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Concentracao de fenol em residuos de laboratorios iy o 90411
Aceito para publicagdo em 05/05/11

de analises clinicas g

Phenol concentration evaluation in clinical analysis laboratory waste

Maria Clarinda de Araujo Almeida’; Andréa de A. Morégula%
Paulo César L. Marrocos?; Soraya M. M. de Souza*, Marcel Tavares de Farias®

ENTISTYS resumo

Residuos Introdugédo: Durante décadas, os laboratérios foram considerados pouco impactantes ao meio
ambiente. Tiveram essa comodidade abalada devido a mobilizacéo da sociedade civil que vem exigindo

Fenol

mudancas. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) implementou a Resolucdo da Diretoria
Meio ambiente Colegiada (RDC) n° 306, de 7 de dezembro de 2004, criando o Plano de Gerenciamento de Residuos
Saiide de Servicos de Satide (PGRSS), devido ao fato de o gerenciamento de residuos sélidos ndo urbanos ser

de responsabilidade do gerador desde sua geracao até sua disposicdo final. Objetivos: A expectativa
desta pesquisa foi avaliar as concentracdes de fenol no momento de descarte na pia, investigar processos
que minimizem os riscos ao ambiente e a salide publica e validar a técnica para extragéo do fenol a
partir dos residuos gerados pelo setor da bioquimica; substancia sélida, toxica, corrosiva, constituinte
dos reativos utilizados nas analises de colesterol. A legislacdo brasileira permite que um efluente de
descarte seja de 0,5 ug ml'. Material e métodos: Para tanto, utilizou-se a técnica de cromatografia
gasosa. Resultados e concluséo: Essa técnica foi capaz de qualificar e quantificar o fenol tanto nas
amostras do laboratorio semiautomatizado quanto automatizado, havendo decréscimo e, em seguida,
constancia nas concentracdes de fenol como resultado.

abstract IS

Introduction: During decades, laboratories were deemed to produce low environmental impact. This has | Wastewaters
changed dramatically due to current social environmental demands. ANVISA implemented RDC n° 306 from | p ..,
December 7, 2004, creating the Health Care Waste Management Plan (PGRSS), which states that producers
of non-urban solid waste are accountable for its generation and ultimate disposal. Objectives: To evaluate
phenol concentrations at wastewater discharge. To investigate processes that minimize environmental and | Health
public health risks. To validate procedure for phenol extraction from waste generated by the biochemist areaq,
once it is a toxic solid, corrosive chemical substance, commonly found in reagents used in cholesterol analyses.
According to our Brazilian Legislation, the discharge effluent emission standard is 0.5 ug mt'. Material and
methods: It was used gas chromatography. Results and conclusion: It was possible to qualify and quantify
phenol concentrations in both semi-automated and automated laboratory samples and the results revealed
a decrease and subsequent stability in phenol concentrations.
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Introducao

Residuos de servicos de sadde (RSS) sdo residuos soli-
dos e semissolidos resultantes de atividades hospitalares e
demais estabelecimentos prestadores de servicos de satide.
Séo fonte de risco a sade humana e ao meio ambiente
devido ao aparecimento de vetores de disseminacédo de
doencas, perigosos tanto para a equipe de trabalhadores
dos estabelecimentos de salde quanto para os pacientes®".

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
implementou a Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC)
n° 302, de 13 de abril de 2005, que regulamentou o
funcionamento técnico dos laboratérios e determinou a
necessidade de se implantar o Plano de Gerenciamento
de Residuos de Servicos de Satde (PGRSS), atendendo aos
requisitos da RDC n° 306, de 7 de dezembro de 2004, em
que os mesmos sdo geradores de residuos sélidos e semis-
sélidos dos tipos A, B, C, D e E, tendo o Gltimo sido inserido
por meio da Resolucdo 33, de 25 de fevereiro de 2003,

Infelizmente, ainda hoje, prevalece a cultura do descarte
na pia em funcdo das dificuldades de se implantarem regras
de controle e fiscalizacdo eficientes aos pequenos geradores
de RSS9, incluindo substancias quimicas do grupo B - re-
siduos com riscos quimicos — descartadas muitas vezes de
forma aleatéria e diretamente na rede de esgotos. O setor
de bioquimica de qualquer laboratério utiliza para os exa-
mes de colesterol reativos quimicos do tipo B7, Resolucéo
n° 33® adaptada. Sendo o fenol constituinte desse reativo,
em sua metabolizacdo podemos encontrar concentragdes
toxicas, corrosivas e deletérias tanto para a satde publica
quanto para o meio ambiente.

