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RESUMO

Alguns compostos persistem no meio ambiente e estudos revelam a sua ac¢ao negativa
na salde publica, como a desregulacdo do sistema enddcrino. Sendo a cadeia alimentar a
principal via da sua propagacdo no ambiente, a sua quantificacdo em produtos alimentares
tornou-se muito importante. Neste estudo, foi validada uma modificacdo do método
QUEChERS baseada na substituicdo do adsorvente Primary Secondary Amine (PSA) pela
proteina da semente de moringa (Mor-p). Os testes de recuperacdo analitica usando padrdes B-
HCH, Y-HCH, cipermetrina, p'p-DDD, p'p-DDT, 4-nonilfenol e profenofos foram feitos
usando acido acético a 1% em acetonitrilo: metanol (90:10) como solvente de extrac¢do. A
identificacdo e quantificacdo dos compostos organicos em GC-MS apresentou recuperacoes
analiticas em amostras de couve que variaram de 104-107% para B-HCH, 74-110% para Y-
HCH, 69-90% para cipermetrina, 84-94% para p'p-DDD, 86-108% para p'p-DDT, 81-114%
para 4-nonilfenol e 80-94% para profenofos. Em amostras de peixe, as recuperac@es analiticas
variaram de 71-83% para p-HCH, 91-96% para Y-HCH, 71-82% para cipermetrina, 86-88%
para p'p-DDD, 74-88% para p'p-DDT, 102-110% para 4-nonilfenol e 58-59% para
profenofos. Os resultados das andlises de amostras em GCxGC/TOFMS, demonstraram a
presenca de Y-HCH, p,p’-DDD e p,p’-DDT em amostras de couve, B-HCH, cipermetrina,
p,p’-DDD, p,p’-DDT, 4-nonilfenol e profenofos em amostras de repolho. Por outro lado, Y-
HCH, p,p’-DDD e 4-nonilfenol foram quantificados em amostras de peixe. As concentragoes
destes compostos nas amostras analisadas estiveram acima dos limites maximos residuais
estabelecidos pela Codex alimentarius, excepto a cipermetrina. Os resultados de validacdo
analitica indicaram potencial aplicacdo da Mor-p como adsorvente alternativo para a
quantificacdo de compostos organicos persistentes de alimentos crus, incluindo vegetais e
peixes, com a excepcdo do profenofos na matriz do peixe. A avaliagdo dos indices de
toxicidade dos pesticidas (PTI) com os valores de 31.83, 30.50 e 23.98 para couve, repolho e
peixe, respectivamente, evidencia um risco para a salde associado ao consumo destes

alimentos vendidos em mercados mogambicanos.

Palavras-chave: Validacdo, QUEChERS, Desreguladores Enddcrinos, GC-MS, Tilapia,

Legumes

Vi
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HI indice do risco a satide para pessoa adulta

HI* indice do risco a satide para uma crianca
HQ Quociente de perigo
LOD Limite de deteccéo
LOQ Limite de quantificagdo
m Declive da recta ou curva de calibracdo
My A média das respectivas concentragdes
MO Moringa oleifera
Mor-p Proteina da semente da moringa
MRL Limite maximo residual ou concentra¢cdo maxima permitida
nyen; Numero de réplicas ensaiadas para cada método
PSA Primary secondary amine em portugués “ amina primaria secundaria
PTI Indice de toxicidade do pesticida
OMS Organizagdo mundial da satde

QUEChERS Quick, Easy, Cheap, Efective, Rugged, Safety em portugués “rapido, facil,
barato, efectivo, robusto e seguro”

RSA Republica da Africa do Sul
sles2 Desvios-padrao amostrais das médias geradas pelos dois métodos
sp E o desvio padrio das concentragdes experimentais
Syix Desvio padréo residual da linha de regressdo
tob Valor experimental, estimado a partir das médias dos dois métodos
Tr Tempo de retengédo
B-HCH Beta hexaclorociclohexano
Y-HCH Beta hexaclorociclohexano

v NUmero de graus de liberdade
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1 INTRODUCAO

A agricultura é uma das actividades praticadas pelo homem desde os tempos primordiais, cuja
finalidade é providenciar alimentos e outros bens para melhoria da qualidade de vida da
sociedade. Entretanto, além aumentar a produtividade, a agricultura pode constituir uma fonte
de contaminacdo do meio ambiente, devido a praticas intensivas de fertilizacdo do solo e
controlo de pragas com recurso a pesticidas naturais ou sintéticos (Sultan et al., 2013; Naqvi
et al., 2014; Combarnous, 2017). Todavia, certas pragas tém desenvolvido resisténcia aos
pesticidas convencionais, obrigando o emprego de quantidades cada vez maiores destas
substancias em culturas. Como resultado, os pesticidas acumulam-se em produtos vegetais,
animais assim como no solo, constituindo desta forma um perigo para o ecossistema e a saude
dos consumidores (Yu et al., 2006 e Nagvi et al., 2014).

Certos estudos revelam que alguns pesticidas e seus derivados sdo capazes de alterar o
equilibrio hormonal e comprometer o desenvolvimento embrionario entre outros efeitos
adversos a salde de organismos vivos e seus descendentes, facto que tem sido relacionado
com a diminuicdo da biodiversidade (Roelofs et al., 2014; Monneret, 2017; Slama et al.,
2017).

Alguns pesticidas sdo denominados compostos desreguladores enddcrinos (EDCs) devido a
sua accao na alteracdao do funcionamento do sistema endécrino ( Rylander et al., 2014; Costa
et al., 2015; Bernabeu et al., 2016; Le Thi et al., 2016; Combarnous, 2017). Outros agro-
quimicos para além dos efeitos acima mencionados sdo relacionados com a eminéncia de

cancros e mutagdes genéticas em organismos afectados (Sultan et al., 2013).

