INFLUENCIA DA CHAPA AQUECEDORA E AUTOCLAVE
SOBRE O PH DO MEIO DE CULTURA!

MOACIR PASQUALZ, VALTEMIR GONGALVES RIBEIRO ¢ INACIO DE BARROS?

RESUMO - Objetivou-se, com o presente trabalho, determinar as vatiagdes de pH provocadas
pela chapa aquecedora e autoclave, usadas no preparo e esterilizagio do meio de cultura. Os
tratamentos consistiram do meio ‘MS’ integral, 3/4, 1/2, 1/4 e 0/4, associado a vérias concen-
tragSes de dgar (0, 2, 4, 6, 8 e 10 g/l), O pH foi ajustado para 5,7, ¢ novamente medido apés o
derretimento do 4gar em chapa aquecedora e apGs a esterilizagd em autoclave a 120°C por 20
minutos. A chapa aquecedora e autoclave provocam variagdes no pH do meio de cultura. A va-
riagdo de pH € minima na auséncia de dgar. Os efeitos da chapa aguecedora ¢ da autoclave sio
similares sobre a variagio do pH quando em concentragles mais elevadas de dgar (8 a 10 g/).
Ha4 uma reducéio crescente do pH na chapa aquecedora e decrescente na autoclave, 8 medida
que se aumenta a concentragio do meio ‘MS’. O pH se altera, em média, em 0,3 a 0,5, com va-
lores extremos de 0,8 unidades.

Termos para indexagio: cultura de tecidos, meio de cultura, pH.

EFFECTS OF HOT PLATE AND AUTOCLAVE ON PH OF NUTRIENT MEDIA

ABSTRACT - The purpose of the present work was to determine the pH variations by hot plate
and autoclave used for preparation and sterilization of nutrient media. The treatments were
‘MS' media (4/4, 3/4, 2/4, 1/2 and 0/4) and agar concentrations (0, 2, 4, 6, 8 € 10 g/1). The pH was
adjusted at 5,7 and it was registred after melting of agar on hot plate and after autoclaving at
120°C for 20 minutes. Hot plate and autoclave induce pH variations. The pH variation is very
little when agar is absent. The effects of hot plate and autoclave are similar on pH variation at
high agar concentrations (8 and 10 g/). There is an increasing reduction of pH on hot plate and
a decreasing reduction of pH in autoclave when the ‘MS’ media length increase. The pH change

0,3-0,5 units 1o average, and the highest variation is 0,8 units.

Index terms: tissues culture media, pH.
INTRODUCAOQ

Os meios nutritivos utilizados para cultura
de células, tecidos ou drgéos vegetais, por oca-
sido de scu preparo, sao infestados por micro-
organismos existentes no ar, na dgua, nos reci-
pientes, em outras fontes de contaminagio.

A assepsia do meio € obtida através da auto-
clavagem a 1209C por 20 minutos. Segundo
Skirvin et al. (1986), hd uma queda do pH, com
a autoclavagem, de 0,3 a 0,5 unidades, em mé-
dia, podendo chegar a 1,3 unidades. Durante o
armazenamento dos meios, antes de sua utili-
zacio, também hid uma tepdéncia de acidifi-
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cagdo dos meios, provavelmente por causa da
dissolugdo do gés didxido de carbono (Mellor &
Stace-Smith 1969, Bohagel 1971).

Singha (1982) observou que em presenca de
dgar hd um menor grau de acidez; que a re-
dugio depende do valor do pH aferido antes da
autoclavagem, ¢ que mudangas nos valores de
pH provocadas pela autoclave acontecem com
maior intensidade nos valores que variam entre
52e58.

Objetivou-se, com o presente trabalho, de-
terminar as variagdes do pH que ocorrem du-
rante o derretimento do agar em chapa aquece-
dora ¢ esterilizagdo do meio em autoclave.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no laboratério de
cultura de tecidos da Escola Superior de Agricultura
de Lavras, em Lavras, MG.
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Os tratamentos consistiram do meio de cultura
‘MS’ (Murashige & Skoog 1962) integral, 3/4, 112 ¢
1/4 da concentragdo, ¢ um tratamento cOm apenas
figua, associado a vdrias concentragies de dgar (em
gh): 0,2, 4,6, 8e 10, em todas as combinagdes possi-
weis, O delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado, em esquema fatorial, com quatro repe-
ticOes.

Os nutrientes do meio ‘MS’ foram pipetados e co-
locados em um recipiente, onde se completou o volu-
me com 4gua bidestilada, até a metade do volume §-
nal necessdrio. A outra metade, contendo somente
Agua bidestilada, foi utilizada para derreter o dgar em
chapa aquecedora. Ambos os volumes tiveram o pH
ajustado para 5,7, através do usc de KCl ou NaOH.
Apds a solugdio contendo 4gar ter atingido o ponto de
fusfio, as duas solugies foram misturadas, distribuin-
do-se 10 mi por tubo (150 x 20 mm). Nesta fase, 0 pH
foi novamente medido, € esta tomada foi denominada
“variagio de pH na chapa aquecedora”.