De acordo com a legislacdo brasileira em vigor, um
efluente de descarte de qualquer fonte poluidora deve ter
concentracdo maxima de fendis de 0,5 ug ml'®. Quando
jogado no solo, esse material € biodegradavel e tem meia-vi-
da de um a 10 dias. Ja em contato com a agua, sua meia-vida
é de 10 a 30 dias, sendo uma substéancia tdxica para a vida
aquatica. Bentur et al.? estimaram a meia-vida bioldgica
(t ¥2) para o fenol de 13,86 horas. Por sua vez, CHEMINFO®)
acredita que a meia-vida bioldgica é de 12 horas, em média,
e sua eliminacdo é feita por urina, fezes, saliva e suor, sendo
a urina a principal via de excrecao, podendo ser degradada
por fotélise e ter meia-vida de menos de um dia.

Quando acontecem emissdes de efluentes, ocorrem
alteracdes quimicas na composicdo dos compostos.
Observam-se compostos quimico-téxicos, metais pesados
com alteracGes na cor, pH, turbidez, odor, aumento na
temperatura, provocando desequilibrio ecol6gico do corpo

receptor, e nutrientes em excesso (eutrofizacéo), além dos
sélidos dissolvidos e em suspensao?.

Quando inalado, o fenol causa irritacdo em olhos e
nariz, afeta o sistema respiratério, provoca convulsdes e
pode levar a morte. Quando em contato com os olhos,
provoca severas irritacdes e pode causar cegueira; quando
em contato com a pele, pode causar irritagbes severas e
queimaduras; e quando ingerido, pode provocar gangrena
e ulceracdes no sistema digestivo®.

Em se tratando de fenol, ndo foram encontrados na
literatura trabalhos referentes a sua extracao em residuos.
Dessa forma, para a realizacdo deste trabalho, optou-se por
fazer uma adaptacao da metodologia utilizada por Peixe('?,
que realizou estudos sobre a concentracdo de fenol na urina
de trabalhadores e no ar do ambiente de trabalho. Utilizou-
se a técnica da cromatografia gasosa (CG) para analise, na
qual, para se obter melhor resolucdo na determinacdo de
fenol, foram utilizadas as seguintes condi¢des cromatogré-
ficas: coluna HP com 15 m de comprimento, diametro de
0,53 mm e tamanho de pelicula de 1,5 pm.

Objetivos

Avaliar se os teores do fenol provenientes de laboratérios
de andlises clinicas no momento do descarte nas pias estdo
dentro dos valores permitidos pela legislacao; identificar
processos que minimizem os riscos ao ambiente e a saide
publica, por meio da utilizacdo de menores quantidades
de reativos ou do tempo de repouso dos residuos gerados,
para posterior descarte; validar técnica para extracdo e
determinagao do fenol.

Material e métodos

Solventes, reagentes e padroes

Para a realizacao da metodologia proposta foram utiliza-
dos: metanol grau cromatografico (Merck), cido cloridrico
P.A. (Synth) e éter etilico P.A. (Synth). Foram utilizados
fenol (padrao de fenol P.A. 500 g Riedel-de-Haén®) e orto-
cresol 500 mg (Fluka) nitrobenzeno (Riedel-de-Haén®) para
realizacdo das andlises.

Cromatografia gasosa

O método adotado foi a CG, método fisico-quimico de
separacdo dos componentes de uma mistura. Para tanto,
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foi usado um cromatégrafo VARIAN-3.800 Saturno, com
detector de ionizacdo de chama (CG/FID) sob temperatura
de 250°C. A coluna utilizada foi VARIAN de Metil Silicone,
15 m x 0,53 mm x 0,15 pm, com temperatura inicial de
60°C/2 min, rate de 10°C/min e final de 120°C/2 min.
Injetor: 200°C. Fluxo de gés de arraste (hélio): 8 ml/min.
Modo de injecdo: Split ratio 1/10, sendo injetados 2 pl das
amostras extraidas.

Coleta das amostras

A coleta das amostras para analise foi realizada a partir
de residuos gerados por um laboratério semiautomatiza-
do, de rotina, onde os exames sdo feitos com utilizacao
de 1 ml de reativo por reacdo, e por um laboratério
automatizado, de hospital, onde os exames sdo feitos
usando-se 0,3 ml de reativo. As amostras foram coletadas
no final do dia de trabalho, contendo a totalidade de
todos os reativos utilizados naquele dia.

