copias de certlflgados € OU | pastas do escritério 24 meses Coleta pablica
atestados de treinamento
Especificagdes _tE,‘.CﬂI.C&S Ej 931" pastas do escrit6rio 24 meses Coleta pablica
produtos de higienizacdo
Lau_dos c_le a}na}llses Pastas do escritério 24 meses Coleta pablica
microbioldgicas
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POP 04 MANEJO DE RESIDUOS
OBJETIVO

Retirada dos residuos do processamento da microalga, além da separacdo desses

residuos.
DOCUMENTO DE REFERENCIA

Resolucdo - RDC 275, de 21 de outubro de 2002 - (Republicada no D. O. U de
06/11/2002): “Regulamento Técnico de Procedimentos Operacionais Padronizados aplicados
aos Estabelecimentos Produtores/Industrializadores de Alimentos e a Lista de Verificagdo das
Boas Praticas de Fabricacdo em Estabelecimentos Produtores/Industrializadores de

Alimentos”.
CAMPO DE APLICACAO

Este documento aplica-se a todos os setores da empresa
DEFINICOES

Residuos: materiais a serem descartados, oriundos da area de producédo e das

demais areas do estabelecimento.
RESPONSABILIDADES

Todos os colaboradores sdo responsaveis por aplicar os requisitos de higiene

descritos neste procedimento.
PROCEDIMENTOS
RESIDUOS SOLIDOS INORGANICOS

Consistem em papéis toalhas usados e embalagens de insumos, reagentes e

produtos de limpeza. Estes sdo recolhidos, separados e enviados para a coleta publica seletiva.
RESIDUOS SOLIDOS ORGANICOS

Consistem em produtos da microalga que cairam diretamente no chao e residuos

dos sanitarios. A microalga é recolhida, separada em recipientes identificados e enviados para
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consumo de peixes. O lixo organico proveniente dos sanitarios e recolhido, separado e

enviado para a coleta publica.
RESIDUOS LIQUIDOS

As éguas residuais dos setores de producdo sdo escoadas por meio de ralos e séo
encaminhadas para acudes conforme solicitacdo da Licenca de Operacdo (LO) da Fepam.

COLOCACAO E MANUTENGCAO DE LIXEIRAS E RECIPIENTES PARA COLETA DE
RESIDUOS

Colocacdo de lixeiras previamente identificadas nas entradas e em pontos

estratégicos para a coleta dos residuos.
DISPONIBILIDADES DOS RECIPIENTES PARA A COLETA

Os recipientes para a coleta de residuos possuem tampa, acionamento por pedal e
sdo higienizados e abastecidos diariamente ou quantas vezes forem necessarias com sacos

plasticos.
MONITORIZACAO

Quadro 14 - Monitorizacdo do POP 04

O que? Como? Quando? Quem?
Limpeza das lixeiras e correto | Preenchimento do Mensal Controle de
armazenamento dos residuos Check-list BPF Qualidade

ACAO CORRETIVA
VERIFICACAO E MANUTENCAO DE LIXEIRAS

- Verificar se as lixeiras estdo em condicdes de uso e devidamente equipadas com
sacos plasticos;
- Verificar se o lixo esta sendo recolhido diariamente;

- Verificar se a limpeza é realizada corretamente.
MANUTENCAO DAS LIXEIRAS

- Solicitacdo de manutencdo das lixeiras quando necessario;
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- Correcdo de problemas relacionados as ndo conformidades detectadas na

avaliacéo das condicOes relacionadas aos residuos solidos.

VERIFICACAO

Quadro 15 - Verificagdo do POP 04

O que? Como? Quando? Quem?
Supervisdo do check- Observacao visual e Mensal Coordenadora
list BPF rubrica equipe BPF
REGISTROS
Quadro 16 - Registros do POP 04
Identificacdo Armazenamento Tempo de retencdo Disposi¢do

Check-list BPF

Pastas do escritorio

24 meses

Coleta publica

Registro de treinamentos

Pastas do escritorio

24 meses

Coleta publica
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POP 05 MANUTENCAO PREVENTIVA E CALIBRACAO DE EQUIPAMENTOS
OBJETIVO

Tem como objetivo descrever o0s procedimentos adotados para atender o0s
requisitos basicos de manutencdo preventiva e calibracdo de equipamentos garantindo assim a
correta higienizagéo, prevencdo de defeitos, a rastreabilidade das medicgdes e a confianga nos

resultados medidos.
DOCUMENTO DE REFERENCIA

Resolucdo - RDC 275, de 21 de outubro de 2002 - (Republicada no D. O. U de
06/11/2002): “Regulamento Técnico de Procedimentos Operacionais Padronizados aplicados
aos Estabelecimentos Produtores/Industrializadores de Alimentos e a Lista de Verificacdo das
Boas Praticas de Fabricagdo em Estabelecimentos Produtores/Industrializadores de

Alimentos”.