Os tubos devidamente vedados foram submetidos
4 autoclavagem por 25 minutos, a uma temperatura
de 120°C e pressio de 1 kg/em?, Imediatamente ap6s
a autoclavagem, com 0 meio a uma temperatura entre
45 ¢ 650C, fez-se uma nova leitura do pH de todos os
tratamentos, a qual foi chamada de “Variagio do pH
pos-autoclave’. Para esta medigfio, tomou-se 0 cuida-
do de ajustar o aparelho de acordo com a temperatura
apresentada pelo meio de cultura,

RESULTADOS E DISCUSSAO

Observa-se, na Tabela 1, que a concentragiio
de dgar, a concentragio do meio ‘MS’ e a inte-
ragio entre estes dois fatores apresentaram res-
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postas significativas para o efeito da chapa, efei-
to da autoclave ¢ efeito total da variagfio do pH.

A Tabela 2 evidencia que na auséncia de 4gar
a variagéo total de pH foi minima. Esta variaglio
esteve por volta de 0,3 unidades para as concen-
traghes de 2 a 6 g/l de dgar, e com 8 g/l o pH foi
reduzido em, aproximadamente, 0,5 unidades.
Estes resultados estio de acordo com afir-
magoes de Skirvin et al, (1986) de que a auto-
clavagem provoca uma redugio do pH do meio
em 0,3 a 0,5 unidades, em média.

O efeito chapa (Tabela 2 e Fig. 1), analisado
individualmente, mostra um pequeno aumento
de pH em 4gar 2 g/l, com uma redugfio significa-
tiva e tendendo a aumentar em concentraghes
mais elevadas de 4gar até 8 g/l, quando, entio,
comega a diminuir. Esta observagiio discorda,
em parte, dos dados de Singha (1982), os quais
atribuem 3 presenga do dgar um menor grau de
acidez do meio de cultura,

Variaghes acentuadas se fizeram notar quan-
do o meio foi submetido a autoclavagem (Tabe-
1a 2 ¢ Fig. 1), especialmente na mais baixa con-
centragdo de dgar (2 g1). Analisando-se a va-
riagho percentual da chapa e autoclave, verifi-
ca-se que na auséncia de dgar a redugfio do pH é
totalmente devida 3 autoclave, e que em baixos
nfveis de dgar (2 e 4 g/l) a variagiio & significati-
vamente maior na autoclave, enquanto que em
concentragdes mais elevadas de dgar (6 a 10 gl)
0s efeitos de chapa e autoclave sfo similares. A
reducio de pH apresentada pela chapa aquece-
dora e autoclave reafirma a necessidade de se

TABELA 1. Anflise de varidncia para os efeitos da chapa aquecedora e autoclave sobre as variacdes de pH
em funcfio das concentragbes de 4gar e meio ‘MS’. Lavras, MG, 1990.

Quadrados médios

Fonte de variagfio GL

Efeito da chapa Efeito autoclave  Efeito chapa + autoclave
Agar 5 0,2943952%* 0,2616741** 0,4691491**
Meio ‘MS’ 4 0,9976134*+ 0,4444361** 2,571901**
Agar x solugtes 20 0,063203** 0,3810578** 0,1940072**
Residuo 90 0,0009377268 0,01270330 0,01176724
**.P<0,01 Cv= -26,136 49,982 -31,657
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evitar que o meio seja fervido em chapa aque-
cedora para derreter o 4gar, uma vez que terd
obrigatoriamente que passar pelo processo de
autoclavagem para esteritizacdo.

Os efeitos da chapa aquecedora e da autocla-
ve sobre as diferentes concentrages do meio
‘MS’ so vistos na Tabela 3. Na concentragiio
zero do meio ‘MS’, ou seja, na presenca apenas
de dgua destilada, houve uma elevagio do valor
do pH, especialmente na chapa aquecedora.
Com a elevagio das concentragdes do meio
‘MS’, registrou-se uma redugfio crescente do pH
do meio na chapa aquecedora, e decrescente
quando o meio foi autoclavado. Desta forma,
estabelece-se uma compensagio, levando a uma
reducio total de pH de, aproximadamente, 0,5
unidades, independentemente do nivel do meio
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‘MS’ usado. Estes valores corroboram os de
Skirvin (1986), que indicam uma variagio mé-
dia de 0,3 a 0,5 unidades durante o processo de
esterilizagio do meio de cultura.

