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RESUMO

ABSTRACT

Callogenesis in Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen explants cultivated in nutritive media
sterilized with sodium hypochlorite

The autoclaving used for sterilization of glassware, culture media and surgical materials in laboratory is a costly
operation, due to the high cost of the equipment and the equally high consumption of energy. For these reasons, the
substitution of this sterilization technique by some other less costly, such as the chemical sterilization, would be highly
desirable. The present research was aimed at comparing the techniques of sterilization of fafia callus formation culture
media with sodium hypochlorite with autoclaving, in order to develop a less costly technique in the sterilization of
glassware and nutrient media for plant tissue culture. For this purpose, five concentrations of sucrose (0, 10, 20, 30 and
40 g L-1) and two methods of sterilization (chemical and autoclaving) were analyzed. The results showed no difference
on callus development between autoclaved and chemically sterilized culture media, being the concentration of sucrose
the only responsible for callus fresh biomass differences.
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Calogênese em explantes de Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen
cultivados em meio nutritivo esterilizado com hipoclorito de sódio

A autoclavagem, técnica utilizada para esterilização de vidraria, meios de cultura e materiais cirúrgicos em laborató-
rio, é uma operação onerosa, devido ao alto custo do equipamento e do também elevado consumo de energia. Por estes
motivos, a substituição dessa técnica de esterilização por outra com custo reduzido, como a esterilização química, pode
ser uma alternativa desejável. A presente pesquisa teve como objetivo a comparação entre as técnicas de esterilização
de meios para produção de calos de fáfia com hipoclorito de sódio e por autoclavagem, de modo a obter um procedi-
mento menos dispendioso e mais rápido. Também foi analisado o efeito da sacarose do processo de formação de calos
em explantes de fáfia. Para esse propósito, foram analisadas cinco diferentes concentrações de sacarose (0, 10, 20, 30
e 40 g L-1) e dois métodos de esterilização do meio nutritivo (químico e autoclavagem). Os resultados demonstraram
não haver diferenças significativas no desenvolvimento dos calos entre os meios autoclavados e esterilizados quimi-
camente, sendo o fator responsável pela diferença entre a biomassa fresca dos calos, obtida nos diferentes tratamen-
tos, resultante apenas da variação na concentração de sacarose.

Palavras-chave: Concentração de sacarose, esterilização química, furfural, autoclavagem.
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INTRODUÇÃO
A autoclavagem é o procedimento mais utilizado para

a esterilização de vidrarias, meios de cultura e materiais
cirúrgicos em laboratório (Burger, 1988). Devido ao alto
custo do equipamento e também do elevado consumo de
energia, o processo é considerado dispendioso, além de
promover a formação de furfural, composto químico re-
sultante da decomposição da sacarose (Street & Lowe,
1950; Ball, 1953) em altas temperaturas. Por estes moti-
vos, a substituição dessa técnica de esterilização por uma
com menor custo e que não comprometa a integridade do
meio nutritivo pode ser uma alternativa desejável.

Produtos patenteados visando ao desenvolvimento
de protocolos de esterilização de meios de cultura por
meios químicos (Assaf & Kishor, 1995; Diaz et al., 1997)
obtiveram baixo nível de aceitação. Snow (1985) relatou o
emprego de peróxido de hidrogênio para reduzir a conta-
minação de meios de cultura para germinação de semen-
tes de orquídea, enquanto Yanagawa et al. (1995) obtive-
ram sucesso na inoculação de sementes de orquídea em
meio de cultura em condições não assépticas, esterilizan-
do-o com hipoclorito de sódio ou água oxigenada, ambos
a 0,01%, e pulverizando o interior do frasco de cultura
com solução de hipoclorito de sódio a 0,5%, após a
inoculação das sementes.

O hipoclorito de sódio (NaClO) constitui uma das fon-
tes de cloro com possibilidade de utilização como esterili-
zante químico de meios de cultura. É um produto químico
muito empregado para esterilização de superfícies, frutas
e hortaliças, água, entre outros. Sua utilização em larga
escala é devido ao seu vasto espectro de atividade biocida
contra bactérias, fungos e vírus, além de ser um produto
de fácil aquisição e de baixo custo (Estrela et al., 2002).

