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PRESERVACAD DE Chiorefla sp POR RESFRIAMENTO E CONGELAMENTO

[Preservation of Chioreilz sp by cooling and freezing]

RESLMO
Culuras dge Chianella sp, previamente cenirifugadas ¢
nao centrifugadas, foram mamnlas em refrigerador ¢ em
“frecer” {sem crioprotetos), i N de verificar a viabilida-
de de sua presesvag®o por periodos de 1 oa 2B meses,
Constatou-se que 3 espécie ressdle 3 estocagem tamo por
congelamente com por reslnarmento, por pericdos de ald
28 meses. No entanto, culturas de matenal resfriado o
previamente cenlrifugadn aprescplaram maior cresci-
mente popalacional que s sebmetidas aos demals trata-
mentos, lendo atingide a denswdade de 10 x 107 cihlasiml
em pracns diag, apds cada periodo de estocagem. A Fose
“lag™ T i bomgea quanto makoer o periode de estocagem,
para odos os tratamentos testados, sendo gues apds o ¥
mits die cstocagem a reativagio lomon-se senseeehment:
mais benta., A preservagho de culturas centnfupadas, em
sefrigeradior comum, £ om método simples e de wtludade
na agliculiura, pois permite a estocagermn de grande ndme
1o de ofhulas em pegquena volume
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ABSTRACT

Culures of Chioeella sp previously cemirifuged and
ol centrifuged were kept in a refrigerator amd froeser
[withour criogeotecton) with the purposs 1o lest the pos
hility o preservation of this microalgae theough perods
frowm 1 o 28 months, It was observed that this species can
e mmantained by cooling as well a5 by freszing unail 28
memths, Foweves, the cooled and previowsly centrifuged
material grew up fastly and better than the matesials irom
[he other treatmems, reaching density o 10 0% 10 cedisml
m a few days afier cach storape period. The lag phase
hecarms longer when the storage period incressed. After
the: Yth moath of sterage the recovering time was consid-
erahly knger. The preservation of centrifuged cultures in
a dlormesne refrigerator is a simple method which may be
utiliegd in aquaculane for it makes possible the storage of
a gre=l member of cells in a small volume:

KLY WORDS: Chiorells sp, preservation, cendrifugation,
coalimg, fml‘ziﬂ;‘;

1. INTRODUCAQ

As microalgas s30 extensivamente uliliza-
das na agiitcultura, tanto para melhorar a qua-
lidade da dgua quanto para alimentar otganis-
mos zooplancténicos & oulros [@is Como, ci-
mardes ¢ molscos. Um dos maiores pro-ble-
s, no entanto, € sua produgiio em quantida-
de suficiente pam atender 2 demanda em sis-
tema de criacio. Virios estudos vEm sendo
realizados para aperfeigoar métdos relacio-

nados & produgio massiva de virias espécies
de microalgas (TROTTA, 1981; WITT et ali,
1981; SPEKTOROVA ot ali, 1981/1982; SPEK-
TOROVA ef alii, 1986ab; CAMACHO et alii,
199 SPEKTOROVA et alii, 1991). Essa pro-
ducdo, por sua vez, & bhastante trabalhosa e
oncrosa. Muitas vezes, ela se restringe & um
curto espaco de tempo, concomilante com o
periodo do ciclo de vida dos animais que,
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direta ou indiretamente, necessitam de micro-
algas. Além dissc, hd riscos de perda dessa
produgdo de microalga ocasienados por con-
digdes ambientais adversas.

Assim, a preservacio de culturas fitoplanctd-
nicas € de importéncia fundamental para se ar-
TNAZENARET CEpas que SeTVirdd Pard iniciar no-
vos cultivos, bem como para conservar a bio-
massa toplanct@nics, concentrada ou ndo, gue
podderd ser utilizada diretaments na alimentacio
de organismos agudticos (SILVA & OLIVERA,
1991). Desta maneira, MINIMIZAT-SC 05 Sasios
com mio-de-obra ¢ previne-se contra o rsco de
perda das culturas de microalgas.