A interagiio entre concentragdes de 4gar e
concentragdes do meio *MS’ mostra nas Tabelas
4,5 e 6 e Fig. 2, 3 ¢ 4, as alteragies de pH em
presenga da chapa aquecedora, autoclave e cha-
Pa mais autoclave, respectivamente.

Com relagio ao efeito chapa, percebe-se, na
Tabela 4 ¢ Fig. 2, que houve uma baixfssima va-
riaglio de pH na auséncia de dgar, enquanto que
na auséncia do meio ‘MS’ o pH aumentou,
porém em niveis decrescentes, com o aumento
das concentragdes de dgar. A utilizagio de meio
‘MS’ nos niveis de 1/4 e 2/4 levou a uma acidifi-
caglo crescente com a elevagio da concentragio
de dgar, at¢ o miximo de, aproximadamente, 0,3
unidades, registrado com 2/4 do meio ‘MS’ e 8
ou 10 g/l de 4gar. Quando o meio ‘MS’ foi usado
em 3/4 ou 4/4 de sua concentracio, a acidifi-
caclio foi crescente até 8 g/l de 4gar, quando
atingiu uma variagio de 0,53 unidades, ¢ de-
cresceu com 10 g/l. Estas informagdes eviden-
ciam a presenca de componentes do meio ‘MS’
que interagem com o 4gar, induzindo a uma
acidificacfio do meio.

Diferencas marcantes provocadas pela auto-

TABELA 2. Variagbes de pH, devido & chapa aquecedora e autoclave, e suas respectivas contribuigbes em
percentagem da variagho total, em fungio das concentracdes de dgar. Lavras, MG, 1990,

Variagdo de pH
Agar (g0) Total Devido 4 chapa aquecedora Devido 2 autoclave
(Unidades) (Unidades) (%) (Unidades) (%)
0 -0,0605 0,0000 A 0,00 0,0606 A 100,00
2 0,3765 0,0380 B 33,85 04145C 110,09
4 -0,3395 00975 C 28,71 00,2420 B 71,28
6 -0,3410 0,1575D 46,18 -0,1835 B 53,81
8 0,5165 0,2755 F 53,34 0,2410B 46,66
10 0,4220 02105 E 49,88 02115 B 50,12
DMS 0,1 03 0,1

As médias seguidas da mesma letra n4o diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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TABELA 3. Variagbes de pH, devido A chapa aquecedora e autoclave e snas respectivas contribuicbes em per-
centagem da variagio total, em fungfio das concentragbes do meio ‘MS’. Lavras, MG, 1990,

Variagio de pH
Meio ‘M§’
concentragoes Total Devido a4 chapa aquecedora _Devido & autoclave
(Unidades) (Unidades) (%) (Unidades) (%)
o4 02425 A 0,2358C 97,23 0,0067 A 2,77
1/4 04700 B 0,1575 A 33,51 031258 66,49
2/4 -0,4867 B -0,1708 A 35,09 -0,3158 BC 64,88
3/4 20,4954 8B -0,2042 B 41,21 0,2912C 58,78
4/4 -0,5037B 0,2892 D 57,41 20,2146 C 42,60
DMS 0,09 0,02 0,09

As médias seguidas da mesma letra néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

TABELA 4. Diferencas de pH provocadas pela chapa aquecedora na interagio entre as concentragbes de dgar

e do meio ‘MS’, Lavras, 1990,
0/4 1/4 2/4 3/4 4/4

0 -0,1862x107Aa -0,1080x10€Aa -0,2980 x107Aa -0,2980x107Aa  -0,5960x 107 Aa

2 -0,6375 Ce -0,0525 Ab -0,1100 ABb -0,1175 Bb -0,1675 Bb

4 +03750 Cd -0,1775 Be -0,1000 Ab -0,1950 Be -0,3900 Cd

6 +0,2000 ABc -0,1950 Acd 02175 ABc  -0,3200 Cd -0,2550 Be

8 +0,09250 Ab -0,2425 Bde -0,2950 Bd -0,3975 Ce -0,5350 De
10 +0,1100 Ab 02775 Ce -0,3025 Cd -0,1950 Be -0,3875 Dd

As médias seguidas da mesma letra (maitiscula para concentragdes do meio ‘MS’ e mintiscula para concen-
tragOes de dgar) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey 5%.

TABELA 5. Diferencas de pH provocadas pela autoclave na interagiio entre as concentragoes de figar e meio

‘MS’. Lavras, MG, 1990.

