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1. [bookmark: _Toc22523379]INTRODUÇÃO.

        Em Moçambique, cerca de 80% da população está engajada em actividades agrícolas, sendo a criação de frango uma actividade complementar. Entretanto a avicultura é um dos segmentos da agro-pecuária que mais contribui para cobrir o défice de proteína, para a promoção da segurança alimentar, na geração de rendimento e de emprego, e do crescimento económico do país (APPOWEL, 2016) . 
          O presente projecto pretende fazer um estudo sobre a ocorrência de Aflotoxinas em fígado e músculo de frangos nacionais, particularmente os produzidos em Quelimane, com objectivo de conhecer a presença de aflatoxina em fígados e musculo, e comparar os níveis encontrados nas amostras de acordo com os limites estabelecidos pelas normas vigentes em alimentos para o consumo humano. Assim sendo, torna-se importante fazer fazer este estudo visto que (APPOWEL,2016) o sector de frango representa um dos maiores casos de sucesso na substituição das importações verificado em Moçambique na última década, mesmo com o sucesso impulsionado pela actuação conjunta do Governo, sector privado e ONGs, alguns produtores locais tem se deparado com alguns problemas face as exigências sanitárias na busca de uma alimentação adequada, assim como no ganho do peso para  comercialização . 
         Sobretudo, sabendo que as micotoxinas são metabolitos secundários que-se produzem por fungos e desenvolvem naturalmente em produtos alimentícios, capazes de originar uma ampla variedade de efeitos tóxicos em animais, incluindo o homem (COLUMBE, 1991), os efeitos primários das aflatoxicose em avés podem ser utilizados como guia para diagnóstico clínico da doença, sendo que a primeira mudança é alteração no tamanho dos órgãos internos como fígado, baço e rins. 
           Por outro lado, o país figura entre os países que apresentam elevadas incidências de contaminação de produtos agrícolas (MONDLANE ET AL., 2005; AUGUSTO ET AL., 2014), por Aflotoxinas. E este trabalho tarara abordagem sobre a  sua presença em frangos de corte como resultados da ingestão da ração produzida por matéria-prima de origem vegetal, devendo contribuir para melhorar o maneio dos produtores na alimentação e tipo de ração em cada fase de engorda garantindo a segurança alimentar e nutricional.
1.1. [bookmark: _Toc20590771][bookmark: _Toc22523380]  REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS.
1.1.1. [bookmark: _Toc22523381]Avicultura.
[bookmark: _Toc20590773][bookmark: _Toc22523382]            O êxito na produção avícola no mundo é resultado da combinação de melhoramento genético, nutrição, sanidade e maneio. O frango de corte (broilers) é considerada uma ave com alta conversão alimentar, rápido ganho de peso, ciclo de produção curto, resistentes a doenças e crescimento uniforme. Esta espécie de ave é hoje considerada uma fonte importante de carne e responsável por mais de 30% do total de proteína animal consumida no mundo, com maior impacto nos países em desenvolvimento. (OPEWELL et all, 2016)
           A avicultura tem-se destacado nos últimos tempos, como uma das actividades que apresenta maior dinamismo devido aos avanços, tecnológicos nas áreas de genética, nutrição, sanidade e maneio, possibilitando a instalação de uma indústria altamente eficiente e competitiva em todo mundo. (ROSAMINHO, et all, 2001). Por outro lado este crescimento acelerado da produção avícola nacional na última década, conquistando uma maior quota do mercado doméstico, indica a competitividade do frango nacional em relação ao frango importado, apesar dos obstáculos enfrentados pelos produtores. (OPPEWAL et all, 2016)
a) Produção e Consumo de frangos Nacionais.
          O levantamento de dados estatísticos referentes à produção e consumo nacional de frango não é uma tarefa fácil, por várias razões tais como a existência de um número considerável de pequenos criadores informais de frango que torna difícil a compilação dos dados de produção sendo que a comercialização dos frangos produzidos por estes acontece quase exclusivamente através de redes retalhistas informais, como também a importação ilegal massiva de frango congelado faz com que os dados oficiais de importação não sejam suficientes para apurar as quantidades reais que entram no país e consequentemente os níveis de consumo nacional. (OPEWAL et all, 2016)
[bookmark: _Toc20590774][bookmark: _Toc22523383]           De acordo com os dados da Direcção Nacional de Veterinária (DINAV) e, da Associação Moçambicana dos Avicultores (AMA), há uma tendência similar de crescimento durante a última década, contrariamente aos dados da FAO que apresentam um cenário de estagnação. Porém, com base nos depoimentos dos maiores produtores do país, fica claro que o sector registou um forte crescimento contínuo na última década, o que leva-nos a depositar maior confiança nos dados das fontes nacionais.
b) [bookmark: _Toc20590775][bookmark: _Toc22523384] Produção de frangos em Quelimane.
[bookmark: _Toc20590776][bookmark: _Toc22523385]         A avicultura em Moçambique encontra-se em fase de desenvolvimento sobretudo em Maputo, Manica e Nampula. Sendo que nas restantes províncias ainda na fase embrionária. Na província da Zambézia em particular no distrito de Quelimane, a avicultura é praticada por pequenos avicultores em quantidades que varia de 800 à 2000 aves, sendo que para estes criadores a actividade é complementar a outras actividades de rendimento. (ALEXANDRE, 2013). Um dos grandes problemas que dificulta o desenvolvimento da avicultura na Zambézia é o alto custo de ração, por um lado devido a falta de fábrica de ração e por outro lado a distância que se percorrem para aquisição da mesma, obrigando a determinadas práticas de misturar ração inadequado, que pode estar na origem de várias doenças no uso destas, como ocaso das micotoxicose. 