Em Mocambique, a tendéncia em adoptar uma agricultura mecanizada torna cada vez mais
provaveis a contaminacdo e acumulacdo de pesticidas no solo e no ecossistema aquatico.
Como consequéncia, as culturas cultivadas nesses solos, o habitat aquatico e os consumidores
constituem potenciais alvos destes poluentes. Actualmente pouco se sabe das concentragdes
destes compostos em produtos agricolas e pesqueiros, assim como 0s niveis de exposi¢ao dos
consumidores destes alimentos. Estas lacunas podem estar aliadas a ndo exiguidade dos
métodos de extraccdo em uso, associada ao alto custo dos adsorventes de limpeza dos

extractos na andlise de pesticidas em alimentos. Isto constitui um grande impasse para as



andlises ligadas a quantificacdo de pesticidas em paises com restricdes financeiras tais como
Mocambique. Por isso, 0 presente trabalho de pesquisa pretende desenvolver uma
metodologia de extracgdo com a incorporacdo da proteina das sementes da moringa na etapa
de limpeza do em substituicdo da proteina primary secundary amine (PSA).

1.1 Perguntas de pesquisa
v" Que estratégias acessiveis podem ser usadas para a identificacdo e quantificacdo de

compostos organicos desreguladores enddcrinos em alimentos comuns?

v Qual é a concentragdo de compostos desreguladores enddcrinos nos produtos pesqueiros e
agricolas vendidos em mercados informais Mogambicanos?

v" Que alteracdes podem ser feitas ao método Quick, Easy, Cheap, Efective, Rugged, Safe
(QUEChERS) para torna-lo acessivel e aplicavel em paises com restri¢cbes financeiras
incluindo Mocgambique?

v' A proteina da semente da moringa pode ser usada como substituto do PSA no método
QUEChERS?

v Quais sdo os beneficios de usar a proteina das sementes de moringa, olhando para a
perspectiva de custos de analise?

1.2 Relevancia da pesquisa
Os desafios ligados a seguranca alimentar para responder ao crescente aumento demografico e

a falta de terra cultivavel em todo o mundo, tornaram necessario o uso de técnicas de
producdo modernas, com vista ao aumento da producao e produtividade de culturas. Contudo,
diferentes pragas tém afectado o desenvolvimento dessas culturas (Ali et al., 2019).

Como forma de evitar perdas significativas de culturas por accdo de pragas, a aplicacdo de
pesticidas tornou-se imperativa, que em algum momento pode limitar a consciéncia
relativamente as consequéncias que 0 USO excessivo destes compostos pode trazer a

sociedade.

Alguns pesticidas sdo conhecidos ou suspeitos de ser desreguladores endocrinos, tendo sido
banidos internacionalmente, mas ainda continuam a ser detectados em produtos alimentares

de certos paises. Por exemplo, na pesquisa feita por Nuapia e colaboradores (2016) em
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amostras de feij&o, repolho, carne e peixe colhidas na Africa do Sul, foram detectados aldrin,
p.p’-DDT, p,p’-DDE, a-HCH, B-HCH e ,-HCH.

O comércio livre na Comunidade para o Desenvolvimento do Sul da Africa (SADC) de que
Mocambique faz parte, permite uma circulacdo de produtos, onde na sua maioria inclui
cebola, batata reno, tomate entre outros, comercializados em Mogambique tém a sua origem
na Republica da Africa do Sul. Também regista-se certas variedades como couve e alface
produzidos em Mocambique e que sdo vendidos no mercado daquele pais. A Republica da
Africa do Sul e outros paises vizinhos como Zimbabwe e Zambia caracterizam-se por uma
agricultura mecanizada, e onde o uso de pesticidas é provavelmente muito intenso. Estas
praticas podem levar a contaminacao dos rios partilhados com Mocambique tais como 0s rios
Incomati, Limpopo, UmbelUzi e Zambeze. Esta rede hidrografica e as trocas comerciais entre
estes paises aumentam as possibilidades de se encontrar pesticidas desreguladores enddcrinos

em vegetais e peixes vendidos em mercados locais.

A presenca destes compostos em alimentos constitui um risco para a satde publica, dai que o
conhecimento sobre a sua presenca e quantidades relativas em alimentos comuns se torna
imprescindivel para garantir a segurancga alimentar, facto que ndo tem sido conseguido por

dificuldades relacionadas com o alto custo das analises destes compostos.

Para superar estas dificuldades, propds-se investigar metodologias de extraccdo mais simples
e acessiveis para aplicacdo em analises de rotina de controlo de qualidade de alimentos. E
neste contexto que o presente trabalho de pesquisa se centrou na incorporacdo da proteina
extraida das sementes da moringa para a sua aplicacdo no processo de extraccao de pesticidas
em alimentos, através da modificacdo do método pré-estabelecido Quick, Easy, Cheap,

Efective, Rudge and Safety vulgarmente designado QUEChERS.

As sementes da moringa constituem um recurso natural renovavel e acessivel em varios paises
tropicais incluindo Mocambique. A utilizacdo da proteina destas sementes no lugar da resina
sintética ou proteina amina primaria secundaria (PSA) no método QUEChERS surge como

uma alternativa viavel para a aplicacdo deste método em paises com limitagdes financeiras.

Para alem de propdr o método de baixo custo, os resultados desta investigacdo forneceréo

uma base de dados sobre os tipos e quantidades relativas de pesticidas presentes em certas



variedades de alimentos agricolas e pesqueiros consumidos em Mogambique, 0s quais
servirdo de indicador do grau de exposicdo dos consumidores a potenciais compostos
desreguladores enddcrinos, assim como poderdo estimular a definicdo de politicas de
proteccdo do consumidor por parte de instituicdes reguladoras competentes.

1.3 Objectivos

1.3.1 Geral
v Desenvolver e optimizar o método analitico de extrac¢do simples e quantificacdo de

pesticidas com potencial actividade enddcrina em alimentos crus seleccionados em

Mocambique.

1.3.2 Especificos

v Optimizar o método QUEChERS empregando a proteina das sementes de moringa como
adsorvente natural renovavel;

v" Aplicar o método QUEChERS maodificado para a extraccdo de pesticidas seleccionados
(por ex. organofosforados (profenofos), peritrodes (cipermetrina), organoclorados (Y-
HCH, B-HCH, p,p’-DDD e p,p’-DDT) e outros compostos de interesse ambiental como 4-
nonilfenol em amostras de repolho, couve, peixe tilapia e peixe gato comercializados em
mercados informais das provincias de Maputo, Nampula e Tete;

v' Avaliar o nivel de risco da salde dos consumidores por ingestdo de alimentos
contaminados por aqueles compostos.



