B. Inst. Pesca
23(4nico): 1 - 11, 1996

PRESERVACAO DE DUAS MICROALGAS Nannochloropsis oculata E
Tetraselmis tetrathele POR RESFRIAMENTO E CONGELAMENTO*

[Preservation of two microalgae Nannochloropsis oculata and Tetraselmis
tetrathele by cooling and freezing]

RESUMO

Culturas de Nannochloropsis oculata ¢
Tetraselmis tetrathele, previamente centrifugadas e
nao centrifugadas, foram mantidas em refrigerador e
“freezer” (sem crioprotetor) para verilicar a viabili-
dade de sua preservagdo. N. oculata resistiu a cstoca-
gem tanto ao congelamento quanto ao resfriamento
por periodos de até 15 meses, enquanto 7. retrathele
resistiu a esses tratamentos, respectivamente, por 5 €
7 meses. O crescimento de células anteriormente
congeladas foi acentuadamente mais lento, apresen-
tando uma fase ‘“lag” bastante longa (12 dias ap0ds o
32 e 52 més de estocagem, respectivamente, para N.
oculata e T. tetrathele). Constatou-se ainda, que nas
culturas resfriadas a qualidade das células foi manti-
da, visto que uma vez reinoculadas, apresentaram o
mesmo padrdo de crescimento populacional daquelas
que nao foram submetidas a estocagem. O método
mais simples e eficiente, para ambas espécies, foi o
resfriamento de culturas ndo centrifugadas, embora
haja a considerar que o processo de centrifugagio
permite estocar grande nimero de células em reduzi-
dos volumes. .
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ABSTRACT

Cultures of Nannochloropsis oculata and
Tetraselmis tetrathele, previously centrifuged and
not centrifuged, were kept in a refrigerator and free-
zer (without crioprotector) to test the preservation of
these microalgae. N. oculata could be maintained by
freezing as well by cooling until 15 months, while 7.
tetrathele was maintained by these treatments, res-
pectively, for 5 and 7 months. The frozen cultures
growth was slower than the growth of cooled ones,
and showed a very long lag phase (12 days after a
storage of 3 and 5 months, respectively, for N. ocula-
ta and 7. tetrathele). It was observed that the cell
quality of the cooled cultures was preserved, once
after its reinoculation these cultures presented the
same pattern of population growth as did the cultures
which were not stored up anytime. The most simple
and efficient method, for both species, was the coo-
ling method for not centrifuged cultures.
Nevertheless it should be considered that centrifuga-
tion process makes possible the storage of a great
number of cells in a small volume.
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1. INTRODUCAO

Um dos fatores criticos para o sucesso
da producdo comercial de muitos organis-
mos marinhos € a disponibilidade de alevi-
nos (SORGELOOS et alii, 1991). Este fato esta
relacionado a dificuldade e ao custo opera-
cional para assegurar grandes quantidades
de organismos-alimento de boa qualidade,
especialmente microalgas e rotiferos (FULKS
& MAIN, 1991).

O rotifero eurihalino, Brachionus plica-
tilis, é extensamente utilizado como orga-
nismo-alimento para uma grande variedade
de larvas de peixes e crusticeos (LUBZENS,
1987). Uma vez que a produc¢io de rotiferos
€ dependente da produgio de fitoplancton, a
escassez desta ultima pode ter um impacto
significativo no sucesso da criagao de larvas
(SATO, 1991). Além disso, os rotiferos preci-
sam ser alimentados com uma microalga de
boa qualidade, ja que seu valor como dieta
depende de seu alimento.

Nannochloropsis oculata (Droop)
Hibberd, 1981 (Classe Eustigmato-
phyceae, Familia Monopsidaceae) é uma
das mais importantes microalgas utilizada
mundialmente para o enriquecimento de
rotiferos, devido a seu alto valor nutricio-
nal, principalmente em HUFA n-3 (4cidos
graxos altamente insaturados), essenciais
para o desenvolvimento de larvas de pei-
xes marinhos (WATANABE; KITAJIMA ;
FUIJITA, 1983), e também vitamina B12
(OKAUCHI, 1991). Tetraselmis tetrathele
(G. S. West) Butcher, 1959 (Classe
Prasinophyceae, Familia Chlorodendra-
ceae) € usada, geralmente, como alimento
para larvas de peneideos e rotiferos
Brachionus plicatilis (OKAUCHI. 1988;
1991).