1.1.2. [bookmark: _Toc22523386] Micotoxinas.
 
           Durante a década 60 uma doença denominada Turkey atacava e matava milhares de aves na Inglaterra sem uma causa aparente. E os prejuízos económicos que esta doença causava acabaram facilitando a rápida identificação inicialmente julgada como doença nutricional, visto que tortas de amendoim utilizadas como ração para peru estavam associadas como aparecimento da doença, rapidamente relacionou-se a causa a uma substância produzida por fungos, Asperigillus flavous, posteriormente nomeado como Aflotoxinas hoje um dos potentes carcinogénicos conhecidos no mundo. (FONSECA, 1999). 
           As micotoxinas são um grupo de metabolitos secundários produzidos por fungos toxigénico, sendo necessário para o crescimento e provavelmente possuem a função de limitarem a competição, podendo ainda estar associadas as mudanças na natureza física química, sabor, odor e aparência do alimento. Elas são produzidas ainda que não exclusivamente a medida em que o fungo atinge a maturidade. (BETINA,1984).
           Os fungos toxigénico podem desenvolver-se nos alimentos durante a sua produção, processamento, transporte e armazenamento, e uma vez produzidos podem ser ingeridos, inalados ou absorvidos pela pele causando patologias e morte dos animais e o homem. Existem muitos tipos de micotoxinas sendo que seis são considerados importante do ponto de vista de Saúde pública: Aflotoxinas (AFB1, AFB2, AFG1, e AFG2), Ocratoxina A, patulina, fumosina, deoxinivalenol, e Zearalenona. 
1.1.3. [bookmark: _Toc22523387]Aflotoxinas.
          As Aflotoxinas são produzidas por fungos do género Asperigillus, espécie A.flavus e A.parasiticus. Descoberta em 1960,apos provocarem um surto tóxico em perus na Inglaterra, (Turkey-X-disease). Neste surto milhares de Avés morreram após consumirem torta de amendoim na ração (LEESON et al., 1995). Contudo são conhecidos, actualmente,18 compostos similares, designados pelo termo aflotoxinas, porem, os principais de interesse médico sanitário, são identificados como B1,B2,G1,G2 (COULOMBE,1991). Actualmente apresentam diferentes graus de actividades biológicas, sendo que a aflotoxinas B1 (AFB1), alem de ser a mais frequente encontrada em substrato vegetal é a que apresenta maior poder toxicémico seguido de G1, B2, e G2 (LEESON et al., 1995)
            Em saúde animal varias espécies domésticas e de experimentação são sensíveis aos seus efeitos tóxicos, agudos, mutagénicos e carcinogénicos, sendo que o fígado é o principal órgão atingido (OSWEILER, 1990). Em países da África e Ásia, como Moçambique por exemplo onde ocorre o consumo regular de alimentos por Aflotoxinas a incidência do câncer no fígado é de aproximadamente 13 casos por 10.000 habitantes por ano. (FONSECA,2006)
a) Estrutura química.
          São moléculas um tanto diferente como em estruturas que variam de simples anéis de 6 a 8aneis heterocíclicos.(BETINA,1984) e são altamente oxigenados, com uma estrutura que consiste essencialmente de um núcleo de cumarina fundido com um anel bifurano e outro anel pentanona (AFB1, B2, M1 e M2) ou 6-lactona (aflatoxinas G1 e G2). As aflotoxinas M1 e M2 são metabólitos hidroxilados das aflatoxinas B1 e B2, prospectivamente (DARSANAKI ET AL., 2013).
[image: ][image: ][image: ]
                        Aflotoxinas B1                   Aflotoxinas B2                Aflotoxina G1
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[bookmark: _Toc476473521]Figura:  Estrutura química das aflatoxinas mais importantes. Fonte: Yunus et al. (2011).

