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RESUMO

A autoclavagem de vidraria e meios de cultura em laboratério é uma técnica
dispendiosa, tanto devido ao custo do aparelho quanto ao gasto elevado de energia. Além
disto, ela pode levar A decomposi¢do de componentes organicos do meio de cultura. Por
isso, o emprego de forno de microondas com esta finalidade tem sido tentado, mas os
resultados ndo tém sido consistentes. Esta pesquisa investigou algumas alternativas de uso
do forno de microondas, combinando distintas poténcias de trabalho com diferentes
duragbes do tratamento, bem como diferentes maneiras de esterilizagdo quimica da agua
previamente a sua utilizagdo no preparo dos meios de cultura, combinadas com a
esterilizacdo final dos frascos de cultura no forno de microondas. Os resultados permitiram
concluir que a eficiéncia do tratamento no forno de microondas € inversamente
proporcional 2 taxa de contaminagdo inicial do meio de cultura e que o tratamento previo
da 4gua de preparo do meio de cultura com H,0, ou NaOCl, combinado com o tratamento
final no forno de microondas, permite a esterilizagdo completa das culturas, embora
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algumas duavidas ainda precisam ser esclarecidas antes que a técnica possa vir a ser
empregada.

Palavras-chave: micropropagac¢ao, forno de microondas, esterilizagio.

ABSTRACT

MICROWAVE OVEN STERILIZATION OF PLANT TISSUE
CULTURE MEDIUM

The use of laboratory glassware autoclaving and culture media is an expensive
procedure due to the high cost of the equipment and energy.

Also,autoclaving may lead to the decomposition of organic compounds in the
culture medium. Thus, the use of microwave oven for this purpose has been
attempted, but the results have been inconsistent. Some alternatives of using
microwave oven for this purpose were used in this research by combining distinct
work powers with treatment duration, as well as different chemical treatments of
the water used to prepare the culture media, combined with the final treatment of the
flasks n the microwave oven. The results allowed to conclude that the efficiency of
the microwave treatment is inversely proportional to the initial contamination rate of
the culture medium and that the water treatment with H,O, or NaOCl prior to the
preparation of the culture medium, combined with the final treatment in the
microwave oven allowed complete sterilization of the cultures, although some points
need to be further investigated before the technique can be applied.

Key words: micropropagation, microwave oven, sterilization.

INTRODUCAO

A esterilizagdo de vidraria, meios de cultura e materiais cinirgicos
em laboratério, feita normalmente por meio de autoclavagem (3), € uma
técnica dispendiosa, devido ao elevado custo do equipamento e do
consumo de energia. Além disso, a autoclavagem pode levar a
decomposi¢cdo de componentes organicos do meio de cultura, como a
sacarose (I, 19). Por estes motivos, a substituicio desta técnica de
esterilizacdo por alguma outra menos dispendiosa ou que niao afete a
composi¢do do meio de cultura seria altamente desejavel. O uso do forno
de microondas com esta finalidade tem sido tentado, mas com resultados
variaveis. Sua eficiéncia ja fo1 comprovada na destruicdo de bactérias (8) e
tungos (6) localizados sobre superficies secas (5), como instrumentos
odontologicos (12) e de laboratério (13), recipientes pldsticos para meios
de cultura (/5) e outros equipamentos (2), além de alimentos sélidos (4, 9,
10, 14, 16). Todavia, para liquidos a sua eficiéncia € prejudicada pela
ebuligdo e transbordamento dos mesmos antes da completa esteriliza¢io
(20). Mesmo para a esterilizagdo de materiais s6lidos, o uso eficiente do
forno de microondas depende do controle de uma série de fatores (18). A



VOL.LII,N®302,2005 501

presente pesquisa teve como objetivo investigar a possibilidade de se usar
o forno de microondas na esterilizacao de frascos de cultura contendo meio
nutritivo no estado liquido.