Os residuos quimicos analisados foram oriundos do
setor da bioquimica, muito rico no uso de diversas subs-
tancias quimicas, entre elas o fenol, constituinte do reativo
para determinacdo de colesterol livre e que, no mercado,
é encontrado em diversas concentracdes. Nos dois servi-
¢os, o reativo utilizado é da mesma marca, com mesma
concentracdo.

Foram colhidas duas amostras, sendo uma do labo-
ratorio semiautomatizado e a outra de um automatizado,
nos dias 3 e 4 de novembro de 2008, respectivamente.
Houve um periodo de tempo de 0, 2, 22, 23, 25, 30, 65 dias
decorridos entre a coleta e o congelamento. Apés os dias 22,
23, 25, 30 e 65, as extraces e analises aconteceram pelo
método 3, diferindo das citadas anteriormente, realizadas
pelo método 1. Foram feitos recélculos das concentragdes
para serem analisadas e discutidas na dissertacdo de mes-
trado. As amostras foram mantidas em frascos fechados,
em local fresco, seco, ventilado, até o congelamento. Os
periodos de tempo foram necessarios para se observar a
degradacao do fenol.

Preparacao das amostras

Foi utilizado o procedimento descrito por Peixe'? com
adaptacdes. No trabalho citado, foram adicionados 5 ml de
urina (controle negativo), 50 pl do padrao interno (Pl) e 1
ml de écido cloridrico (HCI) 37% e foi feito o0 aquecimento
em estufa a 95°C por 1,5 hora. Posteriormente, adiciona-
ram-se 5 ml de éter etilico e 1 g de cloreto de sédio (NaCl)
e agitou-se a concentracdo em uma mesa agitadora por

10 minutos. Assim, coletaram-se 3 ml da fase organica e
2 pl foram injetados no cromatégrafo (CG/FID) 2. O pro-
cedimento pode visualizado na Figura 1.

[ 3 ml de urina ]

4 50 il de Pl

& \olume () relativo de padrdo
4 | ml HCI 37%

4 Aquecimento a 95°C/1,5 hora
- 1 gNaCl

& 5 m éter etilico

4 |assa agitadora 10 minutos

Fase orginica |

« 3l
4 Homogeneizar

Injetar 2 pl
CG/FID

Figura 1 - Representagdo esquemética do protocolo para extragéo de fenol em urina
descrito por Peixe™

[ Fase aquosa ] [

Pl: padréo interno; CG/FID: cromatografia gasosa com detector de ionizagdo de
chama.

A adaptacdo da metodologia citada na Figura 1 foi ne-
cessaria, uma vez que a matriz da amostra utilizada ndo era
urina, mas residuos do setor de bioquimica de laboratérios
semiautomatizado e automatizado. Vérias tentativas de
extracdo foram efetuadas para se chegar a uma concen-
tracdo de volumes e substancias adequadas a extracdo e a
quantificagdo do fenol, tendo sido realizado procedimento
utilizando-se a substancia nitrobenzeno como PI.

Adequacdo a metodologia proposta por Peixe(2:
aumento do volume da amostra em relacdo a adaptacao
anterior do PI (elevacdo de sua concentracao), redugao do
volume de HCl, agitacdo em vortex, reducdo de tempera-
tura e tempo de aquecimento, homogeneizacdo durante
1 minuto apés adicdo do éter etilico e, em seguida, apds
a separacdo da fase organica, esta é acondicionada em
frasco @mbar para posterior retirada de 2 pl para injecao
no cromatégrafo gasoso. A representacdo esquematica a
seguir (Figura 2) mostra-nos a adaptacdo de metodologia
utilizada para as amostras coletadas (3 e 4 de novembro
de 2008).

Curva de calibracao

SolucBes estoque-mae de fenol, nitrobenzeno e orto-
cresol foram preparadas. A de fenol teve concentracao
de 1 pg ml' em metanol. As solu¢des de nitrobenzeno e
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(125l deresiduos |

4 25 1l de Pl (volume relativo de padrio para concentragao de 50 pl/mi)
4 500 il HCI concentragéo

4 Agitagdo das amostras (vortex)

& Aquecimento a 90°C/1 hora

4 Resfriamento

4 125 ml éter etilico

4 Homogeneizar por 1 minuto

& (entrifugacao por 1 minuto

Fase organica

[njetar 2 pl
CG/FID

Figura 2 — Representagdo esquemdtica para extragdo de fenol em residuos de
laboratérios, adaptado do protocolo de Peixe®, utilizada com as amostras
colhidas em 3 e 4 de novembro de 2008

PI: padrdo interno; CG/FID: cromatografia gasosa com detector de ionizagéo
de chama.

orto-cresol tiveram a concentracdo de 2,5 ug ml' também
em metanol, que evidencia a solu¢do de orto-cresol e fenol.