b) Mecanismo de Absorção  das aflotoxinas. 
         A absorção das aflotoxinas ocorre no trato gastrointestinal e sua biotransformação ocorre primariamente no fígado por microssomias do sistema de funções oxidases mistas. (BIEHL –BUCK, 1987). São rapidamente absorvidas e isto pode ser evidenciado imediatamente após sua ingestão (WYATT, 1991). 
            A absorção de aflatoxinas ocorre por difusão passiva através do intestino, difundindo-se rapidamente por todo o organismo de maneira que três horas após a alimentação, Aflotoxinas B1 e B 2 podem ser encontradas em todos os tecidos, principalmente na moela e fígado. RAMOS e HERNANDEZ, (1996)
c) Produção de Aflotoxinas em Alimentos.
          Para MONDLANE et al. (2005), verificaram cerca de 65,5% das amostras, com um nível médio de 3,11x10-2 ppm, assim como ALKHALAF et al. (2010), encontraram positividade em todas as amostras de ração, com um nível médio de 70,6 µg/kg, não estando acima dos limites recomendados. Enquanto RASHID et al. (2012), encontraram presença de AFB1 em 91,66% das amostras, com níveis entre 10 a 166 µg/kg, sendo que 82.30% estavam acima dos níveis recomendadas.
        Num estudo experimental em frangos de corte, SALLE ET AL. (2002), ouve uma retenção 46,6% de AFB1 no fígado, nas primeiras duas horas após o consumo da ração contaminada. Estudos feitos por SALLE ET AL. (2001) E VILAR ET AL. (2002), Mostraram níveis de AFB1 que variavam de 0,54 a 2,41 ppb e 3,8 a 5,2 ppb em amostras de fígado de frangos de corte. 
Um estudo sobre análise de aflatoxina B1 em fígados, feita em Maputo, apresentou coeficientes de recuperação não satisfatórios (59,2 à 66%). Todas as amostras positivas de fígado (39%) foram detectadas pelo método de ELISA, com maior parte das amostras provenientes do sistema de produção e abate local. (SINEQUE, 2015). Por outra o mesmo estudo provou que os níveis de contaminação das amostras por aflatoxina B1, foram inferiores aos limites estabelecidos pelas normas do Codex Alimentarius e pela maioria das legislações internacionais, tendo apresentado uma média de 1,73 µg/kg e 1,04 µg/kg no sistema PAL em amostras de fígado.(SINEQUE, 2015).