2 REVISAO DA LITERATURA

A agricultura € uma actividade geralmente praticada em solos férteis, preferencialmente junto
dos rios, aquiferos e outras fontes de dgua. A crescente necessidade em satisfazer a demanda
do mercado tem obrigado o sector agrario a adoptar medidas que visam aumentar os niveis de
producdo de alimentos, as quais incluem-se a aplicacdo de fertilizantes e pesticidas sintéticos,
gue podem contaminar o solo e recursos hidricos levando a poluicdo destes compartimentos
ambientais (Veiga et al., 2006).

A poluicdo quimica das aguas por exemplo, pode representar uma ameaca para 0 ambiente
aquatico, com efeitos de toxicidade para a biota, com as consequentes perdas da
biodiversidade, e esta ameaga pode ser extensiva & saude publica (Thompson et al., 2017).
Devido a sua toxicidade, certos pesticidas foram banidos no mercado internacional mas ainda
ha suspeitas da sua ulitizacdo ilegal em certos paises, 0 que pode ser a principal causa da sua
deteccdo em produtos alimentares. A titulo de exemplo, em um estudo realizado no Gana por
Amoah e colaboradores (2006), foi determinado lindane em amostras de couve. Ainda no
Gana Ko e colaboradores (2012), reportaram a presenga de pesticidas organoclorados em
amostras de peixe, vegetais e frutas. Em outros estudos como o de Molina-Ruiz e
colaboradores (2014), também determinaram os pesticidas lindane, 4,4'-DDD, e 4,4'-DDT em
amostras de peixe. Raslan e colaboradores (2018) num estudo feito no Egipto detectaram
contaminacdo por DDT em amostras de leite de vaca, bufalo e cabra.

Os pesticidas organoclorados e seus metabdlitos, quando entra no meio ambiente, persiste por
periodos muito longo, e a sua presenca constitui ameaca a biodiversidade e os seus efeitos
nocivos em humanos, desde a desregulacdo do sistema enddcrino até ao desenvolvimento de
diversas patologias incluindo o cancro, dai a sua inclusdo no grupo de compostos conhecidos

por desreguladores enddcrinos (Montes-Grajales e Olivero-Verbel, 2020).

2.1 Compostos desreguladores endocrinos

O conceito de compostos desreguladores enddcrinos (EDCs) € diversificado mas tem um
ponto comum que os relaciona com as possiveis consequéncias no organismo (Rylander et al.,
2014; Costa et al., 2015; Le Thi Minh et al., 2016; Combarnous, 2017). Também podem ser



definidos como substancias que alteram as fungdes do sistema enddcrino, e
consequentemente, causam efeitos adversos a saude da populacdo e sua descendéncia
(Giulivo et al., 2016; Monneret, 2017). Por outro lado, a European Environment Agency
(2019) define-os como agentes exdgenos que interferem na regulagcdo hormonal responsavel
pelo controlo de muitos processos de desenvolvimento do organismo e manutencdo da

homeostase.

Os autores Schug e colaboradores, (2011) definem os EDCs como substancias quimicas
sintéticas incluindo alguma variedade de pesticidas e solventes que, quando absorvidas pelo
organismo, podem bloquear as hormonas e perturbarem o funcionamento de certos 6rgéos do

corpo.

Combinando os conceitos acima apresentados, pode-se definir os EDCs como compostos
naturais ou sintéticos que podem alterar o funcionamento do sistema enddcrino, causando
impactos consideraveis na salde de diversos organismos animais incluindo o homem. Fazem
parte deste grupo, os fito estrogénios presentes em uma larga variedade de plantas, compostos
organicos sintéticos como os bifenilos policlorados, bifenilos bromados, dioxinas, certos

pesticidas, fungicidas, ftalatos, bifendis e alquilfenois (Hejji et al, 2020).

Os efeitos dos EDCs e 0s seus mecanismos de accdo tém sido alvos de estudo com maior
enfase sobre os sistemas neuroldgicos e reprodutor, no qual tém sido relacionados com
diversas patologias em fémeas como o cancro do ovario, quistos em ovarios e menopausa
precoce. Em machos, alguns EDCs levam ao desenvolvimento de tumores dos testiculos e da

préstata, fraco crescimento dos 6rgaos sexuais e infertilidade (Hejji et al, 2020).

Segundo Schug e colaboradores (2011), dados epidemiolégicos revelam uma tendéncia de um
aumento dos distarbios da funcdo reprodutiva em humanos, o0s quais sao relacionados com a
presenca dos EDCs em quantidades crescentes no meio ambiente, fendbmeno evidenciado pelo

aumento de casos de infertilidade.

Hejji e colaboradores (2020) em testes laboratoriais feitos em animais verificaram uma
reducdo da qualidade do sémen, anormalidades do trato urogenital, incluindo hipospadia e

criptorquidia em machos. A partir da exposi¢do de individuos do sexo feminino aos EDCs



durante a gravidez, verificaram a sua associagdo com 0 cancro cérvico vaginal raro,

diminuicao da fertilidade, ocorréncias de gravidezes ectopicas e menopausa precoce.

Admite-se que os EDCs podem reduzir ou bloquear a actividade de hormonas enddgenas e
causar impactos negativos significativos no desenvolvimento reprodutivo dos organismos, se

estes forem expostos durante estagios criticos de desenvolvimento (Monneret, 2017).

Embora a sua influéncia directa na modificacdo dos genes em animais seja menos conhecida,
alguns estudos feitos em animais revelam que os EDCs, para além de afectarem apenas o
organismo exposto, 0s seus efeitos como mutacdes no DNA sdo também observados em seus
descendentes (Schug et al., 2011).

Para além dos efeitos acima mencionados, também sdo suspeitos de promoverem o
desenvolvimento do cancro, sindrome testicular da disgenesia nos seres humanos, reducao da
quantidade e qualidade de espermatozdides e de testosterona (Roelofs et al., 2014; Slama et
al., 2017).