Agar MS 0/4 1/4 /4 3/4 4/4
0 +1,2000 Be 0,2945 Aab 20,3900 Aa -0,4010 Aab 20,4075 Ab
2 -0,4075 Ab -0,7850 Be 03825 Aa -0.2125 Aab -0.2845 Aab
4 -0,3145 Ab 20,1500 Aab 20,3290 Aa 02150 Aab .0,2050 Aab
6 -0,0600 Aa 40,2345 Aab 202725 Aa 20,2025 Aa 20,1475 Aa
8 -0,1925 Bab -0,3225 Bb -0,3200 Ba -0.2675 Bab 20,1025 Aa
10 -0,1850 Aab 20,0875 Aa 0.2050 Aa -0,4400 Bb 0,14 Aa

As médias seguidas da mesma letra {maidscula para concentraghes do meio ‘MS’ e mindscula para concen-
tragdes de 4gar) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey 5%.
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clave sobre o pH séo observadas principalmente
noO desdobramento dos niveis de dgar dentro das
proporgtes do meio ‘MS’, indicando que a alte-
ragio do pH ¢ mais influenciada pelo nfvel de
dgar do que pela proporgio do meio ‘MS’ (Ta--
bela 5 ¢ Fig. 3). Elevagio do pH s6 ocorreu na
auséngcia tanto de dgar como de meio ‘MS’. Per-
cebe-se certa uniformidade dos dados, regis-
trando varia¢gdes médias de 0,2 a 0,4 unidades, A
exceclio de alguns valores extremos, como 0,78
¢ também inferiores a-0,2 unidades.

O somat6rio dos efeitos da chapa aquecedo-
ra e da autoclave ¢ visto na Tabela 6 e na Fig. 4.
Houve maior uniformidade nos dados em re-
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lagiio aos efeitos isolados, embora para o nfvel
0/4 de meio ‘MS$’, trés niveis de dgar apresenta-
ram aumento, enquanto outros trés nfveis apre-
sentaram reducéio do pH. Via de regra, as maio-
res variagbes foram observadas nos niveis de 8 ¢
10 /1 de 4gar paras as quatro concentragbes do
meio ‘MS’, registrando valores de até 0,66 uni-
dades, excegho feita com 2 g/l de dgar em 1/4 do
meio ‘MS’, onde a redugiio de pH chegou a 0,83
unidades. Considerando-se os niveis do meio
‘MS’ e concentragho de 4gar (7 g/l) recomenda-
dos por Murashige & Skoog (1962) para uso em
cultura de tecidos, tem-se, fatalmente, uma re-
dugdo de pH dentro dos niveis previstos por

TABELA 6, Diferencas de pH provocadas pela chapa aguecedora e autoclave na interagfio entre concen-

tragbes de 4gar ¢ meio ‘MS’. Lavras, 1990,

Agar ‘MS’ 0/4 1/4 2/4 3/4 4/4
0 +1,2000 Bb -0,2950 Aa -0,3900 Aa -0,4100 Aa 20,4075 Aa
2 +0,2300 Aa 08375 Cc -0,4925 Bab 0,3300 ABa -0,4525 Bab
4 -0,0600 Aa 0,3275 Ba -0,4250 BCab -0,4100 BCa -0,5950 Cab
6 +0,1400 Aa -0,4300 Bab -0,4900 Bab -0,5225 Bab -0,4025 Ba
8 -0,1000 Aa -0,5650 Bb -0,6150 Bb 20,6650 Bb 20,6375 Bb
10 -0,0750 Aa -0,3650 Bab 20,5075 BCab -0,6350 Cb -0,5275 BCab

As médias seguidas da mesma letra (maidscula para concentragdes do meio ‘MS’ e mintscula para concen-
tragbes de dgar) nfo diferem entre si pelo teste de Tukey 5%.
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FIG. 4 Variaches de pH devidas i chapa aquecedora
¢ autoclave, na interaclio de concentracies
de 4gar e do melo ‘MS’, Lavras, MG, 1990.
Skirvin et al. (1986). Assim sendo, o derreti-
mento do dgar deve ser feito apenas em dgua,
para, posteriormente, ser acrescido ac meio,
uma vez que a dgua € menos afetada pela chapa
aquecedora do que 0 meio propriamente dito.
Se o objetivo € oferecer aos explantes um pH
5,7, por exemplo, deve-se ajustar este pH antes
da autoclavagem em 0,4 ou 0,5 unidades a mais,
para gue no final do processo se tenha o pH de-

sejado.

CONCLUSOES

1. A chapa aquecedora ¢ a autoclave provo-
cam variagoes no pH do meio de cultura.
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2. A variagio de pH ¢ minima na auséncia
de dgar.

3. Os efeitos da chapa aquecedora € da auto-
clave sfo similares sobre a variagiio do pH,
quando em concentragies mais elevadas de dgar

(6a10g0).

4. H4 uma redughio crescente do pH na cha-
pa aquecedora € decrescente na autoclave &
medida que se aumenta a concentragio do meio
‘MS’.

5. O pH foi alterado, em média, em 0,3 a 0,5
unidades, com valores extremos de 0,8 unida-
des.
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