CAMPO DE APLICACAO

Este documento aplica-se aos equipamentos de todos o0s setores da empresa que

precisam de manutencdo e ou calibracéo.
DEFINICOES

Manutencdo preventiva: € a monitoracdo de um equipamento para que ele nédo
apresente erro ou quebre.
Calibracdo: é a comparacdo entre os valores indicados por um instrumento de

medicdo e os indicados por um padrédo (equipamento de classe superior).
RESPONSABILIDADES

Equipe BPF: implementar e acompanhar o cumprimento dos requisitos descritos
neste POP.
Colaboradores: aplicar em todos 0s equipamentos 0s requisitos de manutencdo e

calibracdo descritos neste procedimento.
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PROCEDIMENTOS

A manutencdo preventiva e calibracdo devem ser realizadas em todos os
equipamentos que necessitam deste procedimento e de acordo com as instrugdes de trabalho
de cada setor. Dicas basicas para utilizacdo dos equipamentos:

- Balancas: verificar se estdo niveladas antes da utilizagéo;

- Clorimetro: ja vem calibrado de fabrica, caso necessite calibracéo utilizar cubeta
padréo (2,2 ppm de cloro);

- Espectrofotdmetro: ligar 30 min antes da utilizacéo e ap6s calibrar com a cubeta
com agua destilada;

- pHmetro: utilizar as solugdes padrédo de pH 7 e 10 em temperatura ambiente para

calibracéo.
MONITORIZACAO

Quadro 17 - Monitorizacdo do POP 05

O que? Como? Quando? Quem?

A limpeza e higienizacéo das Preenchimento das Controle de
. - i . Mensal .

instalacOes planilhas de registro Qualidade

Os produtos e utensilios de limpeza Verificar os utensilios e Mensal Contr_ole de

produtos Qualidade

Limpeza das lixeiras e correto Preenchimento do check- Mensal Controle de

armazenamento dos residuos list BPF Qualidade

Acompanhar calibracdo dos Preenchimento das Controle de
) : . Anual .

equipamentos planilhas de registro Qualidade

ACAO CORRETIVA
VERIFICACOES DA LIMPEZA E HIGIENIZACAO DAS INSTALACOES

- Verificar se a limpeza foi realizada de maneira correta em todas as instalacoes;
- Verificar se os produtos e utensilios de limpeza estdo sendo utilizados de
maneira correta;

- Orientar aos funcionarios responsaveis a correta limpeza e higienizacéo.
VERIFICACAO E MANUTENCAO DE LIXEIRAS

- Verificar se as lixeiras estdo em condigdes de uso e devidamente equipadas com

sacos plasticos;
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- Verificar se o lixo esta sendo recolhido diariamente;

- Verificar se a limpeza é realizada corretamente.
MANUTENGCAO DAS LIXEIRAS

- Solicitacdo de manutencdo das lixeiras quando necessario.
- Correcdo de problemas relacionados as ndo conformidades detectadas na

avaliacdo das condicBes relacionadas aos residuos solidos.
CALIBRA(;AO DE EQUIPAMENTOS

Solicitacdo de assisténcia técnica dos equipamentos quando necessario.
VERIFICACAO

Quadro 18 - Verificagdo do POP 05

O que? Como? Quando? Quem?
Supervisdo do check- Observacdo visual e Mensal Coordenadora
list BPF rubrica equipe BPF
REGISTROS

Quadro 19 - Registros do POP 05

Identificacdo Armazenamento | Tempo de retencdo | Disposicao
Check-list BPF Pastas do escritério 24 meses Coleta publica
Registro de limpeza Pastas do escritério 24 meses Coleta publica
Registro de treinamento Pastas do escritério 24 meses Coleta publica
Reglstr(?[édcen;acsslstenua Pastas do escritério 5 anos Coleta publica
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POP 06 CONTROLE INTEGRADO DE VETORES E PRAGAS
OBJETIVO

Este POP objetiva descrever os procedimentos adotados pela Olson Nutricdo para
atender aos requisitos de BPF relativos ao controle integrado de pragas.

DOCUMENTOS DE REFERENCIA

Programa de controle de pragas da empresa contratada.

Resolucdo - RDC 275, de 21 de outubro de 2002 - (Republicada no D. O. U de
06/11/2002): “Regulamento Técnico de Procedimentos Operacionais Padronizados aplicados
aos Estabelecimentos Produtores/Industrializadores de Alimentos e a Lista de Verificacdo das
Boas Praticas de Fabricacdo em Estabelecimentos Produtores/Industrializadores de

Alimentos”.
CAMPO DE APLICACAO

Este documento aplica-se a todas as areas externas e internas da empresa.
DEFINICOES

Controle Integrado de Pragas: sistema que incorpora acfes preventivas e
corretivas destinadas a impedir a atracdo, o abrigo, o acesso e ou proliferacdo de vetores e
pragas que comprometam a seguranca e qualidade do alimento.

Iscas: objetos em que sdo colocados produtos especificos para atrairem insetos,
roedores ou outras pragas.