As anélises aconteceram em momentos distintos. Para
isso, solu¢des padrdes foram preparadas com o intuito de
se conseguir a curva de calibracdo inerente a cada experi-
mento. A preparacéo dos padrdes denominada método 1 é
a concentracao de fenol em metanol, com orto-cresol como
PI, preparada para adequacao das condi¢des cromatogra-
ficas. No método 2, fenol em éter com orto-cresol como
Pl; no método 3, fenol em éter com nitrobenzeno como PI.
A Tabela a seguir ilustra a relacdo entre as concentracdes
do Pl e fenol utilizados para cada método, evidenciando o
coeficiente de determinacdo (R2) encontrado.

Validacao analitica, linearidade, limite de
detecgdo e quantificacao

Com o objetivo de validar o método analitico, foi utiliza-
da amostra testemunha de residuo, na qual supostamente
nao continha o reativo de colesterol que possui fenol em

JELEEY Relacdo entre as concentracoes de Pl e fenol utilizadas para cada método

. Concentracdo Padrao Padrao
Métodos P de Pl (ug/ml) 1 5
1 orto-cresol 50 5 10
2 orto-cresol 500 5 20
3 nitrobenzeno 250 25 50

sua constituicdo, sendo acrescentado fenol e orto-cresol a
essa amostra, extraida da mesma maneira e sob as mesmas
condicbes cromatogréficas, assegurando a confiabilidade e
a aplicabilidade do método.

Foi extraida da mesma maneira que as amostras dos
residuos em estudo, nas mesmas condicdes, para se con-
cretizar as analises cromatogréficas, assegurando qualidade,
confiabilidade e aplicabilidade do método.

As extracdes foram efetuadas em triplicata a partir das
amostras colhidas e seus resultados, comparados com os
obtidos com a solugdo de fenol em metanol, em uma con-
centracdo proxima ao limite de quantificacdo e deteccéo,
observando-se, assim, a possibilidade de serem encontrados
picos interferentes nos tempos de retencdo do fenol e do
orto-cresol (PI).

Uma curva de calibragdo foi construida nas concentra-
¢Oes de fenol previamente conhecidas, com a finalidade de
detectar concentracdes crescentes entre 5 e 200 ug/ml de
fenol contendo 50 pg/ml do orto-cresol (PI), obtendo-se
um R% = 0,996. A linearidade das curvas foi analisada por
meio das equacdes da reta e do R?, que deve ser superior
a 0,98(1, 5,6, 13).

Foi possivel verificar a diminuicdo da concentracéo de
fenol, mediante a observacdo daquelas encontradas nos
residuos com o passar dos dias, analisando-se a meia-vida.

Resultados e discussao

Com o objetivo de avaliar se o aparelho estava respon-
dendo bem as condicdes cromatogréficas previamente
adotadas pela metodologia proposta e se ndo sairia ne-
nhuma outra substancia no tempo de retencdo que nédo o
fenol, foram injetados no aparelho 2 pl de éter etilico, em
seguida, 2 ul de metanol e 2 pl da solugao mae de fenol.
A Figura 3 mostra-nos cromatogramas da otimizagdo das
condicbes cromatograficas.

Padrdo Padrdo Padrdo Padrao Padrao R?
3 4 5 6 7
20 50 100 200 - 0,996
50 100 200 - - 0,999
75 100 150 200 250 0,995

PI: padréo interno; R?: coeficiente de determinagéo.
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AFigura 4 evidencia picos de fenol e orto-cresol a partir
da adicdo de fenol e orto-cresol a amostra testemunha. Fo-
ram realizadas cinco extracdes dessa amostra testemunha,
que podem ser mais bem observadas nos quatro cromato-
gramas conseguidos.

A totalidade de exames de colesterol por dia foi bem
semelhante em ambos os servicos. Porém, fazendo-se uma
comparacdo com o nmero de exames realizados diaria-
mente, observou-se que no laboratério automatizado a
quantidade de exames € duas a trés vezes maior que no
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laboratério semiautomatizado. A variedade de exames rea-
lizados no laboratdrio automatizado também é bem maior
que no semiautomatizado.

A partir das amostras colhidas nos dias 3 e 4 de novembro
de 2008, foram determinadas as concentracdes de fenol em
triplicata, objetivando melhor evidenciar a reprodutibilidade
dos resultados do fenol e da variacdo de sua concentragdo
no decorrer do tempo, além da precisdo deles.