Com o tempo, 0 nimero de casos de exposi¢do aos EDCs tem aumentado em todo o mundo
devido a dificuldades de evitar a exposi¢cdo a estes compostos, isto aliado ao facto dessas
substancias serem muito diversificadas e ndo compartilharem qualquer semelhanca estrutural,
apesar de a maioria apresentar substituintes da familia de halogénios, sendo os mais vulgares

o cloro e bromo (Diamanti-Kandarakis et al., 2009).

2.2 Pesticidas

Os pesticidas sdo substancias naturais ou sintéticas capazes de destruir, repelir ou atenuar
pragas, ou ainda substancias reguladoras de plantas, desfolhantes, dessecantes ou
estabilizadoras de nitrogenio (Trueblood et al., 2016; Olutona e Livingstone, 2018).

Entende-se que os pesticidas sintéticos tenham sido expandidos no mundo e em especial até
ao continente africano durante o periodo colonial, por volta das primeiras duas décadas do
século vinte. Os seus efeitos toxicos sobre o meio ambiente apds as suas aplicagdes foram
rapidamente observados (Shem, 2001). Apesar da sua toxicidade ambiental, o uso de

pesticidas na proteccdo de culturas contra a accdo das pragas de forma a promover a



produtividade, continua uma pratica comum do sector agrario (Martinez-Lara e Paez Melo,
2017; Naidoo et al., 2017; Thompson et al., 2017; Raslan et al., 2018). Muitas vezes, estes
compostos tém sido usados de forma descontrolada e acima dos limites normais, isso aliado
ao desafio crescente em aumentar a produtividade agricola (Naidoo et al., 2017). Todavia, 0s
agricultores na maioria dos casos, ndo tém conhecimento das consequéncias que esta pratica

pode trazer ao ecossistema (Kariathi et al., 2016).

O uso excessivo destes compostos pode resultar na sua acumulacéo e propagacdo ao longo da
cadeia alimentar, transmitindo-se ao organismo humano por diversas vias tais como
respiratoria, oral e em alguns casos pela via cutdnea (Martinez-Lara e Paez Melo, 2017;
Olutona e Livingstone, 2018). Nos humanos e outros mamiferos podem fixar-se no leite e
assim ingeridos pelos filhos durante a amamentacdo (Hayes et al., 2006; Thompson et al.,
2017; Raslan et al., 2018).

Algumas suspeitas relacionam as DNTs com as ac¢fes dos compostos quimicos disponiveis
no ambiente como os pesticidas, que globalmente sdo consideradas substancias quimicas com
efeito de desregulacdo endocrino (Collotta et al., 2013; Bornman et al., 2017; Combarnous,
2017).

Os efeitos associados as exposicdes de certos pesticidas sdo varios do que se destacam o
cancro, defeitos congénitos, doencas neuro degenerativas, cardiovascular, respiratorias,
diabetes e renal crdnica, desenvolvimento embrionério defeituoso, infertilidade, baixa
producdo hormonal e deformacBes esqueléticas (Collotta et al., 2013; Grung et al., 2015;
Trueblood et al., 2016; Monneret, 2017).

Nos ultimos anos, tem-se registado aumento na taxa de mortalidade causada por doencas
infecciosas ndo transmissiveis (DNTs) emergentes, que afectam grupos vulneraveis como

mulheres, criancas e organismos aquaticos (Bornman et al., 2017).

Apesar dos esforgos de investigacOes relacionados com a compreensao das causas das DNTSs,
ainda subsistem lacunas de conhecimento sobre doencas relacionadas com a glandula
enddcrina juntamente com as doencas cardiovasculares, cancros, depressdo e asma (Bornman
etal., 2017).



2.2.1 Contaminacao e propagacao dos pesticidas no ambiente
A prevaléncia dos pesticidas no ambiente tornou-os um tema importante em trabalhos de
pesquisas actuais, porque entram no meio ambiente por muitas vias, onde para além dos

efeitos desejados, perturbam a vida dos organismos nao alvos (Slama et al., 2017).

Quando os pesticidas sdo aplicados podem acumular-se nas plantas, solo e nos sistemas
hidricos, culminando numa degradagdo ambiental, alteraces dos ecossistemas e prejuizos a
saude (Veiga et al., 2006; Catarina e Dias, 2016).

Em sistemas hidricos dindmicos como rios, quando a contaminagdo ocrre numa determinada
area pode-se estender em toda a regido adjuvante, como é o caso dos rios que correm em
regibes poluidas por actividades agricolas, com maior enfoque aos pesticidas (De Resende,
2002).

Actualmente, uma das variedades de pesticidas mais utilizados na agricultura séo os da classe
dos organofosforados, que possuem uma actividade insecticida muito eficiente, devido a sua
capacidade de inibicdo da enzima acetilcolinesterase no sistema nervoso, que tanto actuam em
insectos quanto em mamiferos (Veiga et al., 2006).

Para além dos organofosforados, os peritrodes constituem outra variedade de uso comum na
actualidade. Contrariamente, outras classes como organoclorados que devido aos seus efeitos
toxicos, o Programa das Nagbes Unidas para o Ambiente, na convencdo de Estocolmo,
colocou na lista de compostos restritamente usados ou mesmo proibidos em muitos paises a
doze (12) pesticidas desta classe a saber: aldrin, chlordane, DDT, mirex, endrin, dieldrin,
heptachlor, toxaphene, endosulfan, lindane, tHCH e B-HCH (Ali et al., 2019). Contudo, estes
compostos ainda continuam sendo detectados em amostras de diferentes ambientes incluindo
produtos alimentares. Esta deteccdo pode estar relacionada com 0 uso excessivo destes
poluentes nas décadas passadas, tendo levado a sua acumulagdo em diferentes meios, dai a
sua deteccdo em amostras de sedimentos, peixes e vegetais (Ali et al., 2019). A titulo de
exemplo, em uma pesquisa feita por Nuapia et al. (2016) em amostras colhidas na Africa do
Sul, detectaram aldrin, p,p’-DDT, p,p’-DDE, p,p’-DDE, a-HCH, B-HCH no feijdo, repolho,
carne e peixe. No mesmo estudo, também detectaram aldrin em amostras de repolho, carne e
peixe, dieldrin em amostras de feijdo, carne e peixe, heptachlor em amostras de feijao e carne

e 0 heptachlor epoxido em amostras de repolho e peixe.