A qualidade da microalga, no entanto,
pode mudar com o estado da cultura e
com as condi¢des em que ela é mantida.

Virios fatores podem afetar a composi¢io
quimica da alga, entre eles a temperatura
(TESHIMA et alii, 1983), a idade da cultura,
fase de crescimento, intensidade de luz,
limitagao de nutrientes e densidade de
células (FUKUSHO, 1989; FULKS & MAIN,
1991).

A produc¢ido em massa de microalgas
estd sujeita ao declinio ocasional (‘“cras-
hes™) provocado por condi¢des adversas,
tais como contaminantes ou insuficiéncia
de luz (OKAUCHI, 1991); e, além de ocupar
um grande espac¢o das instala¢cdes de um
criadouro (“hatchery”), o cultivo continuo
€ bastante laborioso para os criadores.

Assim, a preservacgio destes alimentos
durante o periodo que eles ndo sdo necessi-
rios € desejdvel (UMEBAYASHI, 1972) e pode
reduzir drasticamente os custos em um sis-
tema de produgdo (OKAUCHI, 1991).

De acordo com o Grupo de Discussio
de Rotiferos (FULKS & MAIN, 1991), a solu-
¢do para diminui¢do dos custos de produ-
¢do de rotiferos é a descoberta de uma
fonte ndo dispendiosa de alimento de alta
qualidade tais como algas concentradas ou
fermento enriquecido. No Japdo, suspen-
soes concentradas de Chlorella de agua
doce, N. oculata e Monodopsis subterra-
neus foram comercialmente desenvolvidas
como alimento de Brachionus plicatilis
(OKAUCHLI, 1991). Linhagens de Chlorella
tém sido produzidas em condi¢gdes assépti-
cas no escuro, reduzindo, dessa maneira, os
custos de producgio.

Este trabalho foi desenvolvido com o
objetivo de verificar a viabilidade da estoca-
gem de N. oculata e T. tetrathele durante
periodos variando de um a quinze meses,
utilizando dois métodos: resfriamento e
congelamento.
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2. MATERIAL E METODOS

Este experimento foi conduzido de
maio de 1991 a agosto de 1992, no
Laboratério de Maricultura da Divisao de
Pesca Maritima, Instituto de Pesca (SP).

Nannochloropsis oculata e Tetraselmis
tetrathele foram cultivadas em dagua do mar
(30%0) enriquecida com meio Conway
(YONESHIGUE, 1978 - comunicagdo pessoal)
e solucido vitaminica, em erlenmeyers de
250 ml e baldes de vidro de fundo chato de
6 litros. A dgua do mar utilizada foi filtrada
¢ esterilizada em autoclave a 1 kg/cm’ e
121°C por 40 min. A iluminag¢ao foi forneci-
da por lampadas fluorescentes brancas (luz
do dia) de 40 W, com fotoperiodo de 12
horas. Nos frascos de 6 litros, as culturas
foram expostas a forte aeragdo suprida por
um soprador radial e mantidas a tempecratura
ambiente (20 - 25° C). Os indéculos originais
dessas espécies foram cedidos pelo
Departamento de Oceanografia Biolégica
do Instituto Oceanografico da Universidade
de Sido Paulo.

Sete dias apds a inoculagdo nos baldes
de 6 litros, as culturas foram estocadas em
condi¢des de escuro e baixa temperatura
por dois métodos: congelamento e resfria-
mento.

1) Preservacao por congelamento:

Uma parte das culturas foi distribuida
em recipientes plasticos (200 ml) cobertos
com parafilme e papel de aluminio e manti-
dos num “freezer” a -5° C. Nenhum criopro-
tetor foi utilizado.

2) Preservagdo por resfriamento:

Uma outra parte das culturas foi colo-
cada em baldes de fundo chato de 2 litros
e estocadas em refrigerador a 8° C. O res-
tante foi centrifugado a 4000 rpm por 15
min para N. oculata ¢ 3000 rpm por 10
min para 7. tetrathele em centrifuga Tomy
Seiko. O sobrenadante foi descartado ¢ o
material concentrado foi retirado com uma

pipeta Pasteur e distribuido em tubos de
ensaio. A boca dos tubos foi coberta com
parafilme e papel de aluminio antes dos
tubos serem colocados no refrigerador.