1.1.4. [bookmark: _Toc22523388]Efeito das Aflotoxinas na Avicultura.
[bookmark: _Toc20590780][bookmark: _Toc22523389]           A produção animal e particularmente de aves é um componente importante da economia agrária do Pais, e o desenvolvimento contínuo do sector de avicultura pode contribuir para um crescimento inclusivo e sustentável. (OPEWELL et all,2016). 
[bookmark: _Toc20590781][bookmark: _Toc22523390]         A sensibilidade aos efeitos tóxicos das Aflotoxinas varia consideravelmente entre as espécies animais. Na avicultura comercial a susceptibilidade é maior em patos, seguidos de perus, gansos, faisões e frangos (MULLER et all, 1970). Dentro de uma mesma espécie, a relação dose-resposta pode variar de acordo com raça, sexo, idade, entre outros factores (COULOMBE, 1991)  
[bookmark: _Toc20590782][bookmark: _Toc22523391]           Os efeitos deletérios das Aflotoxinas em frangos são maiores na fase inicial de criação, até os 21 dias de vida, porém o reflexo negativo sobre o ganho de peso é persistente até a fase final de criação (HUFF et al., 1986 citado por  TESSAR e CARDOSO,2012). Os efeitos tóxicos das Aflotoxinas dependem da dose e do tempo de exposição, determinando, assim, intoxicações agudas ou crónicas. 
[bookmark: _Toc20590783][bookmark: _Toc22523392]         A síndrome tóxica aguda ocorre pela ingestão de alimento com altas concentrações de aflatoxina, e os efeitos são observados rapidamente, o animal apresenta perda de apetite, hepatite aguda, icterícia, hemorragias e morte (OSWEILER, 1990).  
[bookmark: _Toc20590784][bookmark: _Toc22523393]         Na síndrome crónica, o sinal mais evidente é a diminuição da taxa de crescimento dos animais jovens (LEESON et al., 1995), ocorre quando o animal ingere concentrações pequenas de aflatoxina por um longo período de tempo. Na avicultura industrial, rações contaminadas mesmo com doses inferiores a 75 ppb de aflatoxina causam reduções de até 10% no peso das aves (LAZZARI, 1997). TESSARI et al. (2004), demonstrou que níveis a partir de 50 ppb de AFB 1 causam uma redução no ganho de peso corpóreo de frangos de corte ao final do experimento.

1.1.5. [bookmark: _Toc22523394]Níveis de tolerância das Aflotoxinas em alimentos.
           A maioria dos regulamentos existentes estabelece níveis para o leite, produtos de origem vegetal e rações, não existindo portanto, níveis padronizados em relação aos outros produtos de origem animal. (LIZÁRRAGA-PAULÍN ET AL., 2011; WU ET AL., 2011). Assim, em estudos de pesquisa de Aflotoxinas em produtos como carnes e vísceras, utilizam-se como limites admissíveis, os estabelecidos para alimentos no geral destinados ao consumo humano (VILAR ET AL., 2002), que de acordo com a FAO (2004), variam entre algumas comunidades de países.
         Em países como, Brasil o limite máximo permitido em alimentos regulamentado pelo Ministério da Saúde na resolução 34/76, estabelecia em 30 ppb a presença de Aflotoxinas B1 e G1 e pelo Ministério da Agricultura, resolução 183 de 21/03/96, estabeleceu-se em 20 ppb a soma das Aflotoxinas B1 + B 2 + 1 + G 2, sendo que esta portaria se internacionalizou para alguns países da América do sul.
          Para alguns países da União Europeia (UE), estabeleciam um limite máximo nos alimentos, de 4μg/kg para aflatoxina total e 2μg/kg para AFB1, América Latina, Asia ou Oceânia e África, maior parte dos países, aplicavam 20 μg/kg e 5μg/kg, para aflatoxina total e AFB1, respectivamente (FAO, 2004; FREIRE ET AL., 2007).