Desinfestacdo: acdo localizada sobre uma determinada quantidade de matéria-
prima, produto em processo ou produto acabado ou ainda sobre instalacdes a fim de prevenir
ou eliminar insetos e pragas.

Desinsetizacdo: aplicacdo de produtos quimicos capazes de eliminar 0s insetos ja
infestantes na area alvo.

Desratizacdo: processo de combate aos roedores através de um conjunto de
métodos fisicos e quimicos.

Pragas: todo agente animal ou vegetal que possa ocasionar danos materiais ou

contaminagdes com riscos a seguranca e qualidade.
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RESPONSABILIDADES

Controle de qualidade: realizar auditorias de BPF na unidade para monitorar as
condi¢des operacionais e higiénico-sanitarias.

Equipe BPF: implementar e acompanhar o cumprimento dos requisitos descritos
nesta se¢cdo do manual.

Empresas contratadas: cumprir os requisitos de controle integrado de pragas
descrito neste documento, fornecer as fichas técnicas dos produtos utilizados, documentacéo
de responsabilidade técnica/execucdo de servicos e comprovantes de credenciamento nos
6rgdos competentes.

Funcionario responsavel pelo controle de pragas na empresa: preencher planilha
de ocorréncia de pragas, acompanhar e monitorar a execugdo dos procedimentos realizados

pelas contratadas, monitorar os procedimentos de controle ndo terceirizado.
DESCRICAO

CONTROLE DE INSTALACOES EXTERNAS E INTERNAS E EQUIPAMENTOS PARA
EVITAR A ENTRADA DE INSETOS E ROEDORES

A éarea externa da empresa é toda cercada, evitando assim a entrada de animais
domésticos, a mesma tambeém é limpa e a grama aparada. Os ralos na area externa e sanitarios
tém aberturas que ndo possibilitam a entrada de pragas. As portas dos locais de producéo,
sanitarios e vestiarios, sdo mantidas fechadas evitando a entrada de roedores, passaros e
insetos e o0s portbes da estufa ndo apresentam abertura na parte inferior. Quanto a

alimentacdo, ndo € permitido alimentar-se na area de producdo, somente no refeitorio.
MANEJO DE RESIDUOS SOLIDOS INORGANICOS

Consistem em papéis toalhas usados e embalagens de insumos, reagentes e

produtos de limpeza. Estes sdo recolhidos, separados e enviados para a coleta publica seletiva.
MANEJO DE RESIDUOS SOLIDOS ORGANICOS

Consistem em produtos da microalga que cairam diretamente no chdo e residuos
dos sanitéarios. A microalga é recolhida, separada em recipientes identificados e enviados para
consumo de peixes. O lixo orgénico proveniente dos sanitarios é recolhido, separado e

enviado para a coleta publica.



107

MANEJO DE RESIDUOS LIQUIDOS

As aguas residuais dos setores de producdo sdo escoadas através de ralos e sdo
encaminhadas para acudes conforme solicitacdo da LO da Fepam.

CONTROLE RELACIONADO A EMPRESA CONTRATADA

Os controles de roedores, baratas, moscas e insetos sdo realizados por empresa
contratada (Real Expurgo e Desinsetizacdo Ltda.), devidamente registrada no Orgéao
competente, tendo responsaveis técnicos com registro no conselho de classe. Os documentos
apresentados pela empresa sdo: certificado de aplicacdo e garantia, vistoria de vetores,
controle de desratizacdo, evolucdo dos roedores, incidéncia de roedores, programa de

desratizagao e desinsetizagéo.
CONTROLE DE ROEDORES

A periodicidade das visitas de inspecdo/aplicacdes para o controle de roedores é
mensal. Primeiramente o técnico responsavel realiza uma inspecdo, logo apos é realizado
mapeamento do local a ser tratado e posteriormente sdo colocadas e/ou substituidas as iscas

com raticidas (na forma de saches ou blocos parafinados) na parte externa.
CONTROLE DE INSETOS (DESINSETIZACAO)

A periodicidade das visitas/aplicacdes para os procedimentos de desinsetizacdo é
mensal ou conforme a necessidade, para o controle de baratas, moscas e cascudos. O método
utilizado é o Manejo Integrado que propdem o emprego simultaneo de diferentes técnicas, tais
como: pulverizacdo, polvilhamento, atomizacao, termonebulizacdo e iscagem. Nas aplicac6es
realizadas na area industrial sdo tomadas algumas medidas de seguranca: equipamentos com
matéria-prima sdo lacrados para evitar contato com inseticida aplicado, durante a intervencéo
quimica as pessoas sdo instruidas a ndo permanecer nos setores e a reentrada s6 pode ocorrer

apos 3 h, com aeracdo do ambiente de no minimo 30 min.
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MONITORIZACAO

