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RESUMO

Os inseticidas organoclorados (OCPs) representam um risco significativo a saude
devido a sua persisténcia ambiental e bioacumulacdo, particularmente no leite
materno. Este estudo teve como objetivo desenvolver e comparar metodologias de
extracdo para andlise de OCPs em leite humano, pelas técnicas QUEChERS
modificado e QUEChERS com DLLME. A andlise por cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massas (CG/EM) permitiu a identificagdo dos compostos com
base em seus tempos de retencdo e espectros de fragmentacdo. Os resultados
demonstraram que o método combinado QUEChERS-DLLME foi mais eficiente na
reducdo de interferentes lipidicos da matriz, os quais podem prejudicar a ionizagéao e
a deteccdo dos analitos.Conclui-se que a abordagem QUEChERS-DLLME mostrou-
se promissora para a extracado de OCPs nesta matriz, sendo crucial a validacao para
futuros estudos e aplicacdo em amostras reais, garantindo a confiabilidade analitica.

INTRODUGCAO

O contato com os agrotéxicos quer a curto prazo ou ao longo prazo, dependendo
das concentracdes e tempo de exposicado, pode provocar efeitos negativos sobre a
saude humana. Pode modificar seus sistemas e causar danos a diferentes 6rgaos.
Dos sistemas nos quais podem surtir efeitos cita-se o sistema nervoso, endécrino,
imunoldgico, reprodutivo, renal, cardiovascular e respiratério. Estudos de ordem
cientifica apontam principalmente doencas ordem cancerigena e disfuncional
(Mostafalou; Abdollahi, 2013).

Por sua natureza lipofilica, os OCPs acumulam-se em tecidos adiposos, sendo o tecido
mamario um biomarcador relevante de exposicdo ambiental. Diante do risco critico,
devido a vulnerabilidade e a limitada capacidade de desintoxicagdo nessa fase, a
ingestdo de leite materno contaminado pode expor o0 recém-nascido a niveis
potencialmente téxicos, o que torna seu monitoramento essencial para a saude publica.
A deteccao desses compostos no leite humano, estudada desde a década de 1970,
motivou restricdes e proibicoes em diversos paises, pois evidencia a transferéncia direta
de contaminantes da méae para o lactente (Behrooz et al., 2009). Esse estudo teve
como objetivo inicial otimizar um método para extracdo, limpeza, identificacdo e
quantificacdo de OCPs em leite materno humano por CG/EM.
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MATERIAIS E METODOS

Coleta de amostras:

As amostras de leite humano maduro cru serao fornecidas pelo Banco de Leite Humano
do Hospital Universitario de Maringa (HUM, Maringa, Parana, Brasil). Para os testes de
otimizacdo da extracdo e técnica, os mesmos foram obtidos de lactantes voluntérias.
Este estudo foi aprovado pelo comité de ética CAAE n® 81586024.5.0000.0104.

QUEChERS modificado:

A metodologia descrita por Ferronato et al. (2018) consistiu na extracdo de 6 mL de
leite materno com acetonitrila acidificada, seguida da adicdo de sais (MgSO, e
NaCl), agitacdo e centrifugacdo. O sobrenadante foi limpo com MgSO, e C18,
novamente centrifugado e evaporado em banho-maria a 60 °C. O extrato foi
ressuspendido em diclorometanoe posteriormente analisado.