2.2.2 Alguns pesticidas e compostos com efeitos de desregulacéo endocrina

2.2.2.1 Pesticidas organofosforados

Nas Gltimas décadas, o uso de pesticidas da classe de organofosforados (OP) aumentou
significativamente devido a sua baixa persisténcia no ambiente (Capobiango e Cardeal, 2005).
Contudo, estes compostos sdo bastante toxicos para a maioria de animais vertebrados apesar
da sua répida degradacao (Malhat e Nasr, 2011).

O profenofos ou O-(4-bromo-2-clorofenil), O-etil S-propilfosfotioato € um insecticida muito
usado na agricultura, pertencente a classe dos OPs, o qual faz parte dos OPs atipicos por
apresentar um grupo [S-C3H-] ligado ao atomo de fosforo, no lugar dos tradicionais grupos
[O-CH3 ou O-C,Hs], cuja estrutura é apresentada na Figura 1 (Eddleston et al., 2009).
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Figura 1. Férmula estrutural do profenofos ou O-(4-bromo-2-clorofenil) O-etil S-propilfosfotioato

Profenofos é lipossollvel e moderadamente toxico quando comparado com outros
organofosforados (Eddleston et al., 2009). Por outro lado, certos estudos tém-o relacionado
com a toxicidade de varios 6rgdos vitais como o figado e o cérebro. A exposicdo a este
insecticida pode causar lesdo hepatocelular e alteracdo do metabolismo de aminoacidos. Em
doses elevadas, pode induzir a vacuolizacdo tecidual, hemorragia e hiperplasia das células
Kupffer no figado, inchaco das capsulas de Bowman e degeneracéo tubular no rim (Mogda et
al., 2009).

A organizagdo mundial da sadde (OMS) classifica o profenofos como insecticida
moderadamente perigoso (classe de toxicidade Il). Apresenta um nivel moderado de
toxicidade aguda apo0s administracdo oral e dérmica, é extremamente toxico em peixes e

macroinvertebrados. Em geral, actua como inibidor da actividade da enzima
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acetilcolinesterase, podendo estender a sua toxicidade para seres humanos (Abass et al.,
2007).

O profenofos faz parte dos insecticidas de utilizacdo autorizada pelas suas propriedades como
baixa persisténcia, mas a sua alta taxa de uso no controlo de pragas em culturas como
algoddo, milho e vegetais pode levar a contaminacdo de recursos hidricos e afectar
negativamente 0s organismos aquaticos como peixe, e estender-se a todos os membros da

cadeia trofica incluindo o homem (Sharafeldin et al., 2015).

Sharafeldin e colaboradores (2015) expondo a tilapia do Nilo a profenofos, observaram que
este insecticida influenciava na diminuicdo do contetdo de glicogénio no figado e no musculo
e segundo estes autores, essa diminuicéo estaria relacionada com o bloqueio da transferéncia

da glicose para as células, tendo por consequéncia a acumulacdo deste agucar no sangue.

Para Sharafeldin e colaboradores (2015) a hiperglicemia pode estar relacionada com o
estresse causado por este insecticida, que leva ao aumento da secrecdo de hormonas
catecolaminas (glicogenodlise) e corticosterdides (gliconeogénese). No mesmo estudo,
observaram ainda uma reducgdo nos niveis séricos de proteina, de globulina e do teor lipidico
total no sangue, para além do aumento da albumina e da creatinina sérica, da uréia e do acido
arico.

Pandey e colaboradores (2011) ao avaliarem o0 comportamento de peixes mediante exposi¢ao
a profenofos, observaram anormalidades comportamentais como agitacdo, perda de equilibrio,
hiperactividade, formacdo de muco no corpo e nas guelras, levando ao esgotamento e morte.
Para estes autores, as alteracdes comportamentais e a morte subsequente, sdo indicadores de
que o efeito téxico é mediado pela enzima nervosa e a sua perturbacdo afecta 0s sistemas

respiratério e nervoso, paralisando todas as actividades vitais.

Na experiéncia feita por Abass e colaboradores (2007) baseada na avaliacdo do efeito de
profenofos em microssomas do figado de ratos e humanos, observou-se a ac¢éo inibidora de
varias actividades microssomicas, indicando uma interaccdo consideravel com as enzimas

responsaveis.

Em outro estudo feito por Mogda e colaroradores (2009), apos 28 dias da administragéo oral

de profenofos em ratos, os resultados da analise das amostras do cérebro, figado e soro destes
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animais, demonstraram que o insecticida provocou em ratos um estresse oxidativo, alteracdo
de alguns parametros bioquimicos como aumento da peroxidacao lipidica e diminuicéo da vy-
glutamil cisteinilglicina com maior efeito nas amostras de cérebro. Outros estudos feitos em
anfibios, comprovaram sua reurotoxicidade aguda, alteracdes morfolégicas e histoldgicas.
Para além destes, os seus efeitos na diminuicdo do metabolismo protéico em peixes sao
conhecidos, pois inibe as ac¢bes metabdlicas enzimaticas em varios tecidos (Kushwaha et al.,
2016).

Segundo Kushwaha e colaboradores (2016), o profenofos é um desregulador enddcrino
(EDC), que tem demonstrado sua toxicidade sobre o sistema reprodutor masculino em ratos.
Para além deste efeito, estes autores citam o estudo de Memon e colaboradores (2014), o qual
comprovou a capacidade deste insecticida de induzir a ruptura de tecidos testiculares em

coelhos e acredita-se gque estes efeitos podem ser extensivos para 0s seres humanos.

2.2.2.2 Pesticidas piretrdides

Os piretroides sdo pesticidas sintéticos derivados das piretrinas, obtidos das flores de
Chrysanthemum cinerariaefolium, vulgarmente usados para fins industriais e agricolas
(Pimpéo et al., 2007; Ullah et al., 2018). A sua utilizacdo ganhou espaco no campo agricola
no controlo das pragas, na tentativa de substituir os organofosforados, organoclorados e
carbamatos, devido a sua facil biodegradacdo e considerados menos toxicos a outras formas
de vida ndo alvo, como mamiferos incluindo o homem (Pimpao et al., 2007; Suvetha et al.,
2010).