Quadro 20 - Monitorizagcdo do POP 06

O que? Como? Quando? Quem?
Observacao visual Didrio
Controle das instalagdes Controle de
externas e internas Preenchimento dos Mensal Qualidade
check-lists BPF/setor
Observacao visual Didrio
Controles dos residuos Controle de
Preenchimento dos check-lists Mensal Qualidade
BPF/setor
i Observacao visual Diario
Presenca e/?au ;/:stlglos de Preenchimento da PRAG PL 01- | Acada %’J‘;{ﬂg ddee
prag 02 -03-05 ocorréncia
Observacao visual da A cada
Controles relacionados as documentacéo fornecida pelas visita ou Controle de
empresas contratadas empresas mensal Qualidade

Preenchimento da PRAG PL 04

ACOES CORRETIVAS

Corrigir ndo conformidades detectadas na monitorizacdo através de:

- Tomada de acOes imediatas para correcdo de problemas pontuais sobre o
controle de pragas, ou;

- Insercdo no plano de acdo, para correcdo programada e restauracdo das
condicdes sanitarias, e/ou;

- Investigacdo da sua causa, para ado¢do de novas acdes preventivas;

- Solicitar a equipe de manutencdo a instalacdo ou conserto de portas, telas e
frestas;

- Contatar a empresa contratada quando for evidenciada a presenca de pragas;

- Aumentar frequéncia de retirada de residuos;

- Discutir as falhas com a empresa contratada;

- Trocar de empresa;

- Reforcar treinamentos.
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Quadro 21 - Verificagdo do POP 06
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O que? Como? Quando? Quem?
Comprovagéo do «
credenciamento das Obsgrva(;ao No ato da contratacao Coor_denadora
visual equipe BPF
empresas contratadas
EspecificacOes técnicas dos | Observacdo | Na definigdo do produto a Controle de
produtos visual ser utilizado Qualidade
. RglatoNr lo das Observacao Na _frequenma - Componente
monitorizagdes/controles : estabelecida para emisséo :
visual - equipe BPF
das empresas contratadas do relatorio
Supervisdo dos check-lists Observacao Mensal Coordenadora
BPF visual e rubrica equipe BPF
Supervisdo dos registros de |  Observacéo Quando ocorrer o Coordenadora
treinamentos visual e rubrica treinamento equipe BPF
Supervisdo da PRAG PL Observacao Mensal Coordenadora
01, 02, 03, 04 e 05 visual e rubrica equipe BPF
REGISTROS
Quadro 22 - Registros do POP 06
Identificacéo Armazenamento Tempo~de Disposicéo
retencao
Relatorios das atividades da
) Pastas suspensas
empresa contratada e demais ; .
no arquivo de 12 meses Coleta publica
documentos (mapas, ordem de
) controle
SEervigo e outros)
Programa de Desinsetizacao e
o Pastas suspensas
Desratizacdo das empresas - 12 meses s
SR no arquivo de Coleta pablica
contratadas e especificacdo
(o controle
técnica dos produtos
oo de. Coleta
Check-lists BPF g . 12 meses publica/arquivo
controle/arquivo N
- eletronico
eletronico
Planilhas de ocorréncia de pragas Arquivo de 12 meses Coleta publica
controle
Registros de treinamentos Arquivo de 3 anos Coleta publica
controle
Copias de certlflc_:ados eou Arquivo de 3 anos Coleta pablica
atestados de treinamento controle
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Planilhas de ocorréncia de pragas na &rea interna, externa e producéo:

Cod.: PRAG
PL 01, 02 ¢
(g; EOLSO_N OCORRENCIA DE PRAGAS 03
' Revisdo: 00
Pagina 1l de 1
Més/ano:

Dia | Roedores | Tracas | Baratas | Moscas | Passaros | Besouros Insg;g;lem
1
2
3
4
5
27
28
29
30
31

Procedimentos: marcar o numero de insetos/ratos/passaros ou seus vestigios (fezes, pélos,

ninhos, teias,...) visualizados/encontrados, referentes a cada dia do més.

Observagcdes:
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OLSON

REGISTRO DAS DETETIZACOES

Cod.: PRAG PL
04

Data

Nome

Assinatura Produtos utilizados

Observagéo




112

(i! E }OLSO N PRAGAS - PENEIRA DOS Céd.: PRAG PL 05
MERAQS, Kaion e FOTOBIORREATORES E FILTROS

Més/ano:

FILTROS | PENEIRA Ti | PENEIRA T1 | PENEIRA T2 | PENEIRA T3 | PENEIRA T4 | RESPONSAVEL

s3]

28

29

30

31
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POP 07 CONTROLE DO RECEBIMENTO DE NUTRIENTES, FRASCOS,
CAPSULAS, ROTULOS E EMBALAGENS