A viabilidade de utilização e a eficiência do hipoclo-
rito de sódio na eliminação de microrganismos patogêni-
cos, principalmente no ser humano, já foram demonstra-
das em vários trabalhos publicados. Dentre eles encon-
tram-se a utilização de hipoclorito de sódio para a elimina-
ção de Pseudomonas fluorescens, Staphylococcus aureus
e Escherichia coli (Rossoni & Gaylarde, 2000), elimina-
ção de coliformes totais, coliformes fecais, estreptococos
fecais, E. coli, Pseudomonas sp., Salmonella sp. e
bacteriófago anti-E. coli (Veschetti et al., 2003),
desinfestação de esporos de samambaia (Cox et al., 2003),
desinfestação de sementes de amendoim (Araújo et al.,
2004), eliminação de patógenos endodônticos (Vianna et
al., 2004), desinfestação de abacaxi pérola minimamente
processado (Antoniolli et al., 2005), entre outros.

Buscando uma forma alternativa para a esterilização
de meios nutritivos em micropropagação, Teixeira et al.
(2005a; b; c; 2006; 2008) e Ribeiro & Teixeira (2007) adqui-
riram informações para o desenvolvimento de um proto-
colo de preparo de meio de cultura utilizando o hipoclorito

de sódio em baixas concentrações com eficiência total. O
objetivo do presente trabalho foi analisar o desenvolvi-
mento de calos na presença de diferentes concentrações
de sacarose em meios esterilizados quimicamente e
autoclavados, utilizando a fáfia como planta teste.

MATERIAL E MÉTODOS
O material vegetal utilizado na extração dos explantes

para calogênese de fáfia foi proveniente de cultura-esto-
que dessa espécie, mantido no banco de germoplasma do
Laboratório de Fitotecnia, Setor de Cultura de Tecidos
Vegetais, do Centro de Ciências e Tecnologias Agropecuá-
rias da Universidade Estadual do Norte Fluminense.

As culturas foram subcultivadas a cada 30 dias, sob
fotoperíodo de 16 horas e irradiância de 60 µmol m-2 s-1

e temperatura de 27 + 2 0C, em tubos de ensaio de 25 x
150 mm, contendo meio de cultura composto pelos sais
MS (Murashige & Skoog, 1962), vitaminas White
(White, 1943), 100 mg L-1 de i-inositol, 30 g L-1 de
sacarose, 1,5 g L-1 de Phytagel®, 2 mg L -1  de ácido indol-
3-acético (AIA), 2 mg L -1 de ácido indolilbutírico (AIB) e
2 mg L -1 de 6-benzilaminopurina (BAP), esterilizados por
autoclavagem (121 0 C, 1,05 kg cm2, por 15 minutos).

Fragmentos de calos, oriundos de plantas de fáfia doa-
doras de explantes, foram retirados com auxílio de pinças e
bisturis estéreis e transferidos para tubos de ensaio conten-
do 20 mL do meio anteriormente citado para a obtenção de
uma cultura-estoque de calos de fáfia.

Um mês e meio após o preparo das culturas-estoque de
calos, procedeu-se ao preparo dos meios nutritivos auto-
clavados e esterilizados quimicamente que constituíram os
tratamentos do experimento. Esses meios foram prepara-
dos conforme Murashige & Skoog (1962), vitaminas White
(White, 1943), 100 mg L-1 de i-inositol, 2 mg L -1  de AIA, 2
mg L -1 de AIB e 2 mg L -1 de BAP, havendo uma variação
apenas na concentração de sacarose adicionada ao meio.