WVinos métodoes sdo utilizados na preserva-
o de microalgas ¢, entre eles, a criopreserva-
cio e a lofihzagdo (HOLM-HANSEN, 1563
MeGRATH & DAGGETT, 1977 TSURL, 1973
MORRIS. 1978; BEN-AMOTE & GILBOA, 1980),
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através dos guais as células mantéme-se vivas
durante virios anes, No entanto, ambos re-
querem squipamentos apropriados ¢ fenicas
acuradas. Outro método, bastante simples, ¢ a
conservacdo de culturas em refrigerador e
“freceer” comuns, UMEBAYASHI {1972 usou a
refrigeracdo como um conveniente métedo
peira preservagio, mantendo vinas espécies de
diatomdceas em condighes de frio e balxa
temperatura, em um refrigerador doméstico,
por até 34 meses.

Este trabalho objetivou verificar a viabili-
dade da preservagio de culturas de Chiorella
sp, previamente centrifugadas ¢ ndo centn-
fugadas, em refrigerador & em “freezer”™, por
periodos de 1 a 28 meses, considerando-s2 o
fdcil cultive e a boa aceitabilidade dessa es-
pécie como alimente por diferentes espécies
zooplancténcas,

2. MATERIAL E METODOS

0 presentz trabalho foi desenvolvido no
perinde de novembro de 1988 a margo de
1991, no laboratdrio da Segio de Maricultura,
da Divisio de Pesca Maritima, do Instituto de
Pesca, em Santos (SP).

Culturas de Chilgrella sp, provenicntes de
matrizes mantidas no laboratdric em crlen-
meyers de 250 ml, foram transferidas para
balio de & L contendo 5 L de dgua do mar
autoclavada, enriguecida com meio Con-
way (YONESHIGUE, 1978 - comunicacio pes-
soal). Esse baldo ficou exposto & luz de doas
limpadas fluorescentes (luz do dia) de
40 W, por periodos de 12 horas, sob forte
aeracio e temperatura ao redor de 25°C.
Apds sete dias, quando na fase exponencial
de crescimento, estocou-se a cultura em
condigBes de escure e baixa termperatura,
utilizando-se dois métodos: congelamento e
resfriamento.

1) Preservagdo por congelamenio:

Distribuiu-se parte da cultura em doze sa-
cos plisticos, contendo 200 ml cada um, os
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quais foram colocados diretamente  em
“freezer’” comum, i temperatura de -5°C.

2) Preservagdo por resfriamento:

Qutra parte (1.5 L) foi colocada em um
balic de 2 L ¢ estocada em reffigerador, &
temperatura de 87,

Centrifugou-se o restante da cultura (1,1 L)
a uma rota¢io de 3 500 rpm durante 20 min.
Apds a centrifugagio, desprezou-se o sobre-
nadante e 0 material concentrado foi retirado
com o0 auxilic de pipeta Pasteur ¢ distribuide
em doze whos de ensaio. A seguir, vedaram-
s¢ 05 tubos no bocal, com papel parafinado ¢
pape] de aluminio, para armazenagem no re-
frigerador. As culturas recebiam luz ocasio-
nalmente, quando o refrigerador era aberto,

ApGs cada periodo de estocagem, gue
variou de 1a 28 meses, retiraram-se amos-
tras das culturas congeladas e refriperadas
(centrifugadas e ndo centrifugadas). que fo-
ram introduzidas em erlenmeyers de 250 mi
contendoe 100 ml de dgua do mar com meio
Conway. Para cada tratamento wtilizaram-
se dois erlenmevers. Os frascos foram
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mantidos sob luz fluorcscente (duas l&m-
padas de 40W) e temperatura ao redor de
25°C.

Acompanhou-se o crescimento popula-
cional das culturas apds a inoculagio, através
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de contagens didrias em cimara de Neuw-
baver, Retiraram-se duas amostras de cada
frasco, num total de quatro contagens por
frasco.