OBJETIVO

Este POP objetiva descrever os procedimentos adotados pela Olson Nutricdo para
atender aos requisitos de BPF relativos ao recebimento de nutrientes, frascos, capsulas,

rotulos e embalagens.
DOCUMENTOS DE REFERENCIA

Resolucdo - RDC 275, de 21 de outubro de 2002 - (Republicada no D. O. U de
06/11/2002): “Regulamento Técnico de Procedimentos Operacionais Padronizados aplicados
aos Estabelecimentos Produtores/Industrializadores de Alimentos e a Lista de Verificacdo das
Boas Praticas de Fabricacdo em Estabelecimentos Produtores/Industrializadores de

Alimentos”.
CAMPO DE APLICACAO

Setor de recebimento de nutrientes, frascos, capsulas, rotulos e embalagens.
RESPONSABILIDADES

Equipe BPF: implementar e acompanhar o cumprimento dos requisitos descritos
nesta secao do manual.
Colaboradores: responsaveis por receber e conferir nutrientes, frascos, capsulas,

rotulos e embalagens.
DESCRICAO

No momento em que os nutrientes, frascos, céapsulas, rétulos e embalagens
chegam na empresa devem ser verificados a data de validade, lote, quantidade, tipo e nota
fiscal. Produtos vencidos ou com prazo de validade préximo a vencer ndo devem ser
recebidos. O material ndo deve ser recebido se a embalagem estiver suja, rasgada ou
apresentar outros danos que possam afetar sua qualidade. Todo o material deve ser
higienizado externamente com alcool 70 % antes de ser colocado dentro da empresa.

Os produtos de limpeza devem ser armazenados no setor da limpeza. Nutrientes,

frascos, capsulas, rétulos e embalagens novos devem ser armazenados nas estantes
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especificadas para tal, colocando-as embaixo ou atrds das que estiverem em uso. Da mesma
maneira, materiais com prazo de validade maior devem ser armazenados embaixo ou atras dos

de prazo menor.
MONITORIZACAO

Quadro 23 - Monitorizagdo do POP 07

O que? Como? Quando? Quem?
Receber e conferir nutrientes, frascos, | Observacdo | Chegada de novos | Membro da
capsulas, rotulos e embalagens visual materiais equipe BPF

ACOES CORRETIVAS

Informar o fornecedor caso algum dos itens citados acima encontra-se fora do
padrdo de recebimento da Olson Nutricdo para fazer a troca. Nutrientes, frascos, capsulas,
rotulos e embalagens reprovados no controle efetuado na recepcdo sdo devolvidos

imediatamente ou identificados e armazenados em local separado.

VERIFICACAO
Quadro 24 - Verificagdo do POP 07
O que? Como? Quando? Quem?
Conferir ficha Observacao Chegada de nutrientes, frascos, Coordenadora
técnica e laudo visual capsulas, rotulos e embalagens equipe BPF
REGISTROS

Quadro 25 - Registros do POP 07

Identificacdo Armazenamento Tempo de retencdo Disposicdo

Pastas suspensas do | Enquanto estiver em

Fichas técnicas e laudos .
arquivo de controle uso

Coleta publica
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POP 08 CONTROLE DE RASTREABILIDADE DOS PRODUTOS
OBJETIVO

Este POP objetiva descrever os procedimentos adotados pela Olson Nutrigdo para
atender aos requisitos de BPF relativos a rastreabilidade dos produtos.

DOCUMENTOS DE REFERENCIA

Resolucdo - RDC 275, de 21 de outubro de 2002 - (Republicada no D. O. U de
06/11/2002): “Regulamento Técnico de Procedimentos Operacionais Padronizados aplicados
aos Estabelecimentos Produtores/Industrializadores de Alimentos e a Lista de Verificagdo das
Boas Praticas de Fabricacdo em Estabelecimentos Produtores/Industrializadores de
Alimentos”.

Resolucdo - RDC 24, de 08 de junho de 2015 (Publicada no D. O. U de
09/06/2015): “Critérios ¢ procedimentos para o recolhimento de alimentos, inclusive in
natura, bebidas e aguas envasadas, ingredientes alimentares, matérias-primas alimentares,
aditivos alimentares, coadjuvantes de tecnologia de fabricagcéo, embalagens e outros materiais
em contato com alimentos e para a comunicacdo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

(ANVISA) e aos consumidores.
CAMPO DE APLICACAO

Setor de Controle da Qualidade.
DEFINICOES

Consumidor: toda pessoa fisica ou juridica que adquire ou utiliza produto ou
servico como destinatario final.

Lote de produto: conjunto de produtos de um mesmo tipo, processados pelo
mesmo fabricante ou fracionador, em um tempo determinado, sob condi¢bes essencialmente
iguais.

Produto: refere-se a alimentos, inclusive in natura, bebidas e aguas envasadas,
ingredientes alimentares, matérias-primas alimentares, aditivos alimentares, coadjuvantes de
tecnologia de fabricagdo, embalagens e outros materiais em contato com alimentos, para

consumo humano.
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Rastreabilidade: conjunto de procedimentos que permitem detectar a origem e
acompanhar a movimentacdo de um produto ao longo das etapas da cadeia produtiva,
mediante dados e registros de informagoes.

