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Resumo: Pesquisas em Biologia Molecular necessitam de
diversos reagentes quimicos que representam um elevado
risco a saude humana e ao meio ambiente, além da
consideravel geracdo de residuos toxicos, cujo o
armazenamento e destinagcdo adequada representam um
custo para a universidade. Neste contexto, a conscientizacao
da toxicidade dos reagentes utilizados em protocolos
experimentais pelos pesquisadores e a redugao ou eliminagao
de residuos é uma acao importante e representa um primeiro
passo para a implementacdo de um sistema de gestao
ambiental (SGA). O objetivo deste trabalho foi promover uma
maior conscientizacdo dos pesquisadores de um laboratério
de Biologia Molecular para a organizacao de reagentes e
residuos gerados, de acordo com sua toxicidade e seus efeitos
sobre a salde humana e ambiental. Para atingir este objetivo,
foram avaliados quais eram os protocolos experimentais de
rotina utilizados no laboratério que geram residuos toxicos, o
gue revelou que os procedimentos de purificagcdo de acidos
nucleicos (eletroforese) e proteinas (cromatografia e
eletroforese) eram os mais relevantes. Em seguida, todos os
reagentes laboratoriais foram organizados de acordo com as
suas caracteristicas toxicas sobre o trabalhador e o ambiente,
e também foram introduzidos protocolos que minimizam a
utilizagdo de reagentes toxicos. Foi estimada que a
guantidade de residuos gerados foi ao longo de um ano, e
foram implementados novos protocolos para reduzir os
residuos gerados. Durante todo o processo foram efetuados
seminarios e reunides com os integrantes do laboratério para
divulgagao das agdes. Como resultado, houve uma melhora
na seguranca do trabalho dos pesquisadores e na utilizagao
consciente dos materiais. A otimizacao dos protocolos
experimentais também levou a uma reducdao de 100% na
utilizacdo de reagentes para coloragdao/descoloracdo de géis e
um decréscimo de 66% de reagentes utilizados, e 50% de
residuos gerados para purificacdo de proteinas. Também
foram identificadas acbes na reutilizacdo de matérias
plasticos, diminuindo o volume de residuos sélidos gerado.
Acreditamos que os esforgos apresentados aqui representam
um primeiro passo para a implementagao de um sistema de
gestao ambiental no laboratério em questao.

Palavras-Chave: Laboratério de Biologia Molecular; Geragao
de residuos; Saude ambiental e ocupacional.

Abstract: Research in molecular biology needs a high
diversity of chemical reagents that present high
dangerousness to human and environment health, besides
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the considerable toxic residues generation whose storage and
proper disposal represent a cost to the university. In this
context, awareness of the toxicity of the reagents used in
experimental protocols by the researchers and the reduction
or elimination of waste is an important action and represents
a first step towards the implementation of an environmental
management system (EMS). The objective was to promote
greater awareness of the researchers of a molecular biology
laboratory for the organization of reagents and generated
waste, according to its toxicity and its effects on human and
environmental health. To achieve these objectives were
evaluated which were routine experimental protocols used in
the laboratory that generate toxic waste, which revealed that
the nucleic acid purification procedures (electrophoresis) and
proteins (chromatography and electrophoresis) were the most
relevant. Then all laboratory reagents was organized
according to their toxic characteristics of the worker and the
environment and were also introduced protocols which
minimize the use of toxic reagents. The amount of waste
generated it was monitored over a year and new protocols
have been implemented to reduce waste. Throughout the
process seminars were conducted and meetings with lab
members for disclosure of actions. As a result, there was an
improvement in the safety of the researchers work and the
conscious use of materials. The optimization of experimental
protocols also led to a reduction of 100% in the use of
reagents for coloring / bleaching gels and a 66% decrease of
used reagents and 50% to waste generated for protein
purification. They were also identified actions in the reuse of
plastic materials, reducing the volume of solid waste
generated. We believe that the efforts presented here
represent a first step towards the implementation of an
environmental management system at the laboratory in
question.

Keywords: Molecular Biology Laboratory; Waste generation;
Environmental and occupational health.

Resumen: La investigacion en biologia molecular necesita
una alta diversidad de reactivos quimicos que presentan alta
peligrosidad para la salud humana y el medio ambiente,
ademas de la gran generacién de residuos toxicos cuyo
almacenamiento y eliminacién adecuada suponen un coste
para la universidad. En este contexto, el conocimiento de la
toxicidad de los reactivos utilizados en los protocolos
experimentales por los investigadores y la reducciéon o
eliminacién de los residuos es una accion importante vy
representa un primer paso hacia la implementaciéon de un
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1 Introducao

sistema de gestion ambiental (SGA). Los objetivos de este
estudio fueron una mayor conciencia de los investigadores de
un laboratorio de biologia molecular para la organizacién de
los reactivos y de los residuos en funcién de su toxicidad de
los residuos generados y sus efectos en la salud humana y del
medio ambiente. Para lograr estos objetivos se evaluaron los
cuales eran los protocolos experimentales de rutina utilizados
en el laboratorio que generan residuos téxicos, que revelaron
gue los procedimientos de purificacion de acidos nucleicos
(electroforesis) y proteinas (cromatografia y electroforesis)
fueron los mas relevantes. A continuacién, todos los reactivos
de laboratorio se organizaron de acuerdo a sus caracteristicas
toxicas a los trabajadores y el medio ambiente y también se
introdujeron protocolos que minimicen el uso de reactivos
toxicos. La cantidad de residuos generados se controld
durante un afo y nuevos protocolos se han implementado
para reducir los residuos. Durante todo el proceso se llevaron
a cabo y reuniones con los miembros del laboratorio para la
divulgacion de las acciones seminarios. Como resultado se
produjo una mejora en la seguridad del trabajo de los
investigadores y el uso consciente de los materiales. La
optimizacién de los protocolos experimentales también
condujo a una reduccion de 100% en el uso de reactivos para
la coloracién / blanqueo de los geles y una disminucion de
66% de los reactivos utilizados y 50% a los desechos
generado por la purificacion de proteinas. También se
identificaron acciones en la reutilizacion de materiales de
plastico, que reduce el volumen de residuos sdlidos
generados. Creemos que los esfuerzos que se presentan aqui
representan un primero paso hacia la implementacion de un
sistema de gestidon ambiental en el laboratorio en cuestién.

