VARIAGAO DO pH DO MEIO “MS” DE CULTURA IN VITRO
COMO FUNGAO DA CONCENTRAGAO DE AGAR E DO pH INICIAL"

INACIC DE BARROS®? e MOACIR PASQUAL?

RESUMO - O meio Murashige & Skoog (MS) de cultura foi ajustado para diferentes pHs (4,7;
3,7, 6,7 ¢ 7,7) combinadoes com diversas combinagdes de dgar (0,0; 3,5; 7,0; 10,5 ¢ 14,0 g/l) Apds
dissolugao do agar em chapa aquecedora, o pH foi medido a uma temperatura de 50-50°C, e, a
seguir, 0 meio foi submetido a autoclavagem por 20 minutos, a 120°C. Apds a autoclavagem o
pH foi novamente registrado, mantendo temperatura de 50-55°C. O meio apds chapa aquece-
dora sc alcalinizou em pH inicial baixo, quase ndo variou em pH inicial préximo da neutralidade,
e se acidificou em pH inicial alto. A autoclavagem acidificou 0 meio, tanto mais quanto maior
foi o pH inicial. O dgar mostrou um efeito tamponante sobre 2 variagdo do pH. Durante a auto-
clavagem, os extremos na acidificagio do meic se deram na auséncia do #gar, decrescendo 0,82
unidades em pH inicial 7,7 ¢ 0,18 unidades em pH inicial 4,7. A maior alcalinizagio (0,72 unida-
des) se deu no aquecimentc em chapa com o uso de 14 g/ de dgar e pH inicial 4,7.

Termos para indexagdo: cultura de tecidos, chapa aquecedora, autoclavagem.

pH VARIATION OF MS MEDIUM FOR IN VITRO CULTURE
DEPENDING ON AGAR CONCENTRATION AND INITIAL pH

ABSTRACT - Murashige & Skoog (MS) medium was adjusted for different pHs (4.7, 5.7, 6.7
and 7.7) and supplemented with agar at several concentraticns (0.0, 3.5, 7.0, 10.5 and 14.0 g/).
After dissolution of agar on hot plate at 50-55°C temperature the pH of media was measured.
The medium was sterilized by autoclaving for 20 min at 120°C, and after, the pH was registred
again. The pH after hot plate treatment increased in acid medium, it almost did not change in
near neutral, and decreased in alkaline medium. The autoclaving acidified the medium
particularly as higher was the initial pH. The agar showed a buffer effect on pH variation.
During the autoclaving, the extremes of acidification took place in the medium without agar
reducing 0,82 units in initial pH 7.7 and 0.18 units in initial pH 4.7. The higher alkalization (0.72
units) on hot plate treatment took place in the medium with 14.0 g/ agar and initial pH 4.7.

Index terms: tissue culture, hot plate, autoclaving.

INTRODUGAO

Na preparagioc dos meios de cultura de célu-
las e tecidos vegetais, o nivel de pH € ajustado
com o objetivo de se promover maior € melhor
aproveitamento dos nutrientes pelos explantes.
Contudo, este pH ajustado inicialmente varia
com 0 aquecimento usado no processo de se
dissolver os agentes solidificantes e também pe-
la autoclavagem.

1 Aceito para publicagio em 28 de fevereiro de 1992.
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Variagoes de pH promovidas pela autoclava-
gem foram registradas por George & Sherring-
ton (1984), que evidenciaram uma acidificagao
do meio ‘M$’ de cultura pela autoclavagem, Es-
ta acidificagio, segundo Skirvin et al. (1986),
ocorre tanto em mejo solido como em meio 1i-
quido.