Recolhimento: acdo a ser adotada pela empresa interessada e demais empresas da
cadeia produtiva, que visa a imediata e eficiente retirada de lote(s) de produto(s) do mercado
de consumo.

Risco: probabilidade de ocorréncia de um efeito adverso a satde e da gravidade de

tal efeito, como consequéncia de um perigo ou mais perigos nos alimentos.
RESPONSABILIDADES

Equipe BPF: implementar e acompanhar o cumprimento dos requisitos descritos
nesta se¢cao do manual.

Controle de qualidade: realizar auditorias de BPF na unidade para monitorar a
rastreabilidade dos produtos.

DESCRICAO

Acompanhar telefones e e-mails quanto aos elogios e reclamacgdes dos clientes.
Apos identificado o lote de produto ndo conforme, a equipe de Controle de Qualidade é
acionada, a primeira acao € realizar a sistematica de rastreamento, até localizar o alcance total
do produto ndo conforme e, dessa forma, a empresa solicita imediatamente o recolhimento
dos produtos.

A empresa também envia e-mail para recolhimento.alimentos@anvisa.gov.br
comunicando a identificacdo da ndo conformidade e preenche imediatamente o Anexo | da
RDC 24. Até 48 h ap6s a comunicacdo sobre a ndo conformidade a ANVISA, a empresa
preenche 0 Anexo Il da RDC 24 e o envia a ANVISA.

A empresa providenciard a veiculacdo de mensagem de alerta aos consumidores
acerca do recolhimento de produtos. O conteddo informativo da mensagem de alerta aos
consumidores serd submetido a anuéncia prévia da ANVISA conforme Anexo | desta
Resolucdo, por via eletrbnica ao endereco recolhimento.alimentos@anvisa.gov.br,
imediatamente apds a ciéncia da necessidade de recolhimento do produto.

Os produtos ndo conformes serdo recebidos na empresa e separados em area

especifica e identificada como “Produtos ndo conformes recolhidos”. Posteriormente, a
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microalga é recolhida, separada em recipientes identificados e enviados para consumo de

peixes.

MONITORIZACAO

Quadro 26 - Monitorizagdo do POP 08

O que? Como? Quando? Quem?
Acompanhar elogios e Através de ligages . Controle de
~ . o s : Diariamente .
reclamaces dos clientes telefonicas e e-mails Qualidade

ACOES CORRETIVAS

Quando identificado algum problema na rastreabilidade de um produto, 0 mesmo

sera separado até que o problema seja resolvido e o registro deste fato é mantido. Quando

identificado algum problema na realizacdo do recolhimento, o fato sera registrado, sua causa

identificada e as providéncias necessarias serdo tomadas pela coordenadora do programa de

BPF para que o problema néo se repita e os registros do tratamento do problema também

serdo mantidos.

VERIFICACAO
Quadro 27 - Verificagdo do POP 08
O que? Como? Quando? Quem?
Registro das agdes Observacao Controle de
. : Quando houver )
corretivas visual Qualidade
REGISTROS
Quadro 28 - Registros do POP 08
Identificacdo Armazenamento Tempo de retencdo Disposicao

Planilha rastreabilidade

Pastas suspensas do
arquivo de controle e
computador

10 anos

Coleta publica




Quadro 29 - Registro de coleta, extrusdo, secagem, moagem e envase
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Coleta Extrusédo Secagem Filetes Moagem Envase/quantidade de frascos | Obs.
Sub. (. Inicio | Fim |Massa | .. Inicio |Fim| Massa [Umidade| N° Massa . . Po Po
Data lote Biorreator ) ) (kg) Simples | Duplas | Data M | M) (kg) (%) pacotes Data (kg) Umidade| Lote |Data| Capsulas (100 g) | (175 g)




5.5.13 Formagéo da equipe de APPCC
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Quadro 30 - Equipe de APPCC

Funcéo na

Nome Cargo na empresa equipe APPCC Atribuicdes
; Substituir a coordenadora na sua
Adriana Proprietéaria ireca énci i
Olson p Direcdo auséncia e apoiar os trabalhos de
APPCC
Digitar documentos, imprimir planilhas
Maristela Gerente de N _de controle e distribui-las aos
Ortiz producéo Secretéria monitores, organizar os docurr_lentos da
qualidade, registrando planilhas e
relatorios
Coordenar e organizar os trabalhos de
Livia Responséavel Coordenadora da APP_CC, assegurar treinamento para a
Uebel técnica equipe APPCC equipe de APPCC,Ngarantlr a |m[3Ie-
mentacdo, manutencdo e atualizagéo de
APPCC
Eliane Aux~ilia_r de Monitora Registrar as planilhas c'je'controle do
Centeno | producéo/limpeza setor e prezar pela higiene geral
Luiz Flavio Auxiliar de Monitor Registrar as planilhas de controle do
Medeiros SErVIGos gerals setor e prezar pela higiene geral
Figura 10 - Organograma da Olson Nutricao
Direcéo
Secretaria Coordenadora da equipe APPCC Monitores
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5.5.14 Descrigao dos produtos