1.1.6. [bookmark: _Toc22523395]Métodos de Detenção e Controle em Alimentos.
           Os primeiros métodos para determinação de Aflotoxinas em alimentos foram desenvolvidos em 1960, logo após a descoberta da toxina., e hoje são conhecidos, vários métodos analíticos entre eles: A cromatografia de camada delgada (CCD), os ensaios imuno enzimáticos (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay - ELISA e Enzyme Immunoassay - EIA) (SALLE ET AL., 2002; HUSSAIN, 2011; DARSANAKI ET AL., 2013). Porém o mais utilizado para análise de aflatoxina em grãos, cereais e produtos de origem animal é o método ELISA (OLIVEIRA; GERMANO, 1996). Mas nos países em desenvolvimento, como Moçambique a CCD tem sido o método de eleição devido ao seu relativo baixo custo quando comparado aos outros, (SALLE ET AL., 2002; HUSSAIN, 2011; DARSANAKI ET AL., 2013).
              Portanto para o controle eficiente dos alimentos susceptíveis à contaminação, os laboratórios devem dispor de técnicas analíticas com sensibilidade, especificidade, rapidez e facilidade de uso, além de exactidão e precisão. Contudo existem vários factores que dificultam este tipo de análise como, distribuição não uniforme das micotoxinas nos lotes contaminados, concentrações extremamente baixas, extractos usualmente acompanhados de lipídicos e pigmentos interferentes, e a natureza variada das amostras, (OLIVEIRA et al., 2000).