A acidificagio do meio de cultura, promovi-
da pela autoclavagem, tem sido registrada por
diversos outros autores. Skirvin et al. (1986)
observaram quedas de até 1,3 unidades, Cous-
son & Tran Thanh Van (1981), quedas at€ 0,8
unidades, ¢ Shinga (1982) verificou maior in-
tensidade na variagio do pH em meios que ti-
nham pH aferido antes da autoclavagem para
5,2¢35,8.
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As variagdes de pH apés a autoclavagem sao
devidas as reagbes quimicas ocorridas durante o
processo de esterilizagio do meio de cultura, as
quais podem se madificar em fungio do pH
ajustado inicialmente e da temperatura de au-
toclavagem (Bohagel 1971). Este mesmo autor
ainda cita que a qualidade da 4gua, nutrientes
minerais ¢ tipo de autoclave, usados no preparo
do meio, assim como o tempo gasto para auto-
clavagem, influem na variagio do pH.

O pH afeta a consisténcia do meio de cultu-
ra. Romberger & Tabor (1971) afirmam que se
o meio for autoclavade num pH abaixo de 4,5,
ocorre uma hidrolise do 4gar, que o faz nic po-
limerizar ao esfriat.

O 4gar exerce um efeilo tamponante sobre o
pH do meio, € Singha (1982) verificou um me-
nor grau de acidez em presencga de dgar. A ca-
pacidade tamponante dos meios de cultura po-
de ser aumentada adicionando-se dgua de coco
(Caldas et al. 1990). Por outro lado, Waris
(1959) usou carbonato de célcio para manter o
pH em culturas de longa duragao.

Este trabalho teve como objetivo determinar
a variagdo do pH apés a dissolucfo do dgar em
chapa aquecedora e esterilizacio do meio MS
de cultura-em autoclave, em fungio do pH afe-
rido inicialmente ¢ da concentragio de 4gar.

MATERIAL E METODOS

O meio de cultura utilizado foi o de Murashige &
Skoog (1962) - ‘MS!. Os tratamentos consistiram de
diferentes pHs iniciais: 4,7; 5,7; 6,7; 7,7 e diversas con-
centragdes de dgar: 0,0; 3,5; 7,0; 10,5; 14,0 g.

O delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado, com trés repetices, sendo cada repetigio
formada por 30 ml de meio de cultura em um frasco
de boca larga de 200 ml de volume total.

O agar foi dissolvido em dgua bidestilada (1/2 do
volume total do meio), a qual teve seu pH previamen-
te ajustado e foi fervida em chapa aquecedora. Os
componernites do meio {sais minerais, mio-inositol, vi-
taminas, glicina e sacarose) diluidos em.dgua bidesti-
lada perfizeram a outra metade do volume total do
meio, cujo pH também foi ajustado de acordo com os
tratamentos anteriormente descritos.

Apos o aquecimento e dissolugio do dgar em cha-
pa aquecedora as duas metades foram misturadas, € o
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pH, medido. Esta variagio é, portanto, provocada pela
chapa aquecedora € pelo dgar. A segyir, os frascos fo-
ram tampados ¢ submetidos a uma esterilizagfio em
autoclave horizontal durante 20 minutos a 120°C e
pressio de 1,2 atm. Apés a autoclavagem, o pH foi
novamente registrado a uma temperatura de 50 a
559C, sendo a variagfio provocada pelo aquecimento
na chapa aquecedora, pelo dgar ¢ pela autoclavagem.

As seguintes avaliagOes foram efetuadas:

a. Diferenca entre o pH inicial e o pH ap6s chapa
aquecedora - dpH ;

b. Diferen¢a entre o pH apds chapa aquecedora e
o pH ap0s autoclavagem - dpHP,.

Para determinagdo das equagiies de regressfio dos
fatores avaliados, foi utilizada a técnica da superficie
de resposta.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 apresenta-se a andlise de varidn-
cia para todos os fatores avaliados em fungiio
das varidveis independentes; observa-se que as
varidveis independentes atuam conjuntamente
(interagdo significativa) para todos os fatores
avaliados.

Observa-se, na Fig. 1 que, 2 medida que se
aumenta o pH, maior € a varia¢io entre o pH
inicial e o final. Percebe-se que nos valores de
pH inicial 4,7 e 5,7 a diferenga de pH (pH ini-

TABELA 1. Anilise de varidncia para os efeitos do
pH inicial e das concentragdes de dgar,
sobre a variachio de pH ap6s aquecimen-
to em chapa aquecedora ¢ apds autocla-

vagem.
Quadrados médios para
variagdo de pH apds
Fonte de varia¢io GL
Chapa Auto-
aquecedora clavagem
pH inicial linear 1 8,2598** 1,189**
pH iniciat quadrdtico 1 0,0016NS 0,0086NS
Agar linear 1 0,0291** 0,0011NS
Agar quadrético 1 0,0810** 0,1788**
pH inicial x 4gar 12 0,2074** (,1131**
Resfduo 60 0,0028 0,0083

** Significativo a P<0,01.
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dpH, = -0,766 + 0,1241(a} - 0,127(b) - 0,00155(b?) + 0,0233(a} (b)

=

VAR. Ph

FIG. 1. Variagdio de pH devido ao aquecimento em
chapa aquecedora em fungfio do pH inicial e
da concentragio de gar.
dpH,: diferenca entre pH inicial e pH apés
chapa aquecedora.

a: pH inicial.
b: concentragio de dgar.

cial - pH final) € negativa, € tanto maior quanto
mais elevada era a concentragio de 4gar, indi-
cando que © meio ficow mais alcalino, entretan-
10, em pHs iniciais acima de 5,7, os valores fo-
ram posilivos, o que indica que o meio se acidi-
ficou.

Por esta mesma Fig, 1, v&-se que as concen-
tragbes de dgar influem na variagio do pH den-
tro de cada pH inicial, de tal forma que para pH
inicial 4,7 a variaciio ¢ negativa crescente, ou se-
ja, 0 meio vai se tornando tanto mais alcalino
quanto maior a concentragio de dgar; quando
se aumenta o pH inicial, diminui-se a variagio
de pH em fungio das concentragdes de agar, até
que num pH inicial de 6,7, praticamente nio hd
diferenca na variacho do pH em fungio das
concentragdes de dgar.
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Estes fatos sugerem o desprendimento de
moléculas de H mais livres no meio, em fungio
do pH e das concentragdes de 4gar. Em pH ini-
cial préximo da neutralidade, a variagio do pH
¢ muito pequena, e ndo € influenciada pelas
concentrages de 4gar; entretanto, quanto mais
opostos, tanto para o sentido alcalino quanto
para o 4cido, esta variagio vai aumentando com
0 aumento da concentragio de dgar. H4 uma
tendéncia de tornar o meio de forma inversa ao
PH inicial, ou seja: em um pH inicial 4cido, a
variagio aumenta, tendendo a alcalinizar o
meio, enquanto que em um pH inicial alcalino a
variagio também aumenta, contudo, tendendo
acidificagdo. Estas observacdes também podem
ser feitas olhando a Fig. 1, na qual o pH apés
chapa em fun¢io das concentragbes de dgar
dentro do pH inicial 4,7 vai alcalinizando, en-
quanto o pH apds chapa dentro de pH inicial
7.7 vai acidificando.

A variagio do pH apds chapa aquecedora,
em fungdo dos pHs iniciais, dentro das concen-
tragbes de dgar, aumenta, quanto maior ¢ esta

concentragdo. Pode-se visualizar que dentro de
dgar 0,0 g/l a variagdo € de -0,18 a 0,8, enquanto
que deniro de dgar 14 g/l ¢ de -0,71 a 0,62, 0 que
reflete um grande efeito do dgar na variagdo do
pH.

Estes dados concordam com Pasqual et al.
(dados enviados para publicagdo) que observa-
ram haver uma maior variagio de pH apds cha-
pa aquecedora quanto maior a concentragio de
dgar, sendo que nio houve variagdo em dgar
0,0 g1

A variagio do pH devido A agdo de autocla-
vagem, como mostra a Fig. 2, ¢ bem expressiva
em fungio tanto do pH inicial quanto das con-
centragoes de dgar.

Observa-se que A medida que se aumenta a
concentragio de dgar diminui a variagio de pH,
devido i autoclavagem, em fungio do pH ini-
cial. Na auséncia de 4gar, a variacao foi de 0,18
a 0,83, enquanto que com o uso de 14 gl de
4gar esta variagio foi de 0,48 a 0,5. Observa-se,
também, que, em todos os niveis de 4dgar, a va-
riagio do pH aumentou A medida que se au-
mentou O pH inicial de uma forma linear cres-
cente. Estes fatos indicam que o 4gar promove
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dasz°=5 ;o,az + 0,214{a) + 0,596(b) + 0,0231(b?) - 0,0149(a) (b)
re =0,
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FIG. 2. Variagiio de pH devido a autoclavagem em

funcfio do pH inicial e da concentragfio de

4gar.

dpH,: diferenca entre pH inicial ¢ pH apés

autoclavagem.

a: pH inicial.

b: concentragfio de dgar.

um efeito tamponante na variagdo do pH du-
rante a autoclavagem; variacio, esta, no sentido
de acidificar o meio de cultura.

A medida que se aumenta a concentragio de
dgar, cresce a variagio do pH durante a auto-
clavagem, mas ¢st¢ aumento da variagio se d4
segundo a curva quadrdtica, em cada nivel de
pH inicial, sendo que as variagdes de uma con-
centragio de 4gar em relagdo A sua concen-
tragdo proxima anterior s30 aumentadas quanto
maior for a concentragio de agar. Assim sendo,
a variacio de pH no nivel de 3,5 g/l de dgar,
quando comparada & concentragdo 0,0 gl de
4gar, ambos em um pH inicial 4,7, & bem pe-
quena (0,17 - 0,18); por outro lado, a variagdo
do pH com 14 g/l de dgar em relagio & concen-
tragdo de agar de 10,5 gfl, também em um pH
inicial de 4,7, ¢ bem maior (0,47 - 0,32).

Quando se aumenta o pH inicial, este efeito
gradativamente se inverte, até que, chegando a
um pH inicial 7,7, observa-se o efeito contrério

ga variagdo, em fungio das concentragbes de
gar.

Pesq. agropec. bras., Brasflia, 27(11):1513-1517, nov. 1992

L. DE BARRCS ¢ M. PASQUAL

Estes resultados discordam dos publicados
por Skirvin et al. (1986), que observaram ndo
haver diferengas significativas entre meio liqui-
do e meio solido dentro dos diversos pHs ini-
ciais; estes autores observaram também uma va-
riagfio média do pH em fungio da autoclavagem
de 1,1 unidades, ndo registrando diferencas sig-
nificativas nas variagoes de pH (0,8 - minima a
1,3 - maxima).

CONCLUSOES

1. O meio de cultura apés chapa aquecedora
se alcaliniza em pH inicial baixo, quase ndo va-
ria em pH inicial préximo da neutralidade (pH
6,7) e se acidifica em pH inicial alto (pH 7,7).

2. A autoclavagem acidifica o meio de cultu-
ra, tanto mais-quanto maior for o pH inicial.

3. O 4gar possui um efeito tamponanie 3 va-
riagdo do pH, tanto na autoclavagem quanto no
aquecimento em chapa.

4. A maior variagao do pH tendendo a alca-
liniz4-1o se d4 no aquecimento em chapa, com O
uso de 14 g/l de dgar ¢ pH inicial de 4,7 (acrés-
cimo de 0,72 unidades de pH).

5. Durante a autoclavagem, 0§ extremos na
acidificagio do meio, em funcio dos pHs ini-
ciais, se ddo na auséncia de 4gar, decrescendo
0,82 unidades em pH 7,7 € 0,18 unidades em pH
4,7.
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