Ap6s cada periodo de estocagem, que
variou de 1 a 15 meses para N. oculata e
de 1 a 7 meses para 7. tetrathele, amostras
das culturas preservadas foram inoculadas
em erlenmeyers (250 ml) contendo 100 ml
de dgua do mar enriquecida. A densidade
celular inicial foi ajustada para aproxima-
damente 200 x 10* células/ml para N. ocu-
lata e 20 x 10* células para 7. tetrathele
(FIGURA 1).

‘ erlenmeyers de 250ml I

balbes de 6 1
recipientes plasti- | | baldesde fundo chato | |centrifugagdo a 4.000
cos de 200 ml de 21 rpm por 15 min
. .
Estocagem das Culturas
congelamento a -5° C l resfriamento a 8° C I resfriamento a 8° C

Teste de Viabilidade
Erlenmeyers de 250 m! contendo 100 ml de meio de cultura
(Concentragéo inicial de N. oculata = 200 x 10" células/ml
(Concentragao inicial de T. tetrathele = 20x10°células/ml

FIGURAI - Esquema do experimento

Os frascos foram colocados em camara
de aclimatacdo (REVCO) com temperatura
(20°C) e fotoperiodo (12 horas) controlados.
A iluminag¢do foi fornecida por lampadas
fluorescentes brancas (luz do dia) de 15 W
dispostas horizontalmente e a 20 cm acima
dos frascos. As culturas foram agitadas duas
vezes ao dia para manter as c€lulas em sus-
pensao.
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Um tratamento controle foi usado como
comparag¢ao. Culturas reinoculadas sema-
nalmente e mantidas em cimara de aclima-
tagao nas mesmas condi¢des descritas acima
foram usadas como controle.

Assim, os tratamentos testados podem
ser resumidos como: 1) controle; 2) res-
friamento; 3) concentragdao (por centrifu-
gacao) e resfriamento; 4) congelamento.
Foram usadas trés réplicas para verificar o

As curvas de crescimento populacional
encontram-se nas FIGURAS 2 e 3 para V. ocu-
lata e T. tetrathele, respectivamente.

Verifica-se que para N. oculata as cur-
vas de crescimento populacional das cultu-
ras submetidas aos tratamentos 2 e 3 foram
semelhantes as do controle (tratamento 1)
em todos os periodos de estocagem (1 a 15
meses), indicando que esses 2 tratamentos
nao foram afetados por essa variavel. Ja as
curvas representativas do tratamento 4 (cul-

efeito dos tratamentos a cada periodo de
estocagem.

O numero de células foi contado a cada
dois dias para N. oculata e diariamente para
T. tetrathele com camara hemocitométrica
de Neubauer, durante um periodo de 30 e 20
dias, respectivamente. Foram tiradas duas
amostras de cada frasco, num total de 6
amostras por tratamento. Os dados foram
plotados em graficos e as curvas resultantes
foram analisadas.

3. RESULTADOS

turas submetidas ao congelamento) mostra-
ram um atraso no crescimento apos cada
periodo de estocagem.

Com relagao a T. tetrathele o cresci-
mento populacional apresentado apdés o 1°
meés de estocagem foi semelhante para
todos os tratamentos. Somente a partir do
32 més € que se observa um atraso no cres-
cimento nas culturas submetidas aos trata-
mento 3 e 4, sendo este mais acentuado no
tratamento 3.
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FIGURA 2 - Curvas de crescimento populacional de culturas de N. oculata submetidas aos tratamentos: 1) controle (¢);
2) resfriamento (®): 3) concentracio e resfriamento (A); e, 4) congelamento (M); apds periodos de estocagem de: 1, 3,
5,7,.9,11, 13 ¢ 15 meses
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FIGURA 3- Curvas de crescimento populacional de culturas de 7. tetrathele submetidas aos tratamentos: 1) controle (»);
2) resfriamento (#): 3) concentragdo e resfriamento (A); e, 4) congelamento (H); apos periodos de cstocagem de: 1, 3

