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A produção de mudas em laboratórios comerciais
apresenta valor elevado, provocado, principalmente,
pelos altos custos das instalações e da energia elétrica
necessária para a manutenção das atividades. Assim
sendo, buscam-se novas alternativas para diminuir
custos, sendo uma delas a substituição da técnica de
esterilização pela autoclavagem por outras de menor
custo.

A autoclavagem, técnica comumente utilizada para a
esterilização de vidrarias, meios de cultura e materiais
cirúrgicos em laboratório (Burger, 1988), é uma
operação dispendiosa, além de provocar a degradação
de alguns componentes do meio, como a sacarose
(Street & Lowe, 1950; Ball, 1953), reguladores de
crescimento e substâncias orgânicas termolábeis, e
alterar o pH. Uma nova abordagem utilizada na
micropropagação é a adição de hipoclorito de sódio
(NaClO) como esterilizante químico do meio nutritivo,
que visa reduzir o tempo para a esterilização de meios
nutritivos. Para evitar a degradação de determinados
componentes do meio de cultura em altas
temperaturas durante o processo de autoclavagem e
baixar os custos de manutenção e consumo pelo uso

da autoclave, Teixeira e colaboradores (Teixeira et al.,
2005 a, b, c; Teixeira et al., 2006; Teixeira et al.,
2008) e Ribeiro & Teixeira (2007; 2008)
desenvolveram um protocolo de esterilização de meios
de cultura utilizando o hipoclorito de sódio que será
descrito a seguir

Procedimentos para a esterilização
1) Após o uso da vidraria utilizada no preparo do meio

de cultura, bem como frascos de cultura e tampas,
todos os materiais devem ser lavados em água de
torneira com detergente, enxaguados com água
deionizada, adicionada de 0,003% de NaClO (p/v) e
guardados em prateleiras limpas em local igualmente
limpo;

2) No momento do preparo do meio de cultura, toda a
vidraria e utensílios que serão utilizados deverão ser
novamente enxaguados em água deionizada
adicionada de 0,003% de NaClO (p/v);

3) Os reagentes, inclusive a fonte de carbono e o
agente gelificante, devem ser colocados em um
Erlenmeyer, seguindo-se a adição de NaClO a
0,003%,  como fator esterilizante do meio;
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4) Após 15 minutos da adição do NaClO com os
reagentes, completar o volume final do meio com
água deionizada adicionada de 0,0005% de NaClO
(p/v), corrigir o pH para 6,0 + 0,1 e levar o
Erlenmeyer ao forno de microondas para fundir o
agente gelificante;

5) Enxaguar os frascos de cultura e tampas em água
deionizada adicionada de 0,003% de NaClO (p/v),
depositando-os em bancada limpa, previamente
higienizada com água clorada;

6) Após a fusão do meio de cultura, dispensá-lo nos
frascos, no interior da capela de fluxo laminar, e
tampar;

7) Após a gelificação do meio (no caso de meio semi-
sólido), inocular os explantes,  utilizando-se capela
de fluxo laminar.

Observações importantes para exe-
cução do protocolo de esterilização
química
1) Meio líquido não passa pelo forno de microondas,

podendo-se inocular os explantes a serem inoculados
logo após o enchimento dos frascos com o meio de
cultura;

2) A água clorada para diluição do meio de cultura
(água deionizada adicionada de 0,0005 % de NaClO)
deve ser preparada imediatamente antes de se
iniciar qualquer procedimento de preparo do meio
nutritivo.

3) Esterilização de meio semi-sólido: adicionar 0,003%
de cloro ativo total diretamente ao meio de cultura;

4) Esterilização de meio líquido: adicionar 0,0003 %
de cloro ativo total diretamente ao meio de cultura;

5) Água clorada com 0,0005% de hipoclorito de sódio
corresponde a 250 µL de água sanitária (2%) em 1 L
de água deionizada;

6) Água clorada com 0,003% de hipoclorito de sódio
corresponde a 1,5 mL de água sanitária (2%) em 1 L
de água deionizada;

7) Água clorada com 0,0003% de hipoclorito de sódio
corresponde a 150 µL de água sanitária (2%) em 1 L
de água deionizada.
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