Para o preparo dos meios esterilizados quimicamente,
toda a vidraria utilizada, os frascos de cultura, as respec-
tivas tampas e a bureta utilizada para o enchimento dos
frascos de cultura foram enxaguados com água clorada
contendo 0,05% de hipoclorito de sódio (p/v). Também
foi adicionado 0,05% de NaClO (p/v) aos meios nutritivos
para a realização da esterilização química dos mesmos.
Após 15 minutos da adição do NaClO aos diferentes tra-
tamentos, o pH foi ajustado para 6,0 + 0,1 e os frascos de
cultura introduzidos no forno de microondas para fusão
do Phytagel®. Todo o procedimento de preparo e enchi-
mento dos frascos foi efetuado em ambiente não estéril.

Além da análise do desenvolvimento dos calos nos
meios autoclavados e esterilizados quimicamente, foi ana-
lisado o efeito das diferentes concentrações de sacarose,
sendo elas (g L -1): A) 0, B) 10, C) 20, D) 30 e E) 40. Foram
preparados 20 tubos de ensaio contendo 20 mL de meio
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MS para cada tratamento, tanto para aqueles que foram
autoclavados quanto para os que foram esterilizados qui-
micamente com a utilização do NaClO.

O experimento foi conduzido em delineamento inteira-
mente casualizado, em esquema fatorial 2 x 5, com dois
métodos de esterilização e cinco concentrações de
sacarose, cinco repetições e a unidade experimental con-
tendo quatro tubos, cada um com um explante. Foi realiza-
da a análise de variância, e as médias foram comparadas
pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Calos de fáfia, provenientes de cultura-estoque, fo-
ram retirados dos tubos de ensaio e transferidos para pla-
cas de Petri. Eles foram cortados em fragmentos de apro-
ximadamente 0,5 cm de comprimento, os quais foram en-
tão transferidos para tubos de ensaio contendo 20 mL
dos meios de cultura contendo os diferentes tratamentos
(métodos de esterilização x concentrações de sacarose).
Todo esse procedimento foi realizado em capela de fluxo
laminar com a utilização de utensílios e ferramentas cirúr-
gicas esterilizados por autoclavagem.

Dois meses após a transferência dos calos para os
diferentes tratamentos, eles foram retirados dos tubos nos
quais estavam sendo cultivados e coletados dados refe-
rentes à sua biomassa fresca para cada tratamento em
uma  balança de precisão.

Paralelamente, foi realizada a análise qualitativa de
furfural para as cinco concentrações de sacarose em am-
bos os métodos de esterilização. Esse experimento foi re-
alizado para verificação da formação de furfural em altas
temperaturas, como resultante da degradação da sacarose.
O experimento foi realizado segundo Bobbio & Bobbio
(1995), adicionando-se em um Erlenmeyer 2 mL das amos-
tras de meio de cada tratamento, 2 mL de HCL concentra-
do (~ 37%) e 3 mL de água pura. Em seguida, a solução foi
aquecida até o ponto de ebulição, e uma tira de papel de
filtro embebido em acetato de anilina (2 mL de anilina + 20
mL de ácido acético 10%) foi colocada sobre a boca do
frasco. A presença de furfural foi indicada pelo apareci-
mento de banda de coloração vermelho-carmin.

RESULTADOS E DISCUSSÃO
No tratamento com ausência de sacarose, tanto o

autoclavado quanto aquele esterilizado quimicamente, não
houve desenvolvimento dos calos. Em relação ao apare-
cimento de contaminações, não foram observadas cultu-
ras contaminadas em nenhum dos tratamentos, tanto es-
terilizados quimicamente quanto naqueles autoclavados.
Esses dados estão de acordo com os observados por
Teixeira et al. (2006; 2008), que utilizaram o hipoclorito de
sódio como esterilizante químico de meios nutritivos em
concentrações ainda menores do que a utilizada neste
trabalho, e também não observaram a presença de conta-
minações em nenhum dos tratamentos.

A Tabela 1 mostra os dados obtidos após a análise de
variância das médias das biomassas dos calos obtidas
nos diferentes tratamentos. Os dados mostraram não ter
havido influência do método de esterilização dos meios
nutritivos (químico ou autoclavagem) sobre o desenvol-
vimento dos calos, bem como não ter ocorrido interação
entre os fatores “método de esterilização x concentração
de sacarose”. Observou-se, entretanto, a influência da
concentração de sacarose sobre a calogênese.