Palabras clave: Laboratorio de Biologia Molecular;
Generacién de residuos; Salud ambiental y ocupacional.

O Laboratério de Biologia Molecular e Estrutural do Instituto de
Biociéncias da UNESP Campus do Litoral Paulista (LABIMES — UNESP/IB-
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CLP), em Sao Vicente, tem como principais linhas de pesquisa o estudo do
envolvimento de enzimas que possuem suas atividades bioldgicas centradas
em processos redox e em biofdrmacos proteicos antitumorais. Estes
estudos buscam compreender as fungdes bioquimicas/estruturais destas
proteinas, com aplicacdbes no conhecimento da biodiversidade e
biotecnologia (LOPES et al., 2015; NETTO et al., 2016).

Os protocolos utilizados nas atividades diarias do LABIMES que geram
residuos podem ser divididos em quatro grupos:

— Purificacdo de proteinas por cromatografia de afinidade por metais
imobilizados (IMAC);

— Eletroforese em gel para proteinas (poliacrilamida) e para acidos
nucléicos (agarose);

— Coloracdo e descoloracao de géis de eletroforese, e

— Preparo de solugdes diversas.

Estas atividades necessitam da utilizacdo de reagentes quimicos que
possuem carater téxico, podendo causar danos a tecidos e érgaos em caso
de acidente durante a manipulacao do reagente puro ou em solucao.
Adicionalmente, para os procedimentos experimentais, sao utilizados
insumos plasticos os quais em conjunto com os reagentes se comportam
como poluentes para o meio ambiente, principalmente para o meio aquatico
(NRCC, 2011).

No final do século XX, a percepcao de que a poluicdo quimica levava
a grandes riscos a salde humana e ao meio ambiente fomentou a
necessidade de um conjunto de medidas tendo como meta a redugao nao
s6 da producdo e eliminacdo de residuos, como também do melhor
acompanhamento desde sua producao ao seu descarte, de forma a atingir
um equilibrio entre a necessidade de producao de residuos e o seu impacto
social e ambiental. Este conjunto de agdes foi denominado de gestao
ambiental (ONU, 1992).

No caso de quimicos, cada reagente adquirido é acompanhado de
suas instrucdoes de uso e descarte, periculosidade, riscos para o meio
ambiente e seguranca no trabalho, uma vez que foram criadas diversas
normas por o0rgaos e agéncias internacionais que visam a seguranca do
trabalhador e do meio ambiente (ALBERTINI et al., 2000; HALPERN et al.,
2008; NIOSH, 2010; US-EPA, 2004; VOROSMARTY et al., 2010). Desta
forma, a gestao ambiental tem ganhado importédncia na nossa sociedade
incluindo as universidades, as quais implementaram diversos sistemas de
gestao (WHO, 2000). Entretanto, no caso das universidades brasileiras, a
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implementacao é relativamente recente. Como exemplo, no estado de Sao
Paulo foram implementados apenas nos Uultimos anos programas ou
sistemas de gerenciamento de residuos quimicos e bioldgicos, onde sao
promovidas agdes para a utilizacao racional de quimicos, acondicionamento
adequado de residuos e destinacao especifica e apropriada visando evitar
danos a salde dos pesquisadores, da sociedade e do meio ambiente (DE
CONTO, 2010; FONSECA, 2009).

Entretanto, a criacdo de espagos destinados a guarda, coleta,
transporte e destinagcdao representam um custo significativo para as
universidades (FONSECA, 2009); DE CONTO et al., 2011). Desta forma, a
reducao de residuos é estrategicamente importante ndao sé para a economia
de recursos financeiros para suas atividades de ensino, pesquisa e
extensdao, mas também para a prdpria conscientizacdao sécio ambiental da
importancia do gerenciamento de residuos. Neste contexto, existe uma
necessidade premente da implementacao de acdes que visem reduzir ou
eliminar protocolos que gerem residuos quimicos e biolégicos, podendo
resultar na criacdo de sistemas de gestao nos laboratérios das
universidades, o que representa ganhos ndo sé para a universidade, mas
também para a sociedade e meio ambiente.

2 Objetivos

Os objetivos deste trabalho residiram na avaliacdo das atividades
desenvolvidas em um laboratério de Biologia Molecular através da analise
minuciosa e sistematica dos protocolos, material de consumo plasticos e
reagentes quimicos utilizados, visando a otimizacdo de processos
experimentais e dos procedimentos de rotina. Esta analise teve o intuito de
reduzir ou eliminar a geracdo de residuos, bem como conferir uma maior
percepcao aos pesquisadores do risco de manipulacdao de reagentes
quimicos e da vantagem da reducdao na geracao de residuos, visando
implementacao futura de um sistema de gestao ambiental, baseando-se na
norma NBR ISO 14001:2004 da ABNT.

3 Material e Métodos

Para a descricdo e compreensao por completo de cada etapa
desenvolvida nas atividades diarias do laboratério, utilizou-se os manuais
de operacgao dos equipamentos e dos reagentes, conforme as descrigoes e
recomendacdes dos respectivos fabricantes. Em sequéncia, categorizou-se
os reagentes utilizados de acordo com sua periculosidade (SAMBROOK;
RUSSEL, 2001). Em seguida foram redigidos protocolos levando-se em
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conta cada reagente utilizado e sua finalidade no contexto experimental,
bem como os riscos associados ao composto quimico.

Tendo em vista a variedade de residuos gerados pelo laboratério, foi
realizada uma estimativa da quantidade de reagentes utilizadas ao longo
de um ano e o quanto de residuo cada um gera, levando-se em
consideracao os reagentes: mais expressivos, poluentes (Lista RETP do
Ministério do Meio Ambiente) e material de consumo plastico.

A otimizagao dos protocolos experimentais se deu tanto por meio de
levantamentos bibliograficos em revistas e periddicos relacionados a
metodologia cientifica na area de Biologia Molecular e bioquimica, assim
como através de alguns testes realizados no préprio laboratério durante a
execucao dos protocolos. Os dados obtidos neste trabalho foram
transmitidos aos pesquisadores e usuarios do laboratério por meio
eletronico e seminarios.