1.2. [bookmark: _Toc506295100][bookmark: _Toc22523396] Problematização.
         A indústria moçambicana de produção de frango de corte registou um crescimento assinalável na última década. Em 2005 o sector de avicultura encontrava-se num ponto baixo, produzindo menos de 5000 toneladas e com a maior parte do consumo doméstico a ser satisfeita pelas importações, entretanto em 2015 a produção superou 60,000 toneladas, satisfazendo aproximadamente 69% da demanda doméstica. (OPPEWAL, 2016)
         No nosso País os sistemas de produção de aves obedece um arranjo comercial do tipo pequeno produtor - empresa de abate (NICOLAU ET AL., 2011), que em parte, aumenta as possibilidades de incidência de fungos e de Aflotoxinas em rações para aves, pois, estes sistema é caracterizado por condições de armazenamento da ração muitas vezes impróprias, assim como pela prática de misturar rações de origens diferentes, incluindo, a derivada de matéria-prima de má qualidade (MONDLANE ET AL., 2005; OKOLI ET AL., 2006; SALEEMI ET AL., 2010). 
          Por outro lado Moçambique figura entre os países que apresentam elevadas incidências de contaminação de produtos agrícolas (MONDLANE ET AL., 2005; AUGUSTO ET AL., 2014), por aflatoxinas, (OLIVEIRA, 2010), para além de que a sensibilidade aos efeitos tóxicos destas varia consideravelmente entre as espécies animais. No entanto, mesmo com estes pressupostos, estudos sobre aflatoxinas e seus metabólicos em avês, e especialmente nos frangos de corte, produzidos no distrito de Quelimane não são conhecidos pelos produtores.
            Contudo pesquisas feitas sobre Aflotoxinas, são de alimentos de origem vegetal em especial no milho (WARTH ET AL., 2012; AUGUSTO ET AL., 2014) e amendoim (AUGUSTO ET AL., 2014) e rações para avês (MONDLANEET AL., 2005), e têm demonstrado a presença destes contaminantes, em níveis acima dos recomendados pelas normas internacionais. Esta incidência de aflatoxinas em níveis acima dos recomendados em rações para aves, representa um potencial perigo para a saúde pública, tendo em conta que a produção avícola tem aumentado de forma significativa em Moçambique (NICOLAU ET AL., 2011). e de forma particular no distrito de quelimane. E com estas  incidência e da  importância  para a Saúde Pública, o presente estudo pretende responder a seguinte questão:
· Qual é quantidade de Aflotoxinas presente em fígado e músculo de frangos de corte produzidos no distrito de Quelimane? 
1.3. [bookmark: _Toc506295104][bookmark: _Toc22523397]Justificativa.
          O uso de ração e de outras substâncias na produção de frango de corte, seguindo os parâmetros legais de produção, tem como objectivos garantir a segurança do produto que será oferecido aos consumidores. A ração e algumas substâncias são utilizadas não somente para a segurança, mas também para optimizar e acelerar o consumo desta no processo de ganho de peso. Este último facto faz com que alguns produtores locais façam o uso deste propósito, na perspectiva de obter maiores rendimentos, contrariamente ao objectivo principal que e de garantir a segurança evitando ocorrência de perigos microbianos. 
          Contudo administração irregular por parte de alguns produtores durante a produção causa possíveis enfermidades no animal, entre elas as micotoxicose, que podem estar associado a perda do peso durante o processo da engorda quando presente nos frangos podendo resultar em grandes perdas económicas. E por isso deve-se destacar a importância das Aflotoxinas não apenas pelas ocorrências frequente, mais sim pelo elevado potencial toxigénico demonstrados por elas em avés, levando com que a relevância do estudo prenda-se em dois âmbitos: 
· No âmbito científico a abordagem deste trabalho caracteriza-se pelas técnicas especifica para o estudo, pois as sugestões podem ser úteis para resolver o problema levantado, tanto nesta pesquisa assim como nas subsequentes, visto que os resultados obtidos no presente trabalho poderão servir de base para estimar os níveis de ocorrência de Aflotoxinas em fígado e músculo de frangos nesse assim como outros distritos.
· No âmbito social a realização deste estudo servirá de ferramenta para alertar os produtores e as autoridades, sobre os riscos decorrentes da Ocorrência de Aflotoxinas em produtos de origem animal, em especial em frangos de corte, contribuindo para a elaboração ou melhoria de estratégias de monitoria e controlo sanitário nas criações avícolas.





1.4. [bookmark: _Toc22523398]OBJECTIVOS PROPOSTO.
1.4.1. [bookmark: _Toc22523399]Objectivo Geral.
· Avaliar a quantidade de Aflotoxinas em fígado e músculo de frangos de corte produzidos no Distrito de Quelimane.

1.4.2. [bookmark: _Toc506295103][bookmark: _Toc22523400]Objectivos Específicos.
· Determinar a presença de aflatoxina total em fígados e músculo de frango de corte prduzidos no distrito de Quelimane.
· Quantificar os níveis de aflatoxina em fígados e musculo de frangos produzidos no distrito de Quelimane.
· Comparar os níveis de  aflatoxina encontrados em figado e musculo de frango produzidos no distrito dequelimane , de acordo  com os limites estabelecidos  para o consumo humano. 

1.4.3. [bookmark: _Toc22523401]Hipóteses.
H0: A ocorrência de Aflotoxinas no fígado e músculo de frango de corte produzidos no Distrito de Quelimane não pode se observar em níveis admissíveis 
H1: A ocorrência de Aflotoxinas no fígado e músculo de frango de corte produzidos no Distrito de Quelimane pode se observar em níveis admissíveis.




[bookmark: _Toc504401319]

2. [bookmark: _Toc22523402]OPÇÕES METODOLÓGICA.
2.1. [bookmark: _Toc22523403] Tipos de Estudos.
Quanto à Abordagem ao Problema.
· Trata-se de um método quantitativa, pois permitira determinar a ocorrência de Aflotoxinas em frangos de corte produzidos, devendo-se classificar e quantificar dados estatisticamente (VANELLO, 2008
2.2. [bookmark: _Toc22523404] Local de estudo.