Para além da agricultura, estes pesticidas tém sido usados em outras areas de actividades
como pecudria e no controlo de insectos ao nivel doméstico (Imai et al., 2014 e De Oliveira,
2019). Apesar das vantagens acima mencioanadas, varias pesquisas relataram a presenca dos
seus residuos em diferentes matrizes ambientais como agua, organismos aquaticos (peixes) e
produtos alimentares (carnes, ovos e leite). Esta acumulacdo tem sido associada a sua alta
solubilidade em &gua (De Oliveira, 2019). Segundo Imai e colaboradores (2014), para além de
produtos alimentares e organismos acima mencionados, a sua bioacumulagdo tem sido

evidenciada pela detec¢éo dos seus metabdlitos em amostras da urina de seres humanos.
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Estes compostos, a semelhanca de outros pesticidas podem entrar no organismo humano por
via de ingestdo de vegetais, frutas, carnes e outros alimentos contaminados ou pela inalagdo
do ar em ambientes onde foram aplicados. Embora as suas toxicidades agudas em mamiferos
sejam consideradas baixas, crescem as preocupacOes sobre o conhecimento dos seus efeitos
cronicos em humanos (Imai et al., 2014). Diversos estudos citados por Imai e colaboradores
(2014) revelam uma diminuicdo da espermatogénese em ratos e bodes administrados com
alguns insecticidas piretroides, onde se sugere que essa diminuicdo esteja relacionada com a
diminuicdo da biossintese de testosterona. Por outro lado, Suvetha e colaboradores (2010)
enfatizam que, de entre 0s animais aquaticos, 0s peixes constituem o grupo mais sensivel aos
piretroides devido aos seus efeitos neurotdxicos com doses letais na ordem de 10 a 1000 vezes

mais baixas quando comparadas com as de mamiferos e aves.

Dos pesticidas mais usados desta classe, destaca-se a cipermetrina ou a-cyano-3-fenoxibenzil-
3-(2,2-dimetil-2,2-diclorovinil)-2,2-ciclopropano carboxilato, um insecticida sintético e
classificado toxicologicamente na categoria Il (moderadamente téxico), e a sua férmula

estrutural é apresentada na Figura 2 a seguir:
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Figura 2. Formula estrutural da cipermetrina ou a-cyano-3-fenoxibenzil-3-(2,2-dimetil 2-2-diclorovinil)-2,2-
ciclopropano carboxilato

Este composto é usada na agricultura no controlo das pragas da cultura do algoddo (Heliothis
armigera) e na eliminacdo das larvas de mosquitos. A sua vasta utilizacdo na agricultura faz
com que residuos deste insecticida se concentrem no meio aquatico e em varios estudos
relatam-se 0s seus impactos negativos sobre os peixes, como alteragdes hematologicas e

histopatoldgicas, incluindo inibi¢cdes enzimaticas (Suvetha et al., 2010).

A cipermetrina em diferentes estudos referenciados por Bhanu, (2015), revelou uma

toxicidade consideravel em peixes, nos quais 0os autores reportam alteragdes de diferentes
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parametros bioquimicos como: aumento das concentragdes da glicose, da ureia e da creatinina

no sangue, assim como a diminuicdo dos niveis de proteina, albumina e globulina.

Para o autor Bhanu (2015) o aumento da glicose e o estresse podem estar relacionados com a
exposicdo dos peixes ao insecticida, que pode induzir a sintese de glicose a partir de proteinas
do tecido hepatico. O aumento do teor da ureia, associa-0 as insuficiéncias renais e hepatica,
assim como a paragem cardiaca. Ainda este autor relaciona 0 aumento da creatinina com a
extensa destruicdo muscular e insuficiéncia renal. A diminuicdo dos teores da albumina e
globulina pode ser indicadora da reducdo da sintese proteica no figado ou ainda pode estar
relacionada com a disfuncdo hepética (Bhanu, 2015). Todavia, 0s resultados de estudos da
toxidade da cipermetrina em mamiferos sdo controversos. Segundo Muranli (2013) a
cipermetrina é rapidamente metabolizado e quase 99% da quantidade absorvida no organismo
é eliminada num intervalo de tempo muito curto. Mas, contrariamente a esta hipotese, ha
relatos do acumulo da cipermetrina no tecido adiposo, cérebro e figado em mamiferos
(Hocine et al., 2016).

Num estudo realizado por Hocine e colaboradores (2016), no qual a exposicao de fémeas de
ratos prenhas a baixas doses de alfa-cipermetrina resultou em distlrbios metabdlicos e
estresse durante a gravidez, as mesmas anormalidades foram observadas em seus
descendentes. Estes autores admitem que as altera¢fes metabodlicas do recém-nascido podem

colocar em risco a sua satde a longo prazo.

Muranli (2013) ao estudar os efeitos deste insecticida em amostras de linfocitos humano
(glébulos brancos) no ensaio in-vitro observou que a cipermetrina actuava como promotor da
segregacdo cromossomica anormal e face a esta constatacdo, admite que pode inibir a
progressdo do ciclo celular durante a mitose, interferindo no fuso mitético do aparato e
dependendo do eixo do distdrbio parcial, pode ocorrer aneuploidia na célula da divisdo

subsequente.

Segundo Ullah e colaboradores (2018) uma exposicdo prolongada a cipermetrina pode
conduzir a uma neurotoxicidade cronica e, em mulheres gravidas, pode afectar negativamente
0 processo reprodutivo resultando em aborto, uma vez que mesmo em doses baixas, afecta
fungdes metabdlicas, o que resulta em comprometimento da fisiologia materna e metabolismo
do feto.
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Em outro estudo conduzido por Montes (2020), dos insecticidas piretroides testados, a
cipermetrina demonstrou uma maior afinidade com as proteinas promotoras do
desenvolvimento do cancro da mama, fazendo parte dos compostos testados e considerados
contaminantes com actividade estrogénica e que induzem uma proliferacdo significativa de

células de cancro de mama.