4 Resultados e Discussao

4.1 Descricdao dos protocolos ressaltando a toxicidade dos
reagentes

4.1.1 Protocolo para purificacdao de proteinas:

Este protocolo tem como objetivo isolar proteinas recombinantes de
interesse para a realizacdo de ensaios analiticos referentes a sua atividade
e/ou estrutura. Por meio de metodologias envolvendo clonagem e
manipulacdo génica, é inserida uma cauda de poli-histidina (seis residuos
do aminoacido histidina adjacentes a enzima), que possibilita a purificacdo
da proteina. Para isto utiliza-se a técnica de cromatografia de afinidade por
metais (IMAC). Nesta técnica, sdo utilizadas colunas compostas por resinas
porosas (Talon ou Sepharose — GE Healthcare) nas quais sao adsorvidos
metais (cloreto de cobalto para Talon e sulfato de niquel para Sepharose).
A proteina alvo, por meio da cauda de poli-histidina, se liga covalentemente
ao metal, enquanto as demais biomoléculas presentes no extrato celular
passam livremente pela coluna cromatografica, isolando a enzima de
interesse (SAMBROOK; RUSSEL, 2001).

Para romper a ligacdo da cauda de poli-histidina a coluna, utiliza-se
uma solucao contendo o reagente Imidazol, que compete fortemente com
a histidina para se ligar ao metal, fazendo com que em concentragoes
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elevadas (300mM para o cobalto e 500mM para o niquel) a proteina se
dissocie por completo da resina. Esta etapa é denominada de eluicdo, e o
produto final é a proteina purificada em solucdo de Imidazol (SAMBROOK;
RUSSEL, 2001). A limpeza da coluna é feita com 10ml de solugcao de EDTA
(acido etilenodiamino tetra-acético), que se liga a ions metalicos, fazendo
com que estes se desprendam da resina. Para a reutilizacao da coluna esta
é recarregada com 10 ml de solugcao contendo metal (50mM quando
utilizado o cobalto e 100mM quando niquel) para que o metal fique
adsorvido e a coluna esteja apta para nova purificacdo de proteinas.

O maior problema em relacao a geracao de residuos relacionados a
esta técnica envolve a utilizagao de ions derivados de niquel e cobalto. Estes
metais podem gerar danos ao meio ambiente por serem bioacumulativos
na cadeia alimentar, o que os tornam extremamente tdxicos,
principalmente no meio aquatico (MENDOZA-CARRANZA et al., 2016).

4.1.2 Eletroforese

A eletroforese é um processo que promove a separacao de moléculas
que possuem carga utilizando um substrato sélido (gel) e aplicando-se um
campo elétrico, fazendo com que esta separacdo ocorra devido a diferencas
de tamanho e carga entre as moléculas. As amostras contendo biomoléculas
sao aplicadas em um gel (composto de poliacrilamida para proteinas e
agarose para acidos nucleicos) que forma uma malha molecular porosa
durante a sua polimerizacdo (SAMBROOK; RUSSEL, 2001). Em seguida, é
aplicada uma corrente elétrica que faz com que moléculas maiores (e
consequentemente de maior massa molecular) apresentem menor
mobilidade na malha porosa do gel e, portanto, menor migracao no gel. Por
outro lado, as moléculas menores apresentam uma maior mobilidade, o que
permite a separacao das biomoléculas com massas moleculares distintas.
Os protocolos de confeccao desses géis envolvem a utilizacdo de reagentes
perigosos, que requerem cautela durante a sua manipulagao (NRCC, 2011;
WHO, 2000).

Para o preparo de géis de poliacrilamida, sdo utilizados: Tris, dodecil
sulfato de sddio (SDS), acrilamida, bis-acrilamida, persulfato de amoénio
(PSA) e tetrametiletilenodiamina (TEMED). O Tris é utilizado na producao
de solugdes de tamponamento para diversas finalidades, sendo necessario
certos cuidados apenas na manipulacdo do reagente na forma sélida (p9),
que pode ser danoso a saude se inalado, ingerido ou absorvido pela pele.
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O SDS é um potente detergente que promove a desnaturagao de
proteinas (fazendo com que estas fiquem na forma de uma cadeia linear),
que pode ser adquirido comercialmente na forma em pd. Por ser um pé
muito fino, pode ser facilmente inalado durante a sua manipulacao,
podendo causar irritagdes nas vias superiores do sistema respiratorio. A
acrilamida e a bis-acrilamida sdao neurotoxinas potentes de carater
cumulativo que podem ser facilmente absorvidas tanto pela pele (seja em
pd ou em solugdo) quanto pelas vias aéreas (na forma de pd).

O PSA e o TEMED reagem entre si e promovem a polimerizacao da
acrilamida, sendo estes comercializados na forma de pé e em solucao,
respectivamente. Ambos sao altamente destrutivos para membranas
bioldgicas, tecidos e mucosas, podendo ser fatais se inalados. O TEMED é
extremamente volatil e inflamavel, sendo capaz de se dissipar a uma
distancia consideravel e sofrer ignicao e “flash back” caso encontre uma
chama. Durante a polimerizacdo do gel, a acrilamida é transformada em
poliacrilamida, que é atdxica. Entretanto, no gel podem haver resquicios de
acrilamida nao polimerizada, necessitando cuidados durante a sua
manipulacao (SAMBROOK; RUSSEL, 2001).

Para a execucao da técnica de eletroforese sdao necessarios os
seguintes reagentes: Tris, azul de bromofenol e glicerol. Como mencionado
anteriormente, o Tris é utilizado para tamponar as amostras em pH
adequado, enquanto o glicerol (que é atdéxico), por possuir densidade maior
do que a agua, é utilizado para fazer com que a amostra contendo a proteina
figue mais densa e se aloque no fundo dos pocos moldados no gel, que
servem para evitar o espalhamento e consequente perda da amostra. Ja o
azul de bromofenol é um corante utilizado para a monitoramento a olho nu
do processo de eletroforese. Os maiores riscos relacionados ao seu uso
estao ligados a acidentes durante a manipulacdo do reagente em po,
podendo ser toxico se inalado, ingerido ou em contato com a pele.
Adicionalmente, apds a eletroforese, € necessario realizar a coloracdao do
gel para observar a presenca de bandas com proteinas, o que sera
explorado no préximo tépico (SAMBROOK; RUSSEL, 2001).