De acordo com a Tabela 2, a concentração de sacarose
que promoveu o desenvolvimento de calos com maiores
pesos de biomassa fresca nos meios esterilizados por
autoclavagem foi a de 20 g L-1, ao passo que nos meios
esterilizados com 0,05% de NaClO (p/v) os maiores valo-
res de biomassa fresca dos calos foram alcançados adici-
onando-se 20 e 30 g L-1 de sacarose ao meio nutritivo.

A influência da concentração de sacarose sobre a for-
mação de calos em explantes também foi estudada por
outros autores. Sousa et al. (2007) realizaram experimen-
tos com explantes de Catharanthus roseus (L.) G. Don e
observaram que os níveis de sacarose influenciaram tan-
to a formação quanto a biomassa fresca dos calos e que a
concentração de 30 g L-1 de sacarose adicionada ao meio
nutritivo foi a responsável pela formação de calos com
biomassas frescas mais elevadas. Cheng et al. (1992) rela-
taram que o incremento de sacarose no meio de cultura
influenciava na formação de tecido caloso em explantes
de Eucalyptus sideroxylon A. Cunn. ex Woolls e que as
concentrações de 4 e 6% aumentaram a formação dos ca-
los. Erig et al. (2004) constataram que a formação de calos
na base de explantes de marmeleiro foi mais intensa com
15, 30 e 45 g L-1 de sacarose, sendo praticamente ausente
sem a adição de sacarose no meio de cultura. De Fossard
et al. (1978) observaram que altas concentrações de
sacarose induziram a formação de calo na base dos
explantes de Eucalyptus ficifolia F. Muell.

Na Figura 1 são apresentados os resultados quanto à
análise qualitativa de furfural nos meios de cultura esteri-
lizados quimicamente e autoclavados, tendo sido os mes-
mos em todas as amostras de meio testadas. Nos meios
autoclavados, ocorreu o aparecimento de uma coloração
avermelhada no papel filtro (cinza mais escuro na figura
1A) em todas as concentrações de sacarose utilizadas.
Ao contrário, quando a amostra era um dos meios esteri-
lizados quimicamente, o papel filtro permaneceu sem co-
loração (cinza mais claro na figura 1B). Esses resultados
comprovam que o processo de autoclavagem promove a
decomposição da sacarose e a formação de furfural.

Não foram observadas diferenças significativas no
desenvolvimento dos calos entre os meios autoclavados
e esterilizados quimicamente, sugerindo que as quantida-
des de furfural presentes nos meios de cultura autocla-
vados não estariam afetando de forma negativa o desen-
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volvimento dos calos, assim como a presença do cloro
não estaria interferindo negativamente na reação de
calejamento. Também não foi observada a interação entre
nenhum dos fatores analisados. Sendo assim, o fator res-
ponsável pela diferença entre os valores da biomassa fres-
ca dos calos nos diferentes tratamentos seria somente a
variação na concentração de sacarose.

Tendo em vista os resultados, pode-se afirmar ser van-
tajosa a utilização do processo químico para esterilização

de meios de cultura na formação de calos em fáfia, uma
vez que esse procedimento de esterilização apresentou
os mesmos resultados que o processo de autoclavagem,
tendo sido efetuado, porém, em tempo reduzido com me-
nores custos.

CONCLUSÕES
A concentração de sacarose adicionada ao meio nutri-

tivo influencia diretamente a formação de calos em
explantes de fáfia.

Meios nutritivos responsáveis pela formação de ca-
los em explantes de fáfia podem ser esterilizados quimica-
mente com NaClO.

O cloro, presente em meios nutritivos esterilizados
quimicamente com NaClO, não afeta de forma negativa a
formação de calos em explantes de fáfia.

O furfural, resultante da degradação da sacarose, não
afeta de forma negativa a formação de calos em explantes
de fáfia.
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