[image: ]         A pesquisa será realizada no distrito de Quelimane província da Zambézia no período compreendido entre Setembro de 2019 a Fevereiro de 2020. O distrito fica localizado na margem norte do rio dos bons sinais e a cerca de 20km do Oceano indico a leste, a Sul com o Distrito de Inhassunge, a Norte com  o  distrito de Nicoadala e Namacura.  

[bookmark: _Toc505165229][bookmark: _Toc506295115]Figura: Mapa sobre a Localização Geográfica do distrito de Quelimane Fonte: INE
2.3. [bookmark: _Toc22523405][bookmark: _Toc399231798]Universo da Pesquisa.

        "O presente projecto de pesquisa terá como local de estudo no Distrito de Quelimane, e estarão envolvidos para o estudo cerca de 12 produtores informais que-se dedicam a criação de frangos de corte comercializados, quer localmente ou noutros mercados nacionais. 
2.4. [bookmark: _Toc22523406]Amostragem. 

       " A amostragem será realizada em três locais de produção de frangos no Distrito de Quelimane, seleccionados de acordo com o critério de amostragem, e identificados como “PF1”, “PF2” e  “PF3” ”, respectivamente. Estes frangos serão adquiridos vivos dos produtores num período de dois a três  meses, e sacrificados sob condições sanitárias adequadas para aquisição das amostras de fígado e musculo de (250g-1000g). 
Tabela 1: Quantidade de frangos a serem adquiridos dos produtores para a colecta das amostras de fígado e músculo, no distrito de Quelimane.   

	Código do Produtor
	N0 de Frango
	Número de amostra
	
Período de colecta
	Total das amostras

	
	
	Figado
	 Musculo
	
	

	PF1
	2
	2
	2
	3 Meses
	4

	PF2
	2
	2
	2
	3 Meses
	4

	PF3
	2
	2
	2
	3 Meses
	4



             As amostras de fígado e musculo, provenientes dos frangos de produtores identificados, anteriormente serão colocadas em sacos plásticos estéreis, identificados e armazenados a temperaturas de congelamento e posteriormente transportadas sob condições de refrigeração (a - 4ºC) em caixa isotérmica para o laboratório da Universidade Lurio, onde serão mantidas sob congelamento a temperaturas entre (–18 ºC e –20ºC ), numa geleira,   até o momento da realização das análises.
2.5. [bookmark: _Toc22523407]Técnica e instrumentos de Recolha de Dados.
2.5.1. [bookmark: _Toc22523408]Técnicas de recolha de dados.

· Pesquisa bibliográfica: A partir de fontes consultadas de estudo feito sobre a ocorrência de Aflotoxinas vai permitir avaliar e comparar ocorrência da Aflotoxinas em frangos, discutindo os resultados da pesquisa em causa com as demais fontes a serem referenciadas para o alcance de resultados inovadores.
· Observação individual: Nessa técnica o pesquisador vai projectar os fenómenos observado, e pela limitada possibilidade de controlo, devera intensificar a objectividade de suas informações nos locais de produção, anotando os dados, dos fenómenos observados e as interpretações reais. 
· Observação em laboratório: através das técnicas e instrumentos para análise possibilitaram a observação de Aflotoxinas nas amostras de fígado e músculo de frango de corte, de acordo com o número de ensaios que as amostras permitirem. E com estes o autor poderá chegar aos resultados esperados ou não da pesquisa. 
· Entrevista: Essa técnica vai ser útil para averiguar os "fatos". Ou seja descobrir se produtores dos frangos são capazes de compreender os procedimentos de produção dos frangos sobre tudo no que diz respeito a administração da ração durante o processo de ganho de peso. 