QUEChERS e DLLME modificado:

A metodologia descrita por Szarka et al. (2020, com modificacdes), foi realizada pelo
método QUEChERS seguido de DLLME. Dez gramas da amostra foram extraidos
com 10 mL de acetonitrila, 1 g de NaCl e 4 g de MgSO,, com agitacdo e
centrifugacdo. Em seguida, 5mL do extrato foi submetido a DLLME com 250 pL de
cloroférmio e 20mL de agua, formando suspensdo turva, novamente agitada e
centrifugada. O sedimento obtido foi coletado e evaporado em banho-maria a 60 °C.
O extrato foi ressuspendido em diclorometano e posteriormente analisado

Identificagcao por CG/MS:

A analise cromatografica foi realizada em coluna capilar Rxi®-5ms (30 m x 0,25 mm,
0,25 um). O programa de temperatura do forno teve duragao total de 25 min, com
atraso de solvente de 3 min. As inje¢des foram feitas em modo splitless (1 pL), com
temperatura de fonte de ions de 240 °C, linha de transferéncia a 280 °C e hélio
como gas de arraste (1,0 mL min™"). A aquisicdo dos dados ocorreu em modo full
scan (m/z 40-650), conforme metodologia de Ferronato et al. (2018, com
modificagbes).

Os OCPs foram identificados utilizando solucdo padrdao, comparando espectro de
fragmentacao e tempo de retencao (TR) em minutos.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente, foi injetado uma solugéo padréao na concentragdo de 50 ug mL'para
avaliar a separagdo cromatografica e os tempos de retengdo de cada padrao de
OCPs, conforme a corrida, conforme a Figura 01.0s compostos confirmados e
tempo de retencdo (TR) em minutos foram: Lindano (TR:8,56), Hexaclorobenzeno
(TR:9,46), Heptacloro (TR:11,17), Aldrin (TR:12,11), Clordano (TR:13,98),
Diclorodifenildicloroetileno (TR:15,09), Dieldrin (TR:15,16), Endrin (TR:15,81),
Endossulfan (TR:16,17), Metoxicloro (TR:16,61) e DDT (TR:17,66).

Paaosts

Figura 01 — Cromatograma com a solugéo padrao de organoclorados (50 pg mL'1).

Os OCPs apresentam atomos de cloro que conferem estabilidade e lipofilicidade,
permitindo separagdo cromatografica eficiente para identificacdo, deteccado e
confirmagédo. A metodologia mostrou-se de baixo custo por ser rapida e redugédo no
consumo do gas de arraste. Sendo assim foi possivel avaliar 4 OCPs dos 11
testados, séo eles: Lindano, Hexaclorobenzeno, Heptacloro e Aldrin, pois atenderam
os critérios estabelecidos pelas diretrizes internacionais de 80 a 120% de
recuperagdo, confirmando a eficiéncia do método e sua aplicabilidade em leite
humano.Para realizar a extragdo foram adicionadas 1000 pL da solugdo padrao no
leite humano e realizado a extracdo pelas metodologias descritas.

A andlise de compostos no leite materno exige uma extracdo eficiente devido a
complexidade da matriz, composta principalmente por lipideos e carboidratos.
Fatores como tempo de lactacdo e dieta alteram na concentracdo do mesmo. Entre
as metodologias testadas, a QUEChERS associada a DLLME mostrou melhor
remocao de lipidios, pois foi a que conseguiu reduzir significativamente a
intensidade dos lipideos presentes na amostra.

Os compostos analisados obtiveram os seguintes resultados: Lindano (TR: 8,71),
Hexaclorobenzeno (TR:9,41), Heptacloro (TR:11,14), Aldrin (TR:12,09). O método
analitico otimizado teve a capacidade extrativa suficiente para reduzir os
interferentes, preservando os compostos de interesse, considerando sua alta
afinidade com a fracéo lipidica da matriz.
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CONCLUSOES

A analise cromatografica confirmou a eficiéncia da separagdo de 4 OCPs dos 11
avaliados; ou seja, o Lindano, o Hexaclorobenzeno, o Heptacloro e o Aldrin,
atribuida a presenca de lipideos que atuam como interferentes analiticos. A
metodologia de extracdo combinando QUEChERS e DLLME demonstrou potencial
para reduzir estes interferentes. Os resultados indicam a viabilidade do método,
ressaltando, porém, a necessidade de futuros estudos incluirem a validagédo analitica
e a andlise das amostras coletadas.
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