Para o processo de eletroforese de acidos nucleicos em géis de
agarose sao utilizados os seguintes reagentes: azul de bromofenol, Tris,
EDTA, agarose, acido acético e brometo de etideo. Dentre estes reagentes,
0 mais perigoso é o brometo de etideo, um potente agente carcinogénico e
teratogénico. Este composto é utilizado para a visualizagdo dos acidos
nucleicos, uma vez que ele se intercala as bases de DNA e emite uma cor
alaranjada intensa quando exposto a luz ultravioleta, permitindo a
verificacdo de bandas onde estad concentrado o DNA/RNA. Devido a sua
caracteristica intercaladora de acidos nucleicos, o brometo de etideo é um
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reagente bastante toxico, apresentando elevado carater
carcinogénico/mutagénico, que se agrava no caso de contaminagdes
durante a gestacao (SAMBROOK; RUSSEL, 2001).

O azul de bromofenol é utilizado da mesma forma que nos géis de
acrilamida, ou seja, para monitorar o processo de migracao das bandas na
eletroforese. O EDTA é utilizado em solugdao com o intuito de manter estavel
a estrutura dos acidos nucleicos, uma vez que possuem a capacidade de
interagir com metais, impedindo assim a acdao de enzimas que utilizam
esses ions metalicos como um co-fator para sua ativacao e podem causar
danos ao DNA/RNA. Assim como o Tris, os perigos relacionados ao uso do
EDTA se restringem a manipulagdao do reagente em pd. A agarose é um
polissacarideo atdxico sollUvel apenas em &gua fervente, e apds o
resfriamento e consequente polimerizacdo é responsavel pela formagao do
gel propriamente dito. O acido acético é utilizado para reduzir o pH (que
fica basico devido as propriedades do Tris) e fornecer ions para a
eletroforese. (SAMBROOK; RUSSEL, 2001).

4.1.3 Coloracgao de géis de eletroforese

Este procedimento é feito com o intuito de observar se o processo de
purificacdo de proteinas ou extracao/isolamento de DNA/RNA obteve éxito.
A coloracao dos géis de agarose é feita durante a eletroforese por meio do
brometo de etideo contido no gel, o qual ja foi explicado anteriormente.
Portanto, neste topico, serd abordada apenas a metodologia aplicada aos
géis de poliacrilamida.

Nestes, a coloracdo é feita apds a corrida da eletroforese e para isso
sao necessarios os reagentes: Coomassie Brilhant Blue R (CBB), acido
acético glacial e metanol. O CBB é o corante que ira se ligar a proteina e
formar as bandas visiveis no gel apds a descoloragdao. O corante, quando
em pH acido (mas ndo abaixo de pH 2) se liga a proteina, formando um
complexo em duas etapas: inicialmente, o corante doa elétrons para os
grupos ionizaveis da proteina, comprometendo sua estrutura nativa de
forma a expor as porcgoes hidrofébicas, que se ligam de forma ndo covalente
(forca de Van de Walls) as regides apolares do corante (SAMBROOK;
RUSSEL, 2001). Com isto, ocorre o posicionamento dos grupamentos amina
(positivos) préximo as regides com carga negativa do corante, fazendo com
que as ligacdes idOnicas formadas estabilizem a forma azul do corante
(BRADFORD, 1976).

Desta forma, quanto maior a concentragao da proteina, mais corante
vai se acumular naquela porcao, aumentando o tamanho da banda. O acido

ZURLO, F. M.; TAIRUM JUNIOR, C. A.; OLIVEIRA, M. A.; SANSOLO, D. G. Avaliacdo e modificagdo de protocolos
de rotina para reducdo da producéo de residuos na universidade. R. Laborativa, v. 5, n. 2, p. 88-112, out./2016.
http://ojs.unesp.br/index.php/rlaborativa.

97



acético é utilizado para manter o pH préoximo a 2, além de ajudar na fixacdo
do corante. O balanco de cargas do corante se da por meio de trés atomos
de nitrogénio (cargas positivas) e dois acidos sulfonicos (cargas negativas),
sendo que a perda de cargas positivas (desprotonacao) ocorre em razao do
pH. Em pH abaixo de 1,15, o balanco de cargas é positivo; entre 1,15 e
1,82 é neutro; e proximo a 2 é negativo (-1) (CHIAL; THOMPSON;
SPLITTGERBER, 1993). Por esta razao utiliza-se um acido fraco, pois em
valores de pH menores que 1,82 as formas do corante que se estabilizam
sao a verde (pH 1,15) e a vermelha (pH 0), os quais ndao formam os
complexos corante-proteinas, pois o corante precisa doar elétrons para
corar a proteina (formacdo do complexo). Ja o metanol é utilizado apenas
para solubilizar o corante.

Os trés reagentes utilizados neste procedimento sdo considerados
toxicos se inalados, ingeridos ou em contato com a pele, além do fato do
metanol ser inflamavel. Uma forma de acelerar o processo de coloragao é
aquecer o gel imerso na solucao corante em um forno de microondas, o que
€ extremamente perigoso, pois desta forma, elimina-se acido acético e
metanol em forma de vapor, aumentando a chance de inalagdao ou contato
com os olhos e combustao do metanol.

4.1.4 Descoloracao de géis de eletroforese

Este procedimento é aplicado apenas aos géis de poliacrilamida. A
utilizacdao do corante faz com que todo o gel seja corado, de forma que nao
seja possivel visualizar as bandas. Apds a descoloracao, todo corante que
estava ligado ao gel é retirado, sendo que apenas as bandas onde estao as
proteinas ficam coradas, conforme explicado anteriormente. Para este
procedimento, sao utilizados os reagentes: acido acético e metanol. Assim
como no processo de coloracdo, o acido acético é utilizado para manter o
pH proximo a 2, enquanto o metanol é utilizado para solubilizar o corante,
que, neste caso, fard com que o corante presente no gel seja diluido até
ficar transparente apds sucessivas trocas de descorante. Durante este
processo, o corante que se ligou a proteina ndo é descorado devido as
ligacOes de alta energia (i6nicas) (Figura 1). Assim como no processo de
coloracao, o aquecimento da solucao descorante faz com que o processo
seja acelerado. Entretanto, os riscos relacionados a inalagao de vapores de
reagentes toxicos sao maiores devido as etapas sucessivas.