3. RESULTADOS E DISCUSSAD

O resultados mostram que Chiorella sp
resisle 3 eslocagem, tanto por congelamento
como por resfriamento, durante perfodos de
aré 28 meses.

e acordo com z FIGURA |, o material
resfriado e previamente centrifugado apresen-
[l Sempre maior crescimento populacional
que 0% demais. As culturas congeladas mos-
traram o pior resultade, observando-se que
algumas delas, relativas a determinados perio-
dos de estocagem. NAC APIESCTHATAM CTEsci-
mente ou tiveram urma fase de mdoecdio ou fase
“lag™ (periodo no qual ndo ocorre aumento do
nimers de células) bastante longa.

Pelas TABELAS 1 e 2 obhserva-se que as
culturas resfriadas e previamente centrifuga-
das, apés cada perfodo de estocagem, atingi-
ram em poucos dias altas densidades popu-
lacionais (cerca de 10 x 109 célulasiml). Veri-
fica-se que, por exemplo, para sete meses de
esfocagem, em apenas seis dias de cultive,
Chiorella sp alcangou wma densidade de
146 x [0F célulasiml, concentragio essa sa-
tisfardria para utilizagio pritica em aglicul-
ra. Para o5 demads tratamenlos, o oresci-
mento fol mais lento a partir do 32 més de
estocagem, demosando virios dias para atin-
gir ¢35a MESMA CONCENITAGHD, COMD MO CASD
das culturas congeladas.

A TABELA 3 mosira gue quanto maior o
periodo de estocagem, mais longa a fase “lag”
para os trés tratamentos testados. As culturas
resfriadas e previamente centrifugadas e esto-
cadas até o 9% més reativaram-se imediata-
mente ou apresentaram wma fase “lag™ bastan-
te curta.

O pior desempenho das culturas conge-
ladas estd relacionado, provavelmente, aos da-

nos Irrepardveis que ocorreram nas oflulas
devido ae aumento da press@o osmdtica ex-
tracelular provocado pelo congelamento, re-
sultande, segundo MeGANN & WALTERSON
(1937} & MORRIS; COULSON; CLARKE {1988),
no efluxo de dgua da eélula para o meio ¢ na
formagio de gelo intracelular. Nesses casos, o
uso de crioprotetores € indicado para evitar ou
minimizar as injirias causadas as células,
principalmente quando estas o exposas a
temperaturas abaixo de (°C.

Neste experimento, nio se utilizow gual-
quer tipe de crioprotetor. Mesmo  assim,
Chinrella sp mostrou centa toleriineia guando
submetida a temperatura de -3°C, uma vez que
houve reativagio da cultura apos alguns perio-
dos de estocagem, embora tenha apresentado
fase “lag™ mais longa ¢ MENOr crescimento
que as culturas mantidas em refrigerador.
Muitas células apresentavam-se também em
bom estado de conservacio morfolgica.

No gue se refere is culturas centrifugadas
e ndo centrifugadas, € possivel que o melhor
desempenho das primeiras seja devido & sua
maior pureza. O processo de centrifugacio €
utilizado, principalmente, com essa finalida-
de. VIEIRA (1975) wtilizou esse método, tro-
cando o sobrenadante por meio de cultura
novo ¢ varandoe a velocidade a cada centri-
fugacio, com o objetive de eliminar a maior
guantidade possivel de bactérias em suspen-
sdo ou agregadas ds células. No presents tra-
halho, com aeliminagio do sobrenadante, em-
bora ndo tenha sido feita a lavagem da cultura,
muitas bactérias devem ter sido removidas,
aumentando a sua pureza, Outra hipdlese € a
de que o processo selecionaria as células mais
resistentes, eliminando as mais velhas ¢ as
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FIGURA 1 - Crescimente populacional de Chisrella sp apds viros periodos de
estocagem: A) 1 B1 2 i3 D4 E) 6, F) 70 GO 9 H) 12, 1) 16; ¢ J) 28 meses, ¢ nos
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TABELA 1
Nimero de dias para Chlorella sp alcangar a concentragdo de 10 x 108 célulasiml, apds cada perfode de
cRIGCagem

Métodos de ) - Melizsis |:h:. EELOCEATET

preservagio 1 2 3 4 3 7 9 1z 16 . 19 28
Fesfriamento o
- centrifugado 3 4 [+ 11 k] ] 14 9 - -
- nio centrifugado [} 7 11 14 {3 17 16 L& 24 - -
Congelamento 5 - 18 15 - 18 - 35 - -

O tragy aommspanle o coscentracho abaixo de 00 x 10* célulasind.