Quadro 31 - Descri¢édo dos produtos

Denominacao Spirulina em cépsulas Spirulina em p6 (100 g) | Spirulina em p6 (175 )
Ingredientes Capsula vegpelf?; e Spirulina Spirulina pura Spirulina pura
Valor energetico (3.capsulas Valor energético (por¢édo de 1,5 g):
de 500 mg): !
- 4 Kcal =18 KJ
4 Keal = 18 KJ Carboidratos = 0,4
Carboidratos = 0,4 ¢ S g
L. . Proteinas = 0,9 ¢
Caracteristicas Proteinas = 0,9 g Gorduras totais = 0.1 g
do produto Gorduras totais = Oll g Gorduras saturadas = 0 g
Gorduras saturadas =0 g Fibra alimentar = 0
Fibra alimentar =0 g e e
A Sédio = 16 mg
Sodio = 16 mg Né&o contém glaten
Né&o contém gliten g
Frascos de plastico e caixa . . <
Embalagem de papeldo Frascos de plastico e caixa de papeldo
Condicdes de 25 °C
armazenagem
ClonelEges 6 Temperatura ambiente
transporte
Prazo de 2 anos (a contar da data de moagem), consumir em 30 dias ap0s aberto e conservar
validade em local refrigerado
Loja virtual (www.olson.com.br)

Local de venda

N&o existem evidéncias cientificas comprovadas que este alimento previna, trate
ou cure doengas. Consumir preferencialmente sob orientacdo de médico ou
nutricionista. Este produto ndo € indicado para gestantes, nutrizes, criancas de 0 a

3 anos e por fenilcetonuricos. Este produto consumido acima da dose

recomendada pode trazer riscos a saude. Conservar ao abrigo da luz e da umidade.

Apos aberto, conservar preferencialmente refrigerado e consumir no maximo em

30 dias

Consumir sob orientacdo de médico ou nutricionista. Este produto ndo é indicado

para gestantes, nutrizes e criancas. O consumo deste produto deve ser
acompanhado da ingestdo de agua

Pronto para consumo. Ingerir
Condicdes de com agua, até 3 capsulas ao
utilizacao dia, antes das principais

refeicdes
Descrigdo de beneficios: 60 a 75 % de proteina de alta absor¢éo, incluindo todos os aminoacidos
essenciais. Complemento dietético, proteico e vitaminico. Rico em vitaminas (B12, B1, B5, B2, B3,
B6, E, B8 ou H) minerais, clorofila e substancias nutracéuticas. Excelente fonte antioxidante, como
betacaroteno, clorofila, zeaxantina, ficocianina ¢ vitamina C. Fonte de ® 3 e 6, acido folico e
substancias para um sistema imunolégico e qualidade de vida saudavel.

Recomendac0es

Rotulagem

Pronto para consumo. Adicionar a outros
alimentos ou sucos




5.5.15 Fluxograma

Figura 11 - Fluxograma do processo produtivo da Olson Nutri¢do
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5.5.16 Definigédo dos pontos criticos de controle

Quadro 32 - Definicdo dos pontos criticos de controle

Etapas do
Processo

Perigos
Significativos
(bioldgicos,
guimicos ou
fisicos)

Existem
medidas
preventivas
ao perigo?

Esta etapa
elimina ou
reduz o
perigo a
niveis
aceitaveis?

O perigo
pode
aumentar a
niveis
inaceitaveis?

Uma etapa
subsequente
eliminara ou

reduzira o

perigo a
niveis
aceitaveis?

PCC

Cultivo
em meio
Zarrouk

Fisico:
fragmentos de
materiais
Bioldgico:
micro-
organismos
(presentes em
boca e méos dos
colaboradores)
Quimico:
contaminacéo
por metais na
agua

Sim

Sim

PCC1

Envase

Fisico:
fragmentos de
materiais
Biologico:
micro-
organismos
(presentes em
boca e méos dos
colaboradores)
Quimico: ndo

tem

Sim

Sim

PCC2

Rotulagem

Fisico: ndo tem
Bioldgico:
crescimento de
patogénicos
devido a
armazenamento
inadequado
resultante de
erro de
rotulagem
Quimico: ndo

tem

Sim

Sim

PCC3




5.5.17 Plano de APPCC

Quadro 33 - Plano de APPCC
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. Medidas . ” o Acoes . e
E P Peri . Limite criti Monitoriz . Registr Verifi
tapa CcC erigo preventivas te critico onitorizacéo ST egistro erificacdo
O que?

O que? Monitorar a
Monitorar a presenca de

presenca de metais na

metais na biomassa.

Arsénio: <1 biomassa.