Apds 48 horas, foi possivel observar decréscimo nas
concentracOes de fenol em ambas as amostras. Nas amostras
coletadas no dia 3 de novembro de 2008, foram detectadas
concentracdes médias de 261 pg ml', com zero hora em
repouso, e observadas concentracdes médias de 80,3 ug ml”
apds dois dias (Figura 5). Essa concentracdo é 522 vezes
maior que a permitida pela legislagao em vigor para descar-
te - 0,5 ug mI" no momento do descarte em pia — e 160,6
vezes maior que a permitida, mesmo tendo se passado horas.

A
= 280 y=-4,159%+ 2957
% 240 R?=0,8391
2 20
= 160
S, 120
g 80 PS
g 4y
()
0 T T T T T ]
0 10 2 30 40 50 60

Tempo (horas)

Figura 5 - Relagéo entre a concentragdo de fenol e o tempo das amostras do labo-
ratério semiautomatizado coletadas no dia 3 de novembro de 2008 (método 2)

Da mesma maneira, foi possivel observar decréscimo
nas concentracdes de fenol nas amostras coletadas no
laboratério automatizado no dia 4 de novembro de 2008,
tendo sido detectada queda nas concentracdes de fenol no
decorrer dos dois dias, partindo as mesmas de uma con-
centracdo de 71,28 ug ml; essa queda chegou a zero nas
primeiras 48 horas, como pode ser observado na Figura 6.

As amostras dos residuos quimicos analisados foram man-
tidas em frascos fechados, em local fresco, seco, ventilado,
que mantém penumbra no decorrer do dia (simulagédo de
um possivel armazenamento cotidiano em um laboratério).
Levando-se em consideracdo que o decréscimo das con-
centracdes de fenol apds 48 horas também tenha sido em
decorréncia da meia-vida dessa substancia, que é de 30 dias
em meio aquoso, elas podem ser descartadas de maneira
mais segura tanto para a satide pUblica quanto para o meio
ambiente, sem custos adicionais para as empresas. As con-
centracoes elevadas, acima do permitido pela legislagéo, no
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Figura 6 — Relagdo entre a concentragdo de fenol e o tempo das amostras do
laboratdrio automatizado coletadas no dia 4 de novembro de 2008 (método 2)

periodo de 65 dias, podem ter acontecido em decorréncia do
fenol também ser produto da reacéo quimica do colesterol
e ndo apenas de um constituinte do reativo. Lembramos,
ainda, que a reacdo do colesterol é uma das inimeras reacdes
contidas nos recipientes de armazenagem.

Peixe('? propunha a utilizacdo de filme com 1,5 mm
de espessura. Na adaptacdo de seu protocolo, foi retirado
o NaCl. Sua adicéo, no entanto, poderia vir a diminuir a
solubilidade de uma substéncia orgénica na égua.

Faz-se necessario que as analises de colesterol acon-
tecam sem que haja repeticdes. A partir de um controle
de qualidade atuante, o nimero de repeti¢des diminui,
objetivando exceléncia de resultados por meio de sua
reprodutibilidade e sua exatiddo, sem que para isso se
eleve o nimero de reacdes, descartando-se aleatoriamente
substancias poluentes ao meio, agredindo e sendo causa
de riscos a saide publica e ao meio ambiente.

Muito se tem falado sobre os residuos sélidos de servicos
de salde; muito embora pouco se ouca falar dos residuos
quimicos provenientes dos diversos servicos de salide, em
especial os laboratérios clinicos. Seu descarte na rede de
esgoto deve proceder de forma consciente, levando-se em
consideracdo que seu descarte diretamente em pia pode
causar agravos sérios ao meio ambiente e a sadde publica.
A maioria dos servicos, ao descartar seus residuos, adiciona
glutaraldeido ou mesmo égua sanitaria, inibindo os agentes
com riscos biol6gicos, em detrimento dos riscos quimicos
e de como minimiza-los, considerando-se os resultados
obtidos neste trabalho.

Conclusao

Os teores de fenol das amostras de ambos os servi-
¢os, no momento de descarte em pia, estavam acima do
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permitido pela legislacdo atual. Foi possivel observar a que-
da da concentracdo de fenol em amostras de residuos de
laboratérios com o passar de horas (dois dias) em repouso.
Sua meia-vida, entretanto, nao foi possivel ser identificada.

A metodologia de Peixe'® ndo nos permite validar essa
técnica para extracdo de fenol em residuos bioquimicos
de laboratérios, devido a complexidade das amostras dos
servicos estudados e dos estudos nesta area.
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