Segundo Matisova e Hrouzkova (2012), a Unido Europeia coloca a cipermetrina no grupo de
pesticidas com efeitos de desregulacdo enddcrino de segunda categoria ou pesticidas de
toxidade moderada. Contudo, a semelhanca dos organofosforados, os peritrédes constituem
uma das variedades de uso comum na agricultura moderna. Contrariamente, outras classes
como organoclorados que devido aos seus efeitos toxicos, o Programa das Nacdes Unidas
para 0 Ambiente, na convencdo de Estocolmo colocou-os na lista de compostos restritamente

usados ou mesmo proibidos em muitos paises (Ali et al., 2019).

Desta lista, s@o encontrados pesticidas organoclorados como DDT, lindane (Y-HCH) e seus
homodlogos aHCH e B-HCH, mas que ainda continuam sendo detectados em amostras de
diferentes ambientes incluindo produtos alimentares (Ali et al., 2019).

O diclorodifeniltricloroetano (DDT) incluindo os seus metabolitos e o hexaclorociclohexano
(HCH), formam o grupo de pesticidas mais persistentes e lipofilicos, apresentam baixa taxa de
degradacdo quimica e bioldgica. A sua capacidade de bioacumulacdo permite a sua migracao
no meio ambiente (agua e ar) levando a contaminacdo de alimentos como vegetais e peixes e

consequente exposicdo do consumidor (Odewale et al., 2021).

2.2.2.3 Pesticidas organoclorados

E um extenso grupo de pesticidas persistentes e considerados desreguladores enddcrinos
devido aos seus efeitos toxicos que, de entre 0s varios problemas pode-se citar o hascimento
de criancas de baixo peso, atraso no desenvolvimento neuroldgico e disturbio da estrutura da
hormona tireoidiano em recém-nascidos (Thieu, 2015). Neste grupo merecem destaque o p,p'-
(diclorodifenil)-1,1,1-tricloroetano (DDT) e seus metabdlitos, assim como as variedades do

hexaclorobenzeno.
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O DDT foi sintetizado pela primeira vez por Zeidler no ano de 1874 e 0 seu uso como
insecticida foi promovido por Muller em 1946, tendo sido usado no controlo de carrapatos,
mosquitos, pragas domesticas, na proteccdo de culturas durante o crescimento e apos colheita
(Shem, 2001; Thieu, 2015).

No passado, o DDT foi muito usado na agricultura devido a sua maior eficicia no controlo
das pragas e ervas daninhas. Contudo, este composto e seus metabdlitos fazem parte de
poluentes organicos persistentes, com o tempo de meia-vida estimado acima de 30 anos. A
sua maior persisténcia no ambiente tem resultado na sua acumulacdo ao longo da cadeia
alimentar (Miao et al., 2020).

Apesar de ter sido abolido no campo agricola, o DDT ainda continua a ser detectado na forma
dos seus metabolitos p,p’-DDE, p, p’-DDT e p, p’-DDD, onde todos eles apresentam alta
persisténcia em solos e com tempos de meia-vida muito longo (Quim et al., 2011; Chen et al.,
2013). No entanto, a presenca destes compostos no meio ambiente, pode causar danos
ambientais, que vado desde os animais selvagens até a salde publica. Diversos estudos
apontam o DDT como um tdxico reprodutivo com evidéncias crescentes dos seus efeitos
adversos (Quim et al., 2011). De entre os varios efeitos relacionados com a exposic¢do deste
insecticida, relatam-se alguns problemas como doencas hepaéticas, distdrbios dos rins e danos

do sistema nervoso, para além de diferentes tipos de cancro (Chen et al., 2013).

Segundo Quim e colaboradores (2011), o DDT e seus metabdlitos podem acumular-se no leite
dos mamiferos, onde uma certa quantidade dos mesmos é transferida para as crias em
amamentacdo ou atraves da placenta para o embrido em desenvolvimento ou para 0s ovos, no

caso de aves e répteis, levando a danos teratogénicos ou reprodutivos.

A presenca destes compostos no organismo humano tem sido apontada como uma das causas
das alteracbes nos sistemas enddcrino e reprodutivo (danos cromossémicos aos linfocitos
humanos, reducdo dos niveis circulantes de estradiol e testosterona), para além de serem

suspeitos como mutagénicos (Miao et al., 2020).

Na Figura 3 é apresentada a formula estrutural do DDT (i) e do seu metabélito DDD (ii).
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Figura 3. Formulas estruturais de p,p'-(diclorodifenil)-1,1,1-tricloroetano (i) e p,p'-(diclorodifenil)-1,1-
dicloroetano (ii).
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Outro organoclorado de maior interesse ambiental é o hexaclorociclobenzeno (HCH). um
composto sintético, formado como produto da fotocloracdo do benzeno. Este composto pode
ser encontrado sob a forma de oito isomeros, sendo os de maior interesse ambiental o a, 3 €
Y, sendo este o de maior toxicidade e vulgarmente conhecido por lindane (Madaj et al.,
2018).

O lindane (Y-HCH) é um pesticida que encontra a sua utilizacdo na proteccdo de culturas
agricolas e na saude publica, com maior destaque nos paises em desenvolvimento (Bano e
Bhatt, 2007).

O Y-HCH em condi¢cBes normais é um solido branco, de cheiro ligeiro a bolor, néo
inflamavel, pouco soltvel em &gua (0,0073 g.L™), bem soltivel em solventes organicos como
etanol (6,4 g /100 g) e benzeno (28,9 g/100 g). Os outros dois isomeros: o ¢ f sdo gerados
como subprodutos da sintese do lindane, mas com propriedades diferentes (Madaj et al.,
2018).

Devido a afinidade com o tecido gorduroso, a taxa de bio-transformacdo enzimatica do Y-
HCH no organismo € lenta, com maior tendéncia de bio acumular-se no cérebro (Bano e
Bhatt, 2007; Nolan et al., 2012). Para além de ser bio-acumulativo, a sua estabilidade quimica
permite a sua migracdo a longas distancias e causar uma contaminacdo generalizada, isto
associado também ao seu periodo de meia-vida geralmente muito longo, estimado em cerca
de 2 anos no solo e 6 anos no meio aquatico (Zhang et al., 2020).