Apds o processo de descoloragao, o corante retirado do gel fica diluido
na solucao descorante, que deixa de ser cristalina e se torna levemente
azulada, fazendo com que sua eficiéncia em descorar seja reduzida. Com o
intuito de evitar a producdo de residuos de solucao descorante, utiliza-se
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carvao ativado em um filtro de papel, de forma que o corante é retido pelo
carvao e a solugao descorante fica cristalina novamente, sendo possivel a
reutilizacao da solucao descorante. Com o passar do tempo e ao longo de
sua utilizacdo, a solucao evapora, e o Unico residuo gerado é o carvao
ativado ligado ao corante, que é substituido, em geral, a cada trés meses.

A)

B)

Figura 1: Processo de coloragao e descoloracdo de géis para deteccdo de proteinas corados
com Coomassie Blue. A) Gel apods processo de coloragdo utilizando Coomassie Brilhant
Blue. B) Gel apds processo de descoloragdo com metanol e acido acético. O detalhe revela
as bandas de proteina. C) Residuo gerado apés descoloracao do gel. D) Solugdo descorante
a base de acido acético e metanol apds filtracdo utilizando carvdo ativado pronta para
reutilizacao.

4.1.5 Preparo de solugoes

Para a execucao de todos os protocolos do laboratério sao preparadas
solugbes estoque (mais concentradas), que sdo diluidas conforme a
necessidade de cada experimento. Todos o0s reagentes utilizados nas
atividades didrias e seus respectivos riscos a saude (SAMBROOK; RUSSEL,
2001) estao ilustrados na Figura 2 e Tabela S1.
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Hidroxido de Sodio
Acido Cloridrico TEMED

Perdxidos Lisozima SDS EDTA
Sulfato de Ferro DTT MES

Ampicilina Cloreto de Zinco Bromofenol

Acido Sulftrico

Nessler
Cloreto de Potassio Coomasie Brilhant Blue

Sulfato de Magnésio  Acido Bérico Fosfato de Sddio
Cloreto de Magnésio Etanol Imidazol  Isopropanol
Metanol Nitrato de Prata MOPS  Cloreto de Cobalto

Cloreto de Manganés  Nitrato de Sodio  Triton X-100

Butanol Acetato de Aménia Tris Acido Acético

PSA Sulfato de

Acido Citrico HEPES Fosfato de Potassio .
Cianeto Niguel

Proteinase K Sulfato de amonia
Glicina Ureia

Ferrocianato de
Potassio

Estreptomicina

3 I Brometo de Etideo
-merca ptoetano
Cloranfenicol

@ Causa irritacdes se inalado, ingerido ou absorvido pela pele
Efeitos neurotdxicos acumulativos

@ Carcinogénico e/ou mutagénico

@ Corrosivo para tecidos e mucosas

@ Venenoso/Fatal se inalado, ingerido ou absorvido pela pele

Figura 2: Reagentes utilizados na producdo de solucdes e seus riscos a saide
humana. Os reagentes foram divididos em cinco categorias conforme o0s riscos
apresentados em relagdo ao contato dos reagentes com tecidos e mucosas, seja por
inalacao, ingestdo ou contato com a pele.
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Cada categoria possui um diferente nivel de periculosidade, exigindo
assim que sejam tomados cuidados especificos durante a manipulacao
desses reagentes, e sempre com a utilizagcdao de equipamentos de protecao
individual (E.P.I.), conforme preconiza a legislagdao trabalhista
(Brasil,1978), em essencial as luvas (adequadas aos produtos quimicos em
utilizacao), 6culos de seguranca e o avental (UNIFESP, 2016), que devem
ser utilizados para a manipulacao de todos eles. As caracteristicas de cada
grupo de reagentes e os cuidados a serem tomados sao:

— Circulo Azul: reagentes quimicos que apresentam menor nivel de
perigo. De qualquer forma, devem ser manipulados com bastante
cuidado e atencao, utilizando-se luvas, principalmente na manipulagao
de reagentes na forma soélida ou, no caso de reagentes, na forma liquida
concentrada. No caso do SDS, os cuidados devem ser maiores, pois o
reagente é comercializado na forma de um pd bastante fino, que se
suspende facilmente no ar durante a manipulagcdo, aumentando os
riscos de inalagao e contato com os olhos. Neste caso, deve-se utilizar
mascara semifacial PFF2, 6culos de protecao e demais acessérios de
protecao.

— Circulo Laranja: nesta categoria estdo representados os reagentes
neurotdxicos cumulativos, os quais sao utilizados no processo de
producdo de géis de poliacrilamida. Sdo comercializados na forma sdlida
(p6) e devem ser manipulados com extremo cuidado e atencao,
utilizando-se luvas, mascara semifacial PFF2 e 6culos de protecdo, ou
manipular o reagente dentro de uma capela de exaustdo, principalmente
para o caso da metilbisacrilamida, que é um p6 bastante fino.

— Circulo Verde: os reagentes desta categoria causam corrosdo a
tecidos e mucosas, sendo necessarios diversos cuidados na sua
manipulagdao, principalmente dos reagentes solidos e das solucdes
liguidas comerciais (mais concentradas). Reagentes como acido
cloridrico e hidréxido de sédio devem ser necessariamente manipulados
no interior da capela, utilizando-se de luvas e éculos de protecdo. Uma
atencao especial deve ser dada ao TEMED pela sua volatilidade, portanto
sua manipulacdao dever ser feita tomando-se os mesmos cuidados dos
outros reagentes do grupo.

— Circulo Roxo: nesta categoria estdo representados os reagentes que
sdo venenosos e podem levar a morte. O PSA possui carater corrosivo
para membranas e mucosas, mas esta nesta categoria por ser fatal se
inalado. Todos os reagentes desta categoria devem ser manipulados
com a utilizacao de luvas e 6culos, dentro de uma capela com exaustao.

— Circulo Vermelho: dentro desta categoria estao os reagentes que
possuem acdo mutagénica, carcinogénica e/ou cancerigena quando
ingeridos, inalados ou em contato com a pele. Devem ser manipulados
com o uso de luvas e Oculos de protecdo, sendo que quando a
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manipulagao envolver o reagente sdélido, esta deve ser executada dentro
da capela com exaustao.