MATERIAL E METODOS

Foi utilizado um forno de microondas doméstico marca 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 um total de 75 tubos de ensaio
de 25 mm de didmetro, 150 mm de altura ¢ 1 mm de espessura na posi¢ao
vertical. Nos testes iniciais, o meio de cultura utilizado foi o0 BDA (Batata-
Dextrose-Agar), apropriado ao desenvolvimento de microrganismos,
composto de 200 g de batata, 20 g de dextrose e 15g de agar por litro de
meio de cultura, dispensado a base de 20 mL por tubo de ensaio, os quais
foram fechados com tampas transparentes de polipropileno. Os dois
primeiros testes foram efetuados sem delineamento experimental, visando
apenas encontrar a poténcia e o tempo mais aproximados do 1deal por meio
de testes do tipo “tentativa e erro”, para a esterilizacdo dos 75 tubos de
ensaio de uma sé vez.
| O meio de cultura para o primeiro teste foi preparado com 4gua de
torneira e inoculado com bactérias ndo identificadas, provenientes de
frascos com culturas contaminadas, obtidos na sala de crescimento do
Laboratério de Cultura de Tecidos. Ndo foram feitas a identificacdo das
bactérias nem a concentracdo de mnoculo. O primeiro tratamento (tempo
total de 15 min) deste primeiro teste (Quadro 1) consistiu em usar poténcia
maxima (P10), que foi mantida até atingir o ponto de ebulicdo do meio de
cultura (15 min); atingido este ponto, a esteriliza¢do foi interrompida. No
segundo tratamento (tempo total de 20 min), fixou-se a poténcia P10 por
10 min, seguida da poténcia P9, até atingir o ponto de ebuli¢ao (10 min). O
terceiro tratamento (tempo total de 30 min) seguiu raciocinio semelhante:
P10 (10 min) + P9 (10 min) + P8 (até a ebuligao, ou 10 min). O segundo
teste foi efetuado com meio de cultura preparado com agua desionizada,
nio autoclavada, sem a inoculacdao de bactérias, € constou de trés
tratamentos, conforme o esquema seguinte (Quadro 2): tratamento 1
(tempo total 25 min)- P10 (10 min) + P9 (10 min) + P8 (5 min);
tratamento 2 (tempo total 30 min): P10 (10 min) + P9 (5 min) + P6 (5 min)
+ P4 (5 min) + P2 (5 min); e tratamento 3 (tempo total 30 min): manteve-
se a poténcia de trabalho P10 por todo o tempo de esterilizac¢ao, o qual foi,
porém, dividido em intervalos de “liga/desliga”, de modo que, apés os 10
min iniciais, o forno ficava desligado por 5 min e ligado por 2,5 min, até
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completar o tempo total (ligado) de 30 min. O terceiro teste fo1 efetuado
com delineamento experimental em cinco blocos ao acaso, com cinco
tratamentos e trés tubos de ensaio por tratamento.

Os tratamentos consistiram em preparar 0 meio de cultura com agua
tratada previamente de diferentes maneiras (Quadro 3): 4gua desionizada e
autoclavada (A); agua desionizada e ndo autoclavada (D); agua de torneira
ozonizada (O); 4gua desionizada e autoclavada, adicionada de 30% de
agua oxigenada (A + H,0,); e 4gua desionizada e autoclavada, adicionada
de 0,5% de hipoclorito de sédio (A + NaOCl). A adicdo do H,O; ou do

NaOCl a 4gua foi efetuada 2 h antes do preparo do meio de cultura.

Quanto a combinagdo de poténcia de trabalho x tempo de
esterilizacdo, optou-se pelo esquema P10 (10 min) + P9 (10 min) + P8 (S
min), por ter sido o que forneceu o melhor resultado no teste anterior. A
coleta de dados referentes & contaminacdo do meio de cultura foi feita pelo
aspecto visual das culturas, apds decorrido o periodo de uma semana.
Computaram-se, como fungos, os contaminantes com aspecto filamentoso
tipico destes microrganismos, de cor branca, preta ou laranja; como
bactérias foram considerados os contaminantes formando placas planas no
interior do meio, ou entdao coldnias dispersas em forma de esferas quase
transparentes € de aspecto delicado, de cor branca ou amarelada, conforme
descrito por Seabrook e Farrel (/7). Os limites de confianca das

percentagens foram derivados de tabuas de distribuicdo binomial, de Rohlf
e Sokal (11). |