S5 e 7 mcses

E possivel conferir esse fato pelos
dados de duragdo (dias) da fase de inducgio
ou fase *“lag” (periodo no qual ndo ocorre
aumento do ndmero de células). Tanto para
N. oculata (TABELA 1) como para 7. tetra-
thele (TABELA 2), essa fase foi muito longa
para os tratamentos 4 e, 3 e 4, respectiva-
mente, tornando-se mais longa quanto maior
o periodo de estocagem. Observa-se que no
tratamento 4 em N. oculata, com 1 més de
estocagem, o numero de células aumentou 6
dias apOs a inoculagdo e com 15 meses de
estocagem isso ocorreu apenas a partir do
24° dia, enquanto nos demais tratamentos o
aumento se dava de 1 a 2 dias apds a inocu-
lacdo. Ja para 7. tetrathele a fase de indu-
¢do, apos 3 meses de estocagem, foi de 9 e 4

dias, aumentando para 16 e 12 dias apés 5
meses, para os tratamentos 3 e 4, respectiva-
mente.

ApsGs o 7¢ més de estocagem para N.
oculata, houve um problema com a cimara
de aclimatacdo e os frascos tiveram que ser
transferidos para outra cimara (FANEM), sob
as mesmas condi¢des de temperatura e de
fotoperiodo, mas cujas lampadas estao fixas
na porta em posi¢ado vertical, ao contrario da
primeira, onde as lampadas estdo dispostas
horizontalmente sob cada prateleira.
Verifica-se através da FIGURA 2, que o cres-
cimento foi acentuadamente menor neste
més para todos os tratamentos, 0 que esta,
provavelmente, relacionado a essa mudanca
de ambiente.
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TABELA 1
Durag¢io da fase “lag” em culturas de N. oculata, apos cada periodo de estocagem

Periodos de Estocagem (meses)

Tratamentos | 3 5 7 9 11 13 15
1 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0 2
3 0 0 0 0 0 0 0 2
4 4 12 12 16 18 28 20 24
TABELA 2
Durag¢io da fase “lag” em culturas de 7. retrathele, ap6s cada periodo de estocagem
Periodos de Estocagem (meses)
Tratamentos 1 3 5 7
1 0 1 2 0
2 0 2 3 2
3 0 9 16 -
4 0 4 12 -

4. DISCUSSAO

A centrifugacdo e a preservacgido de cul-
turas € desejavel, pois permite a estocagem
de um grande nimero de células num
pequeno volume, podendo este ser utilizado
diretamente na alimentacdo de organismos
aquaticos ou para reiniciar novos cultivos
(GALVAO et alii, 1993). As microalgas cen-
trifugadas podem, ainda, serem adicionadas
aos tanques a uma densidade pré-determi-
nada.

TESHIMA et alii (1983) verificaram que os
maiores niveis de 20:5n3 (acido eicosapen-
taendico) tforam encontrados em culturas
mantidas a 14,0, 21,0 e 24,7 °C ¢ que a bios-
sintese desse acido graxo, possivelmente,
nio ocorreria em temperaturas acima de
28°C. Em climas tropicais, onde a tempera-
tura atinge, no verao, de 28 a 30° C, as cul-
turas de N. oculata, a temperatura ambiente,
ndo seriam indicadas devido a perda de seu
valor nutritivo. Por isso, € nessas regides

que a preservacio torna-se mais imperiosa,
podendo os cultivos serem implementados
no inverno quando a temperatura fica ao
redor de 18 a 23° C e € um periodo em que,
geralmente, hd pouca atividade de larvicul-
tura.

Os resultados mostram que N. oculata
pode ser preservada sob resfriamento e con-
gelamento por periodos de até 15 meses. No
entanto, os melhores resultados foram obti-
dos quando as culturas foram apenas resfria-
das. 7. tetrathele pode ser preservada sob
resfriamento por periodos de até 7 meses e
sob congelamento por até 3 meses, ndo
apresentando crescimento apés reinoculagdo
quando submetida a periodos de estocagem
superiores a esses.

O atraso no crescimento apresentado
pelas culturas congeladas pode estar relacio-
nado a um grande nimero de células invia-
veis e/ou a células sem condi¢des de se divi-
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direm imediatamente (FOGG, 1965). No
entanto, este ultimo método pode contribuir
para a selecdo de células, obtendo-se, dessa
maneira, uma cultura mais resistente que
aquelas cultivadas continuamente.