Alguns dos reagentes apresentados na figura 1 sao considerados
poluentes ambientais segundo a lista oficial de “Registro de Emissdes e
Transferéncia de Poluentes — RETP (BRASIL. MINISTERIO DO MEIO
AMBIENTE, 2005). Esta lista estd associada as atividades econdmicas do
pais e aos reagentes quimicos utilizados em cada uma. Entretanto, mesmo
gue as atividades de pesquisa ndo estejam especificadas nesta lista os
seguintes produtos podem ser encontrados nas demais atividades:

— Cobalto, niquel, mercirio e ferro: sdo considerados como
metais pesados. Apesar do termo metais pesados ser bastante
controverso, um relatério técnico da IUPAC (DUFFUS, 2002)
sumarizou como principais as seguintes caracteristicas para esta
classe de elementos: aqueles que possuem 3,5 e 7,0 g/cm3e
elevado raio e nUmero atémico. Estes elementos bioacumulam na
cadeia trdéfica, sendo prejudiciais ao organismo pelo fato de
interagirem com macromoléculas, impedindo ou prejudicando o
desempenho de suas fungdes bioldgicas.

— Acrilamida: Como citado anteriormente, trata-se de uma
neurotoxina bioacumulativa, portanto pode causar danos de
médio/longo prazo a biota aquatica.

— Metanol: Causa irritagbes em contato com a pele e mucosas,
além de causar cegueira, pois é capaz de dissociar as proteinas
da retina. Quando ingerido, é metabolizado pela mesma enzima
que metaboliza o etanol (alcool desidrogenase hepatica — ADHh)
de forma que neste caso ocorre a formagao de acido féormico, que
além de ser irritante e corrosivo para mucosas, altera o pH do
meio, causando disfungdes na homeostase.

— Acidos acético, cloridrico e sulfarico: Com excecdo do acido
acético, sao acidos fortes, com alto poder corrosivo para
membranas e mucosas, além de serem capazes de acidificar o
ambiente, causando uma série de desequilibrios para o meio
aquatico.

— Fosforo: O grande problema relacionado ao fésforo é o fato de
este ser um nutriente para animais e plantas, e uma vez que em
grandes concentracdes no ambiente aquatico, pode provocar a
eutrofizacao e degradacdao ambiental.

— Cianetos: S3o venenosos por possuirem alta afinidade por
metais, ligando-se principalmente ao ferro dos complexos
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proteicos da cadeia transportadora de elétrons, impedindo a
respiragao celular.

4.2 Estimativas da utilizacao de reagentes quimicos

Na tabela 1 estao dispostos as quantidades estimadas de consumo
anual dos reagentes que se encontram nas categorias citadas acima. O
metanol e 0 acido acético ndo geram residuos, pois sdo reutilizados apés a
filtragem com carvao ativado, como foi explicado anteriormente, de forma
gue ao longo do tempo ocorre a evaporagao dos mesmos, nao gerando
residuos para descarte. A quantidade de residuos gerados para o fosforo
provavelmente esta subestimada, visto que devido a sua grande demanda,
muitas vezes é necessario a diluicdo da solucdo estoque para diversas
outras concentragoes, dificultando uma estimativa exata. O ferro e o
mercurio, apesar de serem utilizados ha pouco tempo nas atividades do
laboratério, apresentam uma concentragao final elevada.

Na ultima coluna estdao apresentadas as concentragdes maximas para
descarte de efluentes na rede de esgoto de acordo com a resolucao
430/2011 do CONAMA, que dispdoe sobre as condicoes e padroes de
langamento de efluentes. Nem todos os reagentes listados abaixo foram
considerados nesta resolugao, entretanto, como apresentado anteriormente
(Figura 2 e Tabela S1), tratam-se de reagentes com carater téxico (exceto
o fosforo) e danoso ao meio ambiente e a biodiversidade aquatica. Desta
forma, se enquadram no artigo 18 da mesma, na qual “O efluente nao
devera causar ou possuir potencial para causar efeitos tdxicos aos
organismos aquaticos no corpo receptor, ”. Assim, por mais que o0s
valores maximos nao estejam delimitados para todos, estes ndo podem ser
lancados na rede de esgoto. Para os que possuem valores definidos, a
concentracdao dos residuos é consideravelmente maior que o limite,
corroborando para a necessidade de um descarte especifico.

Tabela 1: Estimativa da quantidade dos reagentes mais utilizados por ano na
producao de solugdes, sua respectiva geracao de residuos e concentracao dos
mesmos. Os reagentes aqui listados sao considerados poluentes pelo Ministério do Meio
Ambiente (RETP/BR), e alguns possuem valores limites para lancamento de efluentes pela
resolucdo 430/11 do Conama.

Reagente Quantidade Residuo Concentragao Valores

Utilizada Gerado Maximos

Cobalto 65g 10L 6,5g/L ne
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Niquel 779 10L 7,7g/L 2mg/L

Metanol 25L - ne
Acido Acético 2L — - ne
Fosforo 4Kg 30L 133g/L ne
Acrilamida 300g 6Kg de géis * ne
Brometo de 10ug 5Kg de géis 21g/Kg ne
Etideo
Ferro** 3g 1L 3g/L 15mg/L
Mercirio* * 0,5¢g 10mL 50g/L 0,01mg/L
Cianetos 1g 50mL 20g/L 1mg/L

* — ndo é possivel determinar a concentracdo da acrilamida nos residuos gerados pois
apenas uma parte desta ndo é polimerizada no gel, dificultando a sua quantificagao.

** — reagentes pouco utilizados no laboratério.

ne — ndo especificado.

Os residuos produzidos no laboratério sdo armazenados em
recipientes adequados (de acordo com a NBR 10.004:2004), de forma que
todos sdo etiquetados com o intuito de identificar o residuo do recipiente.
Os recipientes sao acondicionados na Casa de Residuos da UNESP—CLP até
sua destinacao final. Esta é uma etapa externalizada as atividades do
laboratério, sendo realizada por empresa contratada pela reitoria da
Universidade.