2.5.2. [bookmark: _Toc22523409][bookmark: _Toc506295112]Método e Procedimentos para análise.

           Para a detecção e quantificação de Aflotoxinas nas amostra de fígado e musculo de frango, será utilizado a Cromatografia de Camada Delgada (CCD), uma vez que permite a separação eficaz dos compostos, tornando-o muito útil na caracterização de Aflotoxinas (KARUNYAVANIJ, 1991; STROKA E ANKLAM, 2000) e por ser o de referência para a maioria dos Laboratórios de Países em desenvolvimento, sendo considerada o método oficial pela, AOAC e IUPAC (STROKA E ANKLAM, 2000; SCUSSEL ET AL., 2003; SHUNDO ET AL., 2004; BORGES, 2005. Este método será constituído, pelas seguintes etapas: Amostragem, Preparação da amostra, Extracção, Purificação, Separação, Detecção ou Identificação, Quantificação e Confirmação da toxina.

[bookmark: _Toc476473523][image: ]
Figura. Esquema das principais etapas na análise de aflatoxinas. Adaptado: AOAC (2005).












2.6. [bookmark: _Toc22523410]  Resultados Esperados.

         De forma afazer uma avaliação sobre a quantificação das Aflotoxinas nos fígados e músculo de frangos os dados serão apresentados de acordo com sua análise estatística, incorporando no texto apenas as tabelas, os quadros, os gráficos e outras ilustrações necessárias à compreensão do desenrolar do raciocínio da pesquisa; os demais deverão vir em apêndice. (MARCONI e LAKATOS, 2003) e para o alcance dos objectivos propostos da pesquisa será necessário: 
· Seleccionar os locais para aquisição dos frangos de acordo com os critérios de inclusão e exclusão seguindo o plano de amostragem para posteriores análises no laboratório da Universidade Lúrio em Nampula.
· Fazer a determinação quantitativa através de análises laboratoriais sobre a presença de aflatoxina total em fígados e músculo de frango de corte prduzidos no distrito de Quelimane.
· Apresentar os resultados das analises laboratoriais sobre a ocorrência de Aflotoxinas nas amostras de fígado e musculo de frango, verificando sobre tudo o nível.
· Comparar se os níveis encontrados nas amostras  de figado e musculo de frango  estao  de acordo com os limites estabelecidos pelas normas vigentes em alimentos para o consumo humano.







3. [bookmark: _Toc22523411]ANÁLISE E DISCUSSÃO DOS DADOS.

           Para a análise e interpretação dos dados, será usada uma análise na qual os dados serão apresentados com o suporte do programa estatístico SPSS (versão 20.0, para Windows, Chicago, SPSS, Inc. 2011), que consistirá de tabelas cruzadas de frequências e percentagens da contaminação das amostras por Aflotoxinas, Para a comparação dos resultados laboratoriais entre o fígado e o músculo de frango usar-se-á o teste de Qui-quadrado, enquanto, a diferença dos níveis de contaminação, será analisada pelo teste de hipóteses de Mann-Whitney tendo em consideração o método a ser usado. As diferenças serão consideradas significativas para valores de P <0,05.















4. [bookmark: _Toc22523412]CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES.

	Actividades\Período (meses)
	2019
	2020

	
	Meses 

	
	Set
	Out 
	Nov
	Dez
	

	Escolha do tema
	
	
	
	
	

	Elaboração do Anteprojeto
	
	
	
	
	

	Submissão do Protocolo
	
	
	
	
	

	Apresentação do Protocolo 
	
	
	
	
	

	Colecta de Amostras
	
	
	
	
	

	Análises Laboratoriais
	
	
	
	
	

	Revisão bibliográfica (actualização)
	
	
	
	
	

	Tratamento e análise dos Dados
	
	
	
	
	

	Redacção da Dissertação 
	
	
	
	
	

	Revisão do Texto 
	
	
	
	
	

	Submissão da Dissertação Final
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