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os testes preliminares do tipo “tentativa e erro” mostraram que o
fator que mais afetou os resultados foi o estado inicial de contaminagao do
me10 de cultura. Pelos Quadros 1 € 2 nota-se que as taxas de contaminacao
foram mais elevadas quando se inoculou bactérias no meio de cultura.
Embora os microrganismos ndo tenham sido identitficados neste trabalho,
Seabrook e Farrel (I7) identificaram como sendo dos géneros Listerium,
Corynebacterium, Enterobacter, Pasteurella e Actinobacillus as bactérias
que contaminavam até 100% das culturas de tecidos por eles estudadas. Os
dados do Quadro 1 mostram que, quando se aumentou o tempo de
esterilizacdo de 15 para 30 min, com redug¢do gradativa de poténcia de
trabalho para evitar a ebulicdo e transbordamento do liquido, a tendéncia
de aumento da porcentagem de culturas esterilizadas foi pequena, nao
ultrapassando 16%. A grande diferenca ocorreu quando o meio de cultura
fo1 preparado com agua desionizada e sem inoculagdo de bactérias (Quadro
2), tendo a porcentagem de culturas esterilizadas aumentado para 87% no menor
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tempo testado, 25 min, e poténcias mais elevadas: aumentando-se o tempo
de esterilizacdo para 30 min houve tendéncia de reduc¢do da porcentagem
de culturas esterilizadas, certamente em razio da diminui¢do excessiva da
poténcia de trabalho nos tratamentos 2 e 3. Estes resultados preliminares
permitiram deduzir que o tratamento em forno de microondas nio €
eficiente e apresenta melhores resultados quando se usam poténcias de
trabalho mais elevadas, com maior duracdo possivel em cada uma delas.

QUADRO 1 -Porcentagens de culturas esterilizadas em formo de
microondas, em razdo de distintas poténcias de trabalho
(P) e diferentes duracdes do tratamento (min). O meio de
cultura utilizado to1 o BDA (batata - dextrose - agar),
preparado com agua de torneira e inoculado com bactérias

Tratamentos Poténcia * Dure.lgéio Culturas esterilizadas
(P) (min) (%)
1 10 15 g
2 10 10
| 9 10 15

3 10 10
9 10
8 10 16 J

* Poténcia P10 = poténcia maxima ou 700 w.

Uma das alternativas para se completar o desenvolvimento do
protocolo seria encontrar a maneira de controlar a ebulicio e
transbordamento do mei1o de cultura em poténcias de trabalho elevadas.
Tisserat et al. (20) tentaram 1isto, optando por introduzir no forno
recipientes contendo dgua para absorver 0 excesso de energia que causa
esta situagdo, mas a alternativa reduz o espaco util no ambiente, o0 que nao
foi problema para aqueles autores, porque ecles usaram meio de cultura
contido em um Unico recipiente coletivo. Neste trabalho, em que o meio
estava contido nos frascos de cultura individuais, optou-se pela alternativa
de testar diferentes maneiras de reduzir a taxa de contaminac¢do inicial dos
recipientes € componentes do meio de cultura, conforme sugerem os
resultados da primeira fase desta pesquisa. S

O Quadro 3 permite observar a ocorréncia de diferengas entre
tratamentos quando a agua usada na prepara¢do dos meios de cultura foi
submetida a diferentes tipos de tratamentos preliminares. O uso de 4gua
desionizada, autoclavada ou nao, resultou nos indices mais baixos de
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esterilizacio (46,6 e 53,3%, respectivamente). Um teste realizado
posteriormente mostrou que o recipiente utilizado para armazenar a agua
desionizada estava contaminado, o que explica, pelo menos em parte, este
indice elevado de contaminacgido. Todavia, ndo seria esta a explicagdo para
o indice de contaminacio também elevado quando se usou a agua
desionizada e autoclavada, j4 que esta foi autoclavada em recipientes que
permaneceram fechados até o momento do uso. Neste caso, a hipdtese
mais provavel é que o recipiente onde se preparou 0 meio de cultura, os
tubos de ensaio, e, ou, ainda algum reagente estaria contaminado.

