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RESUMO

Dados obtidos pelos autores em experimento anterior, ainda em fase de publicagdo,
mostraram a baixa eficiéncia do forno de microondas na esterilizagcdo de meios de cultura
no estado liquido e sugerem a necessidade de modificacio na metodologia até agora
proposta. Esta fase da pesquisa permitiu visilumbrar a possibilidade de se desenvolver uma
metodologia que combine a esterilizagdo quimica do meio nutritivo pelo emprego de baixa
concentragdo de NaOCl, com a esterilizagdo complementar dos frascos contendo o meio de
cultura, em forno de microondas. Quando o NaOCl foi adicionado ao meio de cultura 15
minutos antes do tratamento no forno de microondas, ocorreu redugao do pH a niveis que
impediram a solidificagcdo do agar, mas quando se adotou um intervalo de quatro horas
entre estas duas operag¢des, a reducio do pH ndo teve importincia pritica, embora a
eficiéncia da esterilizacdo tenha sido reduzida.
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ABSTRACT

STERILIZATION OF PLANT TISSUE CULTURE NUTRIENT MEDIA
BY COMBINING CHEMICAL STERILIZERS AND MICROWAVE
OVEN TREATMENT

Unpublished data obtained by the authors in a previous experiment showed the low
efficiency of the microwave oven in sterilizing liquid nutritive media for plant tissue culture,
suggesting changes in the current methodology. This research showed the possibility of
developing a new methodology combining chemical sterilization of nutrient medium by NaOCl
with sterilization of the culture flasks in microwave oven. When NaOCl was added to the
nutrient medium 15 minutes before the microwave oven treatment, the pH decreased,
preventing agar solidification, but when a 4-hour interval was allowed between the two
operations, pH decrease was not important, although sterilization efficiency decreased.

Key words: micro-propagation, microwave oven, sterilization.

INTRODUCAO

A esterilizacdo de vidraria, meios de cultura e materiais cirdrgicos
em laboratdrio, feita normalmente por meio de autoclavagem (3), € uma
técnica dispendiosa, devido ao elevado custo do equipamento e elevado
consumo de energia. Além disso, a autoclavagem pode levar a
decomposi¢cio de componentes do meio de cultura, como a sacarose (/,
12). Por isso, a substitui¢do desta técnica de esterilizagdo por alguma outra
menos dispendiosa ou que ndo afete a composi¢do do meio de cultura seria
altamente desejavel. O uso do forno de microondas com esta finalidade
tem sido tentado, mas sem completo sucesso, quando se trata de meio
liquido. A eficiéncia do forno de microondas ja for comprovada na
destruicio de bactérias (6) e fungos (5) localizados sobre superficies secas,
como instrumentos odontolégicos (8) e de laboratdrio (9), recipientes
plasticos para meios de cultura (/0) e outros equipamentos (2, 4). Todavia,
em meios de cultura liquidos o equipamento ndo apresenta eficiéncia total,
devido a ebulicdo e transbordamento prematuros do liquido, antes da sua
completa esteriliza¢do (/3). Mesmo na esterilizag¢do de materiais s6lidos, a
eficiéncia do forno de microondas depende do controle eficiente de uma
série de fatores (/7). Na primeira parte desta pesquisa, dados ainda em fase
de publicagio confirmaram a baixa eficiéncia do forno de microondas
como unico método de esterilizacdo. A presente pesquisa teve cComo

objetivo investigar a possibilidade de se combinar o uso do NaOCl como
esterilizante quimico do meio de cultura com a esterilizag¢éo, no forno de
microondas, dos frascos contendo o meio.
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MATERIAL E METODOS