A estocagem em refrigerador ndo afetou
a qualidade das culturas, uma vez que o
crescimento populacional apresentado por
elas, quando inoculadas em meio de cultura
apos cada periodo de estocagem, foi seme-
lhante aquelas que eram repicadas semanal-
mente € nao foram submetidas a estocagem
(controle).

Por outro lado, o processo de centrifu-
gacdo deve ser testado para cada espécie,
pois pode ser danoso para algumas.
Segundo SPEKTOROVA et alii (1986), as célu-
las de Chlorella marinha sdo resistentes a
acao mecanica de bombas e outros mecanis-
mos usados para misturar a microalga, devi-
do a sua espessa membrana celulésica. De
acordo com os resultados obtidos no presen-
te trabalho, 0 mesmo podera ser dito em
relacdo a N. oculata e Chlorella sp (pesqui-
sada anteriormente por GALVAO et alii
(1993), porém em relacao a 7. retrathele a
centrifugacdo foi danosa, causando retarda-
mento no crescimento populacional, deven-
do-se, portanto, pesquisar outros métodos
de concentrar culturas dessa espécie.

Ha a considerar, ainda, que no presente
trabalho nao foram utilizados crioprotetores
e nem substidncias quimicas conservantes. A
Coast Oyster Co. (Quilcene, USA) conse-
guiu preservar o concentrado de microalgas
por um ano somente através de tratamento
quimico, o que torna, possivelmente, o

método apresentado neste trabalho menos
oneroso, evitando-se inclusive algum efeito
colateral nocivo devido a conservantes.

A viabilidade da substituicdo de
microalgas vivas por secas (ALGAL 361) tem
sido pesquisada, demonstrando-se que roti-
feros alimentados com microalgas secas
produziram maior nimero de individuos
que aqueles alimentados com microalgas
vivas. No entanto, o valor nutritivo dos roti-
feros produzidos com essas microalgas
ainda ndo foi determinado (LIM, 1991).
Considerando a labilidade e a volatilizagao
de vitaminas, provavelmente, as microalgas
secas sao de valor nutricional inferior as
obtidas neste trabalho, cujas células se man-
tém vivas por mais de um ano.

O método aqui descrito € bastante sim-
ples e eficiente. Entretanto, estudos devem
ser realizados para verificar a viabilidade
econdmica de se obter material centrifugado
em grande quantidade para comercializacio
e desenvolver outros métodos de concentrar
microalgas sem causar danos a qualidade e
integridade celular.

A técnica descrita neste trabalho e em
GALVAO et alii (1993) ja esta sendo utilizada
na Sec¢ao de Maricultura do Instituto de
Pesca, em Santos (FIGURAS 4 e 5), 0 que tem
possibilitado o fornecimento constante de
microalgas num esquema de produgio de
organismos-alimento para uma larvicultura
de peixes; além disso, ela tem permitido a
manutengdo de matrizes de rotiferos e de
clad6ceros e também dar atendimento a
demanda dessas matrizes por parte de varias
institui¢des de ensino e pesquisa.
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FIGURA 4 - Varias espécies de microalgas concentradas e preservadas, contidas em frascos de pldstico e
mantidas em refrigerador, pertencentes ao acervo de microalgas da Segao de Maricultura, IP

FIGURA 5 - Microalgas concentradas e mantidas em refrigerador, para uso na pesquisa em larvicultura
de peixes
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5. CONCLUSOES

1) Nannochloropsis oculata pode ser
preservada sob congelamento e resfriamento
por periodos de até 15 meses; Tetraselmis
tetrathele resistiu melhor ao resfriamento
que ao congelamento, respectivamente, por
periodos de 7 € 5 meses.

2) O método mais simples e eficiente,
para ambas espécies, foi o resfriamento,
podendo-se considerar que o processo de
centrifugacdo permite a estocagem de gran-
de nimero de células em reduzidos volu-

mes, 0 que seria vantajoso no caso de N.
oculata que nido sofreu danos quando sub-
metida a centrifugagéao.

3) Diante da comprovagao da viabilida-
de de estocagem de N. oculata e T. tetrathe-
le por resfriamento ou congelamento, sera
possivel substituir os métodos usuais de
manuten¢do de matrizes dessas espécies
pelos métodos descritos neste trabalho,
diminuindo custos de mao-de-obra ¢ mate-
rial.
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