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A pratica de processos referentes a biosseguranca sdo essenciais para a manutencio da
saude das pessoas que lidam diretamente com organismos vivos e substancias toxicas para o
organismo humano. No caso dos microrganismos ¢ essencial o uso de fluxos laminares ou outras
técnicas de contencdo (como o uso do bico de Bunsen) que impegam a sua dispersdo durante a
manipulag¢do. Outra pratica muito importante ¢ que todos os materiais derivados de cultivos de
microrganismos devem ser submetidos a esterilizacdo (por exemplo autoclavagem) antes de
serem descartados. Por outro lado, ¢ também importante eliminar ou minimizar os riscos de
contaminagdo do ambiente, solu¢des, bancadas, equipamentos, utensilios (pingas, espatulas, etc.)
ou vidrarias por substancias tdxicas para o organismo humano.

O processamento de substiancias com alto potencial téxico ou mutagénico, como o
Brometo de Etidio (EtBr) e Fenol, tem sido um dos grandes problemas da maioria dos
laboratorios. O Brometo de Etidio (EtBr) ¢ comumente utilizado nos laboratdrios para corar
acidos nucléicos submetidos a eletroforese em gel de agarose ou a gradiente de Cloreto de césio.
A agdo do EtBr como corante se deve a sua capacidade de intercalar entre as bases dos acidos
nucléicos e fluorescer sob luz Ultra Violeta. Este caracter intercalante do EtBr também ¢ o
responsavel pelo seu alto potencial mutagénico pois pode gerar alteragdes na estrutura do DNA
as quais poderdo ser perpetuadas durante o processo de duplicagdo. Dessa forma a leitura errada

das sequéncias de bases do DNA pode resultar em mutacao. O Fenol por sua vez requer que a sua
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manipulagdo ocorra em capela de exaustao devido a sua caracteristica de volatilizagao. Os gases
liberados sdo altamente toxicos, irritantes de pele e mucosa podendo resultar em queimaduras ou
até mesmo sérios problemas respiratorios. Uma das formas de minimizar o problema de descarte
dessas substancias ¢ o tratamento quimico para inativar essas moléculas pelo rompimento
quimico do anel aromatico, pelo uso de substancias ativadas como resina e carvao ou mesmo pela
queima em fornos de alta temperatura de residuos acumulados em papéis (Lunn & Sansone,
1987, 1989; Quillardet & Hofnung, 1988; Bensaude, 1988).

No Laboratorio de Genética e Bioquimica da Embrapa Agrobiologia tem-se buscado
resolver o problema de descarte de EtBr e Fenol da seguinte forma:
1 - Tratamento de residuos de Fenol.

Todos os residuos derivados de Fenol, utilizado em uma das etapas de extracao de acidos
nucléicos para eliminar proteinas e restos celulares, sdo descartados separadamente em um
frasco. Posteriormente, a este residuo ¢ adicionado Carbonato de Célcio suficiente para formar
uma pasta. Em seguida, esta pasta ¢ deixada em repouso por mais de 6 meses até que a mistura
possa ser incinerada eliminando a emissao de gases toxicos.

2 - Tratamento de solucdes concentradas de EtBr (até 10 mg/ml).

Existem varias técnicas para o tratamento de descontamina¢do do EtBr. A mais simples ¢
facil de ser aplicada na rotina ¢ baseda no tratamento de solugdes de EtBr com Permanganato de
Potassio em condi¢des de acidez. Durante este tratamento havera a oxidagdo do EtBr pelo
Permanganato resultando na formagdo de um precipitado marrom escuro. Posteriormente, esta
mistura é neutralizada com NaOH e descartada (Sambrook et al., 1989). O protocolo, como
descrito em Sambrook et al. (1989) ¢ o seguinte: Adicionar, se necessario, agua na solucao
concentrada até diluir a concentrac¢do de Et Br para 0,5 mg/ml. Em seguida adicionar KMnO4 0,5
M equivalente a 1 volume da solu¢do que serd descontaminada. Misturar cuidadosamente e, em
seguida, adicionar 1 volume de HCI 2,5 M. Misturar cuidadosamente e deixar descansando por
varias horas a temperatura ambiente. Para finalizar, neutralizar esta mistura adicionando 1
volume de NaOH 2,5N. Misturar cuidadosamente e a solucdo podera ser descartada diretamente
na pia sob dgua corrente.

Este método de descontaminagao de solugdes concentradas de EtBr (10 mg/ml) € capaz de
reduzir a atividade mutagénica em até 3000 vezes como foi descrito por Quillardet & Hofnung

(1988).
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OBS.: No caso da d4gua usada no descoramento dos géis, onde existe uma baixa concentragdo de
EtBr, utilizar Hipoclorito de sédio (4gua sanitaria comercial) na propor¢ao de 1:2, antes de
descartar na pia. Os residuos solidos (géis e papéis) sdo secos a temperatura ambiente e

posteriormente incinerados em forno de alta temperatura.
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