Foi utilizado um forno de microondas Consul, modelo 400 WAVE
(700 Watts), com possibilidade de trabalhar em poténcias de 1 (10%) a 10
(100%, ou 700 W). O prato do forno foi adaptado com suportes de
polipropileno, para manter 75 tubos de ensaio de 25 x 150 mm na posi¢do
vertical. A vidraria utilizada na preparacio do meio de cultura foi
previamente esterilizada por 5 min, em forno de microondas, juntamente
com os tubos de ensaio, os quais foram mantidos na capela de fluxo
laminar até o0 momento do seu enchimento com o meio de cultura. Como
fonte de NaOCl, foi utilizado o produto comercial “Agua Sanitiria
CAMPINHO®”, com 2% de cloro ativo. No primeiro teste, foi adicionada
agua sanitaria ao meio de cultura contido em erlenmeyer, imediatamente
antes da corre¢ao do pH, o qual foi padronizado em 5,7.+ 0,1. Apds 15
minutos, o agar ja fundido no forno de microondas foi incorporado ao
meio de cultura e vertido em tubos de ensaio de 25 mm de didmetro, 150
mm de altura € 1 mm de espessura, a razao de 20 mL por tubo de ensaio,
na capela de fluxo laminar. Os tubos foram fechados com tampa de
polipropileno e novamente esterilizados no forno de microondas, por 10
minutos, a poténcia maxima. O delineamento experimental foi em blocos
ao acaso, com cinco tratamentos, 15 repeticdes € um tubo de ensaio por
unidade experimental.

Os tratamentos consistiram em 4agua sanitaria adicionada ao meio de
cultura nas diluigées de 1/20; 1/10; 1/6,7; 1/5; e 1/4, de modo que se
obtenham, aproximadamente, 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; € 0,5% de cloro ativo no
me1o. Fot adicionado um tubo de ensaio extra em cada tratamento, para a
determinag¢do do pH final apds a fusio, esfriamento e solidifica¢do do dgar.
Os pardmetros observados foram: pH final, consisténcia do 4gar e
porcentagem de culturas esterilizadas.

No segundo teste, a0 meio de cultura contido em erlenmeyer foi
adicionada a agua sanitéria, logo apés o ajuste do pH; em seguida, o frasco
foi fechado com uma mecha de algoddo. Quatro horas apds, o 4dgar ji
fundido no forno de microondas foi incorporado ao meio, sendo este,
vertido em tubos de ensaio de 25 mm de didmetro, 150 mm de altura e 1
mm de espessura, a base de 20 mL por tubo de ensaio, na capela de fluxo
laminar. Os tubos foram fechados com tampa de polipropileno e
novamente esterilizados em forno de microondas por 10 minutos, a
poténcia maxima. O delineamento experimental foi em blocos ao acaso,
com cinco tratamentos, 15 repeticOes e um tubo de ensaio por unidade
experimental. Os tratamentos consistiram na adicao de 0, 8, 10, 12, e 14

gotas de agua sanitaria em 300 mL de meio de cultura, de modo que se
obtenham, aproximadamente, 0; 0,24; 0,30; 0,36; e 0,42% de cloro ativo. Foi
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acrescentado um tubo de ensaio a mais em cada tratamento, para a determinagdo
do pH, 18 horas apGs a esterilizagdo do meio de cultura, no forno de
microondas.

As bases das tampas dos tubos de ensaio foram vedadas com parafilm e
as culturas incubadas por todo o tempo em sala de crescimento, com
temperatura de 27 + 2°C, fotoperiodo de 16 horas e irradidncia de 19 umol.m™.s”
! fornecida por tubos tluorescentes Osram®, luz do dia e 40 Watts de poténcia.

Os parimetros observados foram: pH final, nimero e porcentagem
de culturas esterilizadas.

A coleta de dados correspondentes a contaminagdo do meio de
cultura foi feita pelo aspecto visual das culturas, ap6s uma semana. Os
limites de confianca das percentagens foram derivados de tdbuas de

distribui¢do binomial de Rohlf e Sokal (7).
RESULTADOS E DISCUSSAO

Pelos dados do Quadro 1, observa-se que todas as diluicdes de agua
sanitdria, no primeiro experimento, garantiram esterilizacdo completa do meio
de cultura, embora tenha ocorrido redugdo constante do pH e na capacidade
de solidificacio do 4gar a medida que se reduziu a diluicdo da dgua sanitaria
de 1/20 (0,1% de cloro ativo) para 1/4 (0,5% de cloro ativo). A dilui¢io de
1/20 (0,1% de cloro ativo) correspondeu o pH 5,0 e solidificagdo normal do
meio de cultura, permitindo supor que esta seria uma situagdo favoravel ao
crescimento e desenvolvimento de tecidos de grande numero de espécies.
Porém a diluicdo de 1/10 (0,2% de cloro ativo) ja& se mostrou impropria,

QUADRO 1 - pH final, consisténcia do dgar e percentagens de culturas
esterilizadas, em razdo de diferentes diluighes de agua
sanitaria no meio de cultura, quando a dissolu¢do do agar €
esterilizacio do meio foram efetuadas 15 minutos apds a

adic@o do produto |
Dilui¢des de Consisténcia do Culturas esterilizadas™
dgua sanitaria pH agar (%) ;
1/20 5,0 Firme 100 (78,20-100,00)
1/10 2,8 Pastoso 100 (78,20-100,00) |
1/6,7 2,4 Liquido 100 (78,20-100,00)
- 1/5 2,3 Liquido 100 (78,20-100,00)

1 * Nimeros entre parénteses correspondem aos intervalos de confianga das percentagens a 3%

1/4 2,1 Liquido 100 (78,20-100,00) ‘I
%.
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devido a redu¢do do pH para 2,8, além de redu¢do na consisténcia do meio,
0 mesmo observando-se para as diluicOes inferiores a 1/10 (concentragoes
superiores a 0,2% de cloro ativo), que resultaram em pHs ainda mais
baixos ¢ meio completamente liquido. Diferentemente do verificado no
primeiro teste, embora o0 pH no segundo (Quadro 2) tenha apresentado
tendéncia para queda progressiva com o0 aumento da concentracio de
NaOCl] (aumento do numero de gotas de agua sanitaria), essa tendéncia foi
muito pequena com o pH mantendo-se entre 5,61 em auséncia de NaOCl e
5,44 com a concentracdo maxima de 0,42% (14 gotas de agua sanitaria/300
mL de agua). Além disso, 0 dgar solidificou-se normalmente em todos os
tratamentos.

i bl lleki— — — P —

QUADRO 2 - pH final e niimero e percentagens de culturas esterilizadas,
em razdo do numero de gotas de agua sanitaria no meio de
cultura, quando a dissolu¢do do agar e esterilizagio final do |
melo foram efetuadas quatro horas apds a adicdo do produto

| DiluicGes de agua sanitaria Culturas esterilizadas*™

N’de gotas  NaClO

| _em 300 mL %  pHfinal N° %
0 0 3,61 0 0 (0,00-30,85)
8 0,24 3,49 9 60,00 (32,26-83,07)
10 0,30 5,48 11 73,33 (44,86-92,20)
12 0,36 5,48 14 93,33 (68,00-99,83)
14 0,42 5,44 14 93,33 (68,00-99,83)
*Numeros entre parénteses correspondem aos limites de confianga das percentagens a 5%. |

O maximo atingido de esterilizacdo foi de 92,9%, quando se utilizou
a concentragdo maxima de 0,42% de NaOCl (14 gotas de d4gua
sanitaria/300 mL de agua), diterentemente do que aconteceu no primeiro
teste, em que todas as concentracdes de NaOCl promoveram completa
esterilizacdo. Considerando que a fusdo do agar e a esterilizacao final do
meio de cultura foram efetuadas apenas 15 minutos apds a adig¢do do
NaOCl no primeiro teste e apGs quatro horas no segundo, é provavel que
esta diferenca de tempo seja responsavel pela diferenca das reacOes
observadas nos dois testes quanto a manutencdo do pH elevado e a
solidificacdo do agar no segundo teste. Nao se encontrou na literatura
consultada qualquer referéncia a este problema, mas pode-se supor que o
aquecimento do meio de cultura apds apenas 15 minutos da adi¢do do
NaOCl tenha acelerado a decomposicio do composto, com rdpida
liberagdo do cloro nascente e conseqiiente aumento do seu poder
esterilizante, além de ter promovido reacdo entre ele e outros componentes
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do meio, resultando em queda acentuada do pH e ndo solidificagdo do
dgar. ApOs quatro horas, no caso do segundo teste, 0 NaOCl residual no
meio provavelmente ji seria desprezivel por ocasido do aquecimento
durante a fusdo do 4gar e esterilizagéo final.

CONCLUSOES

1) A adicido de NaOCI ao meio de cultura causa redugao do pH, e
este efeito parece estar relacionado com o tratamento complementar no
forno de microondas.

2) A intensidade de reducdo do pH do meio de cultura pelo NaOCl
parece depender do intervalo decorrido entre a adi¢do do composto ao
meio de cultura e o tratamento complementar no forno de microondas.

3) O procedimento que resulta na esteriliza¢do completa do meio de
cultura é prejudicial a solidificagdo do agar, e aquele que permite a
solidificacdo do agar reduz o poder esterilizante do tratamento.
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