Quimico: ppm Trocar o Comao? Enviar
contaminagéo Utilizacio de Cadmio: <1 | Como? Enviar filtro de 4qua | Pasta novamente
por metais na 1286 ppm amostra de g amostra de

. . filtros e . - suspensa .
Cultivo agua Chumbo: <0,8 biomassa biomassa
. acompanhamento . do .
emmeio | PCC1 ppm moida para - moida para
Zarrouk Risco: médio da presenca de Mercdrio: laboratério arquivo laboratdrio
' metais na : Responsavel: de
- biomassa <0,01 ppm externo. monitor controle externo.
Severidade:
alta Quando? A Quando? Apds
cada 6 meses. a troca do
filtro.
Quem?
Responsavel Quem?
técnica. Responsavel
técnica.
O que?
O que? Manter :
g controle Monitorar o
Bioldgico: microbiolégico Descarte da controle
- ’ A "| biomassa microbiolégico.
micro- Auséncia de an6s a 9
organismos crescimento de | Como? Utilizar chepa da do Como? Enviar
(presentes em bolores e mascara e Igu do Pasta amosfras de
boca e méos leveduras, luvas. . suspensa | .
dos Utilizacdo de coliformes laboratorial, do biomassa para
Envase |PCC2 . ¢ ! antes do - laboratério
colaboradores) | mascara e luvas | Pseudomonas, Quando? arquivo
envase externo.
Salmonella e Durante o de
Risco: baixo Staphylococcus envase da controle
pny - Quando? A
coagulase biomassa Responsével: cada novo lote
Severidade: positiva Resp onsével' '
alta Quem? Todos pons
0s Teécnica Quem?
colaboradores Responsavel
) técnica.
O que? O que?

Biol6aico: Monitorar Monitorar

21010QIC0: marcagéo do marcacéo do
crescimento de ¢ ¢

A lote e prazo de lote e prazo de
patogenicos validade Trocar rétulo . validade
devido a ' com Registro '
armazenamento Observagao o x de o
inadequado visual quanto a NUmero do Como marcacdo Coleta Como
« Observagio errada . Observacio
resultante de marcacédo do lote e prazo de - Extruséo, .
Rotulagem | PCC3 h ) visual. visual.
erro de carimbo de validade Secagem,
rotulagem numero do lote e corretos . Moagem
- uando? Responsavel: uando?
prazo de validade E()gurante 0 Resp onsavel | © Envase gurante 0
Risco: baixo pon
envase. técnica envase.
Severidade:
alta Quem? Quem?
Responsével Responsavel
técnica. técnica.
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6 SUGESTOES PARA A PLANTA INDUSTRIAL

- Adotar alternativas como o uso de aquecedores ou coberturas para manter as
temperaturas (ambiente e meio de cultivo) mais elevadas durante o inverno e,
consequentemente, aumentar a velocidade especifica de crescimento da microalga neste
periodo do ano;

- Monitorar diariamente 0 aumento da temperatura do cultivo no verao e adicionar
agua nos fotobiorreatores quando a temperatura do cultivo for superior a 37 °C;

- Reduzir a fonte de fosforo em 25 e 50 % do meio de cultivo Zarrouk em
periodicidade de adicdo mensal para reduzir custos de producdo.
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7 CONCLUSAO

O acompanhamento do cultivo anual da microalga Spirulina sp. LEB 18 em
fotobiorreator tipo raceway de planta industrial, sob condigdes ndo controladas, possibilitou a
obtencdo da concentragdo de biomassa maxima de 1,64 g/L, em 37 d, com pH 11,1,
luminosidade de 24,2 klux e temperatura do cultivo entre 27,2 e 35,5 °C. A velocidade
especifica maxima de crescimento (0,133 1/d), o tempo minimo de geracdo (5,2 d) e a
produtividade maxima (14,9 g/m2.d) foram obtidos nos primeiros 9 d de crescimento da
microalga. A caracterizacdo da biomassa gerada no cultivo da Olson Nutricdo demonstrou que
essa possui alta qualidade para aplicacdo como produto, encapsulado ou em pé, na sadde e no

desenvolvimento humano, seguindo normas de BPF e a APPCC.
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Tabela Al - Composicdo do meio de cultivo Zarrouk

Reagente Quantidade (g/L)
NaHCO; 16,80
KoHPO;3 0,50
NaNO; 2,50
K2SO4 1,00
NaCl 1,00
MgS0O,.7H,0 0,10
CaCl, 0,04
FeS0O,4.7H,0 0,01
EDTA 0,09

As solucdes A5 e B6 foram adicionadas na concentracdo de 0,1 mL por litro de
meio para producdo de biomassa.

Solugdo A5 (g/L): HsBOs (2,86); MnCl,.4H,0 (1,81); ZnSO4.7H,0 (0,222);
CuC0,4.5H,0 (0,079); MnO3 (0,015)

Solucdo B6 (g/L): NH,VO; (22,86); KCr(SO4)..12H,0 (192,00); NiSO4.6H,0
(44,80); Na;WO4.2H,0 (17,94); TiSO,. H2504.8H,0 (61,10); CO(NO3)2.6H,0 (43,98)