TABELA 2

Concentragdo (x 10" célutasimi) alcangada em 6 dias de culiivo apds cada perfodo de estocagem
- Meérodos -;k'___ el .}.-!::scg de estocagem o

preservigio 1 2 3 4 &) 7 9 12 16 19 8
Resfriamento
- centrifugado I3 124 102 1wy 70 145 0.7 - = =
- n¥o centrifugado 102 %1 4.8 24 - = - = = -
Congelamento 12,5 - - - s - = 2 — 5 =

0 trage coresponde o auséociz de crescimento em & dias de cultive.

TABELA 2
Niimero de dizs decorridos para se observar aumento do nimero de células (fase de indugiio ou fase “lag™),
em culmras reativadas, apds cada perfodo de estocagem

\I_c;udua de Meses de cskx;:lgc-rn

preservagio 1 2 3 4 o 7 g 12 16 19 28
Resfriamenta
- eentrifugado 4} [\ 0 | ] 1 2 ] & 8

niEo centnfugado 0 i} 3 5 ] 5 T (] 12 - 17

Congelamente 0 - 3 9 12 12 13
() trage correspande o auséncla de crescimendo.
mais lracas, as guais, guando inoculadas em real, guando a maioria das células inoculadas
meio de cullura, ndo mais se reproduziriam. 530 vidvels, mas sern condicoes de se dividi
De fato, observou-se Uma resposta mais ripi- rem imediatamente. Assim, wma fase “lag”
da nas culturas centrifugadas, que entraram mais longa em fungiio do tempo de estocagem,
rapidamente na fase exponencial, apresentando como ocorreu nas culturas congeladas, pode
i Fesee “Tag™ bastante curta oU inexistente. estar relacionada a essas duas situagdes. UME

Segundo FOGEG {19635), uma fase “lag”™ du- BAYASHI (1972) observou alraso ma recupe-
rante a multiplicagio de oflulas pode ser con- racio de culturas de distomdceas, quando pre-
siderada: @) aparente, guando um grande nd- servadas no escuro e a baixas emperaluras por
mero de ofélulas inoculadas nio sio vidveis; b) mais de urm mes, e relacionou esse fato & baixa
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sobrevivéncia ¢ a uma diminuigio do metabo
lismo das cflulas, O mesmo autor trabalhou
com cinco espécies de diatomdeess 4 empe-
ratura ao redor de 5°C. Venficou que Skeleto-
nema costam, Cyvelotella nana e Chaeloce-
ros caleitrans sobreviveram por NOVe Meses
nessas condigdes, Phacodacrylum tricoru-
o, pot 23 meses, ¢ Nitzyohia closterium, por
34 meses,

WIETRA (1975 venficou gue a diatomdeea
P tricormuten & o fitoflagelado Chlamydomo-
nees Sp recuperaram sua capecidade de cres-
cimento mesmao apds terem sido mantidos e
condigies de escuro e balxa temperatura por
mais de trinta dias. Noentanto, outras espécics

de distomdceas estudadas ndo s maostraram
vidveis guando colocadas em condigdes nor-
mas de cultivo.

Por outre lado, verificou-se no presente
expenmento que Chiorella sp pode ser preser-
vada, através dos métodos i deseritos, por até
285 meses,

A possibilidade de se manterem culturas
resfriadas ¢ previamente centrifugadias permi-
te, ainda, 2 estocagem de grande ndmero de
células em pequenc volume, podendo estas
serem utilizadas direlamente na alimentago
de organismos aqudlicos ou para reiniciar no-
vos cultivos, sendo, poranto, de grande apli-
cagio pritica na agiicultura,

4, CONCLUSOES

1. E possivel estocar Chlorella sp por pe-
riodos de alé 28 meses aravés de restriamento
e congelamento.

2. A preservagiio de culturas centrifugadas,
em tefrigerador comum, mostrou ser o méto-
do mais simples ¢ eficiente.
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