4.3 Otimizacao dos protocolos

De acordo com a tabela 1, foram estabelecidas algumas prioridades
na atualizacao dos protocolos visando a mudancga da forma de utilizacao
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destes recursos. Em relacdo as metodologias, os seguintes protocolos foram
atualizados:

— Purificacdao de proteinas (Cobalto e Niquel) — As informacodes
disponibilizadas pelo fabricante consideram a necessidade de descarte
da solucdo contendo o metal apds o recarregamento da coluna.
Entretanto, quando esta etapa é executada, a coluna passou por um
processo completo de limpeza (10 ml de solucao de EDTA para retirar o
metal da resina), deixando a resina totalmente livre de contaminantes.
Desta forma, o mesmo ocorre com a solucao contendo o metal, a qual
passa a ter apenas uma concentragdo um pouco menor do mesmo
(parcela que fica adsorvida na resina), permitindo que ela seja
reutilizada com seguranga ao menos mais duas vezes. Sendo assim, ao
invés de uma producdao de 20mL de residuo por purificacdo (10ml da
solucao de EDTA com o metal que estava na resina + 10ml de solucgao
utilizada para recarregar a coluna), é produzido apenas 10mL
(proveniente da limpeza), pois a solucdo utilizada para recarregar sera
coletada e reutilizada. Como a mesma solucao que antes era descartada
apos ser utilizada apenas uma vez passou a ser utilizada trés vezes, a
reducao da utilizacdo dos reagentes foi de 66%. Durante os testes
realizados nestas condicdes, a purificagdo de proteinas ndao apresentou
nenhum problema na execucgao da técnica ou na obtencao do produto
final. Desta forma, o volume de residuos sera reduzido pela metade,
mas a concentracao deste sera até trés vezes menor.

— Géis de Eletroforese — O problema relacionado aos géis de
eletroforese é basicamente relacionado a grande quantidade de residuos
gerada (Tabela 1). Contudo, a quantidade de contaminante presente é
muito pequena. Existem técnicas de desintoxicacdo para solucdes com
brometo de etideo (LUNN; SANSONE, 1987). Entretanto, para géis na
forma sélida o residuo deve ser destinado para incineragao segundo as
normas da resolucdo 358/05 do CONAMA. Uma outra alternativa é a
utilizagao do Gel Red™ (Biotium Inc.), que é um produto que passou a
ser comercializado recentemente e que possui um mecanismo de agao
similar ao brometo de etideo, mas o fabricante afirma que este nao é
cancerigeno e pode ser descartado no lixo comum (BIOTIUM
TECHNOLOGIES, 2013). Apesar da sua eficiéncia, o produto apresenta
elevado custo, sendo até trés vezes mais caro que o brometo de etideo.
Realizamos alguns testes de secagem dos géis, e os resultados foram
expressivos, uma vez que sem o peso e volume da agua, o restante do
gel se torna infimo. Entretanto, ndo podemos afirmar que seja a solugao
ideal para o problema neste momento, sendo necessario a realizagao de
testes que comprovem que o procedimento é seguro. Desta forma, nao
foi encontrado na literatura nenhuma alternativa para a redugdao do
volume do residuo gerado em caso de géis com brometo de etideo. Uma
alternativa possivel é a utilizagdo de um produto com custo-beneficio
semelhante ao do brometo, o "SYBR® Safe DNA gel stain”, que nao
possui carater mutagénico.
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— Coloracao e descoloracao de géis de eletroforese (Metanol e
Acido acético) — Uma nova metodologia (LAWRENCE; BESIR, 2009;
WONDRAK, 2001) foi implantada. Nesta, a diluicdo do corante é feita
em agua milli-Q. O ponto essencial para o funcionamento do método é
a utilizacdo de quantidade milimétricas de um acido forte; neste caso o
HCl, fazendo com que o corante fique com pH 2 e se estabilize na forma
azul, sendo capaz de corar a proteina. Outro ponto importante é a
retirada do SDS do gel por meio de uma série de lavagens, uma vez que
o corante interage com o SDS. Desta forma, a utilizacdao de metanol e
acido acético nas atividades do laboratério passou a ser nula. Na tabela
2 sao apresentadas as reducdes de reagentes utilizando os protocolos
descritos acima.

Tabela 2: Reducdao das quantidades utilizadas dos reagentes e consequente
producao de residuos em razao dos procedimentos adotados.

Reagente Quantidade Volume

Utilizada Residuo Reagente Residuo

Cobalto 65g 10L 66% 50%

Niquel 779 10L 66% 50%

Metanol 25L - 100% -
Acido Acético 2L - 100% -

Por outro lado, nao foi possivel encontrar alternativas vidveis para
todos os protocolos. O Fosfato apresenta utilizacao de grandes montantes
pelo laboratdrio, sendo dificil o armazenamento de todos os residuos que
contenham o reagente. Adicionalmente, o Mercurio, Ferro e Cianeto
apresentam utilizacao pouco expressiva, de forma que os dois primeiros
comecaram a serem utilizados recentemente e sao praticamente
degradados em reagdes enzimaticas. J& o cianeto, o qual ndo é mais
utilizado, tem todo o residuo produzido até o momento armazenado em
concentragdes nao toxicas.

4.4 Estimativa da utilizacao de materiais de consumo plastico
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Durante a execucao das atividades diarias do laboratério sao
utilizados uma série de materiais de consumo plasticos nas mais diversas
funcdes: tubos de fundo cbnico e microtubos para centrifuga
(armazenamento de solugdes, proteinas purificadas, dentre outros), placas
de Petri (crescimento de bactérias e leveduras em meio de cultura sélido),
cubetas (determinacdao da densidade o6ptica de meio de cultura por
espectrofotometria), ponteiras (pipetagem de microvolumes), luvas e
caixas para ponteiras (Tabela 3). Por entrarem em contato com substancias
guimicas, os mesmos nao podem ser reciclados, mas podem ser reutilizados
para o mesmo fim em alguns casos.

Os microtubos para centrifuga, por possuirem volumes menores, sao
utilizados no laboratério para o armazenamento de proteinas purificadas
concentradas, que sao utilizadas em processos analiticos, portanto os tubos
nao sao reutilizados. Ja os tubos de fundo conico e cubetas que ndo sao
utilizados em processos analiticos sao reutilizados apds serem devidamente
lavados com o detergente extran 4%. As placas de Petri ndao sao
reutilizadas, pois é realizada a cultura de micro-organismos, e, apos
autoclavadas, sao descartadas junto com o meio de cultura em sacos
plasticos transparentes. As luvas nao sdo reutilizadas, pois podem ser
contaminadas durante o uso, enquanto as ponteiras nao podem ser
reutilizadas uma vez que necessitam de precisao no seu uso, o que seria
prejudicado pelo processo de higienizagcao das ponteiras (uma excegao
neste caso sao as ponteiras de 5000 pL, que ndao sao usadas para precisao,
sendo, portanto, reutilizadas).