QUADRO 2 - Porcentagens de culturas esterilizadas em forno de
microondas, em razio de diferentes poténcias de
trabalho (P) e diferentes duracdes do tratamento (min).
O meio de cultura utilizado foi o BDA (batata-dextrose-
dgar), preparado com 4gua desionizada, sem 1noculagao

| de bactérias

Tratamento  Poténcia* Duracdo (min) Cultura esterilizadas

P (%)
Ligado  Desligado
1 10 10 -
9 10 -
] 8 5 - 87
2 10 10 -
9 S -
6 5 -
4 5 - |

| 2 5 - 52

3 10 10 5

10 2,5 5

| 10 2,5 S
| 10 2,5 S
10 2,5 5

10 2,5 5

| 10 2,5 5
10 2,3 S

S 60

10 2,5 '
|* Poténcia 10 = poténcia mixima ou 700w.
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QUADRO 3 - Niumero total de tubos de ensaio contaminados com
fungos e com bactérias, niimero total e porcentagem de
tubos esterilizados em fungiio do tratamento prévio da
4gua usada para preparar o meio de cultura

Tratamento prévio Tubos de ensaio Tubos de ensaio
da 4gua ~contaminados (n°) esterilizados*
Agua Fungos Bactérias Total Y
Agua deionizada e 0 8 7 46,6(21,3 - 73,4)
autoclavada (A)
Agua simplesmente 0 7 8 53,4(26,6 - 78,7)
deionizada (D) |

Agua ozonizada (O) 0 3 12 80.0(51,9 - 95,7)
@gua + H,0, 0 0 15 100,0(78,2-100,0)
Agua + NaOCl 0 0 15 100,0(78,2-100,0)

*Nimeros entre parénteses correspondem aos limites de confianga das percentagens.

O indice de esterilizacdo de 80%, no tratamento que utilizou agua
ozonizada, bem como a esterilizacdo completa obtida nos tratamentos que
utilizaram 4gua autoclavada e tratada previamente com H;O, ou NaOCI,
reforca a segunda hipétese, ja que o efeito residual do ozoénio e dos dois
outros compostos quimicos existentes nas dguas correspondentes pode ter
atuado para reduzir o nivel de contaminagdo que poderia existir nos
recipientes durante a prepara¢do do meio de cultura. E importante observar
que o efeito das microondas foi letal para os fungos, independentemente da
origem da 4gua, e que as bactérias mostraram resisténcia elevada a este
fator. Resisténcia destes microrganismos a tratamentos quimicos tem sido
relatada na literatura (7). Apesar de a esterilizacdo do meio de cultura
preparado com 4gua autoclavada e previamente tratada com H,O, ter sido
completa, este mei1o nao permitiu a gelificacdo do 4gar. Devido a istq, esta
alternativa fica inviabilizada na pratica, a menos que se€ encontre uma
maneira de contornar a situacio. Conseqiientemente, a alternativa mais
promissora seria aquela baseada no tratamento prévio da d4gua com NaOCl.
Contudo, para que o meio de cultura preparado desta forma torne-se uma
forma vidvel para o cultivo de tecidos vegetais, é preciso que o residuo
final dos fons componentes do NaOCl, no meio de cultura, ndo ultrapasse

os niveis téxicos aos tecidos, fato que ja esta sendo investigado. Quanto a

um possivel efeito negativo das microondas sobre as culturas, ha
evidéncias de que nido existe (19).
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CONCLUSOES

1) A eficiéncia do tratamento de esterilizacio pelo forno de
microondas é inversamente proporcional 2 intensidade da contaminacdo
inicial do meio nutritivo e dos frascos de cultura.

2) A eficiéncia do tratamento de esterilizagc@o € mais elevada quando
os frascos contendo o meio de cultura ficam expostos a poténcias mais
altas, por um periodo continuo, sem intervalos liga-desliga.

3) Os fungos sdo mais sensiveis do que as bactérias ao efeito das
microondas. | |

4) A alternativa de se preparar o meio de cultura com Aagua
previamente tratada com H,0, fica na dependéncia de se resolver o
problema da ndo gelificagdo do agar.

5) A alternativa de se preparar o meio de cultura com &4gua
previamente tratada com NaOCl € a mais promissora, mas depende de
confirmag¢ao posterior.
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