Os seus residuos no ambiente podem entrar na cadeia alimentar, onde sdo concentrados nos
tecidos adiposos de seres humanos e animais, causando grandes riscos a saude. Por isso, além
de ser bio-acumulativo, € classificado como cancerinogénico, desregulador enddcrino,

mutagénico, genotoxico e teratogénico (Zhang et al., 2020).
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A presenca de Y-HCH no organismo humano tem sido relacionada com certas perturbacdes
de salde e acredita-se que ele pode induzir o organismo a problemas como estresse oxidativo,
fragilidades na barreira hematoencefalica, distlrbio na homeostase da glutationa e alteracéo
na enzima monoxigenase cit P450, para além de alterar os fosfolipidios e a composicéo de
acidos gordos incluindo a actividade das enzimas AChE (Bano e Bhatt, 2007).
Por inalacdo, o Y-HCH é um veneno altamente imunotoxico e neurotoxico, leva a diminuicao
dos globulos brancos, promovendo oncogénese, mas também, em caso de intoxica¢do aguda,
causa nausea, dor de cabeca e perda de consciéncia (Madaj et al., 2018). Segundo Nolan e
colaboradores (2012), uma exposicdo crénica ao Y-HCH em seres humanos, pode resultar em
certos efeitos sistémicos graves, como depressdo da funcdo hepatica, arritmias cardiacas e
alteracdo do ciclo menstrual. Estes autores relatam estudos da toxicidade do lindane em
recém-nascidos de maes expostas, 0s quais revelaram uma degeneracdo do musculo cardiaco,
infiltracdo na gordura do figado e necrose dos vasos do cérebro, pulmaes e rins.
Em peixes, para além de ser neurotdxico, altera o seu comportamento, causando
hiperexcitacdo, diminuicdo da qualidade do sangue e reducdo da actividade da enzima
ATPase (Madaj et al., 2018). Na Figura 4 ¢é apresentada a férmula estrutural do
hexaclorociclobenzeno.
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Cl Cl
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Figura 4. Férmula estrutural do hexaclorociclobenzeno

2.3 Compostos desreguladores endocrinos emergentes
Para além dos pesticidas, outros compostos sintéticos como alquil fendis tém sido apontados
como membros do grupo dos desreguladores enddcrinos. Os compostos organicos como

etoxilatos de nonilfenol sdo mais usados no fabrico de sulfatantes, detergentes, tintas,
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produtos de higiene pessoal, plasticos e pesticidas (Sayed et al. , 2012; Lyons e Benvenuti,
2016; Chadha et al., 2018; Sharma et al., 2021).

Uma parte destes compostos e seus residuos sdo lancados no ambiente e a sua degradacédo
leva a formacéo de compostos mais toxicos como alquilfendis (Sharma et al., 2010; Chadha et
al., 2018; Sharma et al., 2021). Os alquilfenois (AF) sdo compostos organicos lipossoluveis,
formados por um radical alquil ligado ao fenol. Constituem um dos grupos de poluentes
organicos amplamente distribuidos no meio ambiente (Liu et al., 2013).

Devido & sua liposolubilidade, acumulam-se ao nivel da cadeia trofica tornando-se toxicos aos
organismos Vivos. A sua toxicidade e propriedades fisico-quimicas variam significativamente
com a alteracdo da estrutura quimica, quer pela mudanca da posicao do radical alifatico no
anel aromaético, ou pela variagdo do comprimento do radical (Liu et al., 2013).

Segundo Chadha e colaboradores (2018), a toxicidade destes compostos depende também da
sua hidrofobicidade e electrofilicidade, sendo a capacidade de absorcdo, adsorcao e excre¢do
nos tecidos relacionadas com a hidrofobicidade e a toxicidade aguda determinada por
electrofilicidade.

Estes compostos tém demonstrado efeitos estrogénicos nos organismos animais, afectando as
suas funcbes reprodutivas, dai que sdo classificados como desreguladores endocrinos
(hormonas ambientais) também categorizados como estrogénios exdgenos tipicos. Os seus
mecanismos de toxicidades genéticas, reprodutivas e comportamentais sdo muito complexos
(Liu et al., 2013).

Dos diferentes alquilfendis, o 4-nonilfonol (4NP), o mais tdxico e abundante no ambiente, é
listado na Lei de Controlo de Substancias Toxicas dos Estados Unidos (States EPA de 1996)
como produto quimico com suspeitas de efeitos desreguladores endocrinos (Sayed et al.,
2012; Liu et al., 2013); Chadha et al., 2018).

O 4NP pode afectar o desenvolvimento da endometriose por interferir nas vias dependentes de
estrogenio, uma vez que altera a funcédo do estradiol pela ligacdo aos receptores de estrogénio
ae P (Sharmaetal., 2021).

Segundo Sharma e colaboradores (2021), o 4NP acumula-se no corpo de organismos animais
e em diversas pesquisas, foi encontrado em diferentes tecidos humanos, como o tecido

adiposo, leite materno e sangue em mulheres lactantes. Os mesmos autores, na sua pesquisa,
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observaram que o 4NP causava infertilidade em ratos machos e alteracdo do inicio da
puberdade e do ciclo menstrual em fémeas pré-puberes.

Os autores Lyons e Benvenuti, (2016) em seu estudo afirmam que, quando 0s organismos
aquéticos sao expostos ao 4NP mostram sinais de feminizacéao, defeitos congénitos e maiores
taxas de mortalidade. Em humanos, os efeitos incluem perturbac6es do sistema imunoldgico,
onde o 4NP também se pode ligar a células humanas ndo tumorais no estrogénio, causando
proliferacdo ou morte celular (Lyons e Benvenuti, 2016). Estes autores ainda reportam uma
ligacdo entre accdes do 4NP e vérias formas de cancros dependentes de hormonas como 0s

cancros do ovario e da mama. Na Figura 5 € apresentada a formula estrutural do 4-nonilfenol

CH,

(CHy)7 CHj

H

Figura 5. Férmula estrutural de 4-nonilfenol

De uma forma geral, a detec¢do dos EDCs embora alguns estejam banidos no mercado, pode
estar relacionada com o uso excessivo destes poluentes, registado nas décadas passadas, tendo
levado a sua acumulacdo em diferentes meios como ar, solos e agua, dai a sua detec¢do em

amostras de sedimentos, peixes e vegetais (Lyons e