As caixas de ponteiras sao reutilizadas apds seu preenchimento com
novas ponteiras e autoclavagem, assim como as ponteiras de 5000 pL
reutilizadas. Neste contexto, a reutilizacdo das caixas, ponteiras de 5000
ML e tubos cOnicos, e sua autoclavagem nado representam custo energético
adicional. Todo o material utilizado no laboratério, mesmo novo, ndo é
adquirido esterilizado e necessita ser autoclavado para sua utilizacdo em
experimentos envolvendo manipulagdes microbioldgicas, ensaios
enzimaticos e manipulacdo de proteinas e acidos nucleicos, uma vez que a
contaminagao por microrganismos inviabilizaria a execugao dos protocolos
experimentais. No que concerne a utilizacdo de agua e extran para a
lavagem dos tubos, as quantidades utilizadas de extran sdao minimas, e este
é biodegradavel. No caso da agua, as quantidades também sao baixas
(100ml), e o processo e todo feito de forma consciente. Quando se leva em
conta que o custo de 25 tubos cOnicos é de R$ 60,00 (ou $ 17 ddlares
americanos) frente ao custo do metro cubico de agua tratada, que varia de
R$ 2-3,00 (de acordo com a quantidade e companhia de abastecimento) e
do litro de extran (R$ 40,00, sendo que ele é utilizado altamente diluido em
solucdes de 4%), a reutilizacao dos tubos por 3-5 vezes se mostra
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economicamente vantajosa. Além de reduzir a geracao de residuos, a
reutilizacdo também é importante por se tratar de material importado
sujeito a variacao cambial e cujo processo de producao e distribuicao
depende de uma longa cadeia de eventos.

Tabela 3: Estimativa da quantidade material de consumo plastico utilizados nas
atividades diarias do laboratério.

Material de Volume Descarte Residuo Total

Consumo Plastico

15mL 100/ano 0,7kg
Tubos de fundo conicos 50mL 100/ano 1,3Kg
2mL
Microtubos para 1,5mL 25000/ano 25Kg/ano
centrifuga
0,5mL
Placas de Petri 20mL 500/ano 8Kg/ano
Cubetas 1mL 20/ano 54g/ano
Tips 5000 pL 0/ano* 0OKg/ano*
1000 pL 5000/ano 5Kg/ano

* Tips de 5000 pL sao reutilizados, justificando a auséncia deste tipo de residuo

Para os materiais de consumo plastico, o laboratorio ja adota agoes
para reutilizacdo de tubos de fundo conico, cubetas e caixas de ponteiras
do proéprio laboratério e do laboratério de Genética do Instituto de
Biociéncias da USP, sendo este o motivo da baixa geracao de residuo destes
itens (Tabela 3). O restante dos itens dispostos na Tabela 3 nao podem ser
reutilizados; portanto o laboratério adota uma postura de planejamento na
execucao dos protocolos, visando principalmente a reducao do uso de
ponteiras. Como exemplo, em reagdes enzimaticas que envolvem a
utilizacdao de diversos reagentes como Tris, ATP, enzima e agua ultrapura,
o primeiro componente a ser utilizado é a agua ultrapura, seguida do Tris
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(tampado), as quais sao feitas com a mesma ponteira, que é descartada apos
a pipetagem dos reagentes. Para os outros dois reagentes também sdo
utilizados a mesma ponteira para ATP, e em seguida a enzima. Neste
contexto, € possivel economizar 50% das ponteiras e gerar metade dos
residuos solidos.

5 Conclusoes

As atividades metodoldgicas correntes em laboratdrios de Biologia
Molecular envolvem em todos os momentos a utilizacdo de reagentes
quimicos, que sdo perigosos a saude do trabalhador, da populagdo e ao
meio ambiente. Entretanto, sua utilizacdo é fundamental para o
desenvolvimento de pesquisa cientifica. Neste contexto, o conhecimento
dos riscos da utilizacao destes reagentes e suas consequéncias para a saude
do trabalhador, populagao e meio ambiente sao essenciais nos aspectos que
envolvem saude ocupacional e ambiental.

Perante ao levantamento e analise metodoldgica das atividades de
rotina do laboratodrio, foi possivel a otimizacdo de dois protocolos
largamente utilizados. Desta forma, reduziu-se significativamente,
chegando-se préximo a sua totalidade, a utilizacdo de reagentes para a
coloracao e descoloragao de géis (acido acético e metanol), e 66% da
utilizacao de reagentes para purificacao de proteinas, e 50% na geracao de
residuos (Cobalto e Niquel). Neste contexto, € importante salientar que
houve uma reducao direta de custos para aquisicao de reagentes analiticos,
sendo alguns importados, o que representa uma economia de cerca de dois
mil reais por ano (aproximadamente 550 ddlares americanos). Por outro
lado, foi observada uma utilizagao consciente de produtos de consumo de
insumos plasticos, o que serve de exemplo para outros laboratérios.
Conjuntamente, as agdes apresentadas aqui também representam uma
reducdao nas despesas relacionadas ao acondicionamento e descarte
adequado de residuos efetuado por empresas terceirizadas, o qual onera a
universidade.

Cabe ressaltar que o laboratoério utilizado como referéncia neste
trabalho é de porte médio e conta com aproximadamente 10 integrantes.
Neste contexto, a adocao de medidas como as apresentadas aqui por outros
laboratdérios universitarios, sendo que alguns campi apresentam dezenas de
laboratérios similares, representaria uma diminuicao significativa de gastos
publicos seja com a aquisicao dos reagentes e descartaveis seja com a
destinacao dos residuos, com ganhos para a saude do trabalhador e meio
ambiente. Outro aspecto importante é que as agdes desenvolvidas aqui
foram divulgadas para todos do laboratdrio por meio eletrénico ou na forma
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de seminario, o que gerou uma maior conscientizacdao na utilizacdo dos
reagentes e da geracao de residuos.

De forma geral, é possivel concluir que a implementacao de acgdes
para a diminuicdo ou eliminacao de residuos laboratoriais € extremamente
viavel, pois traz tanto beneficios ambientais como sociais e econdmicos, e
fomenta a implementacao de um sistema de gestao ambiental para os
laboratérios. Os resultados também apontam a importancia de expandir
estas acoes para outros laboratdrios ndao s6 da unidade universitaria, mas
também para outros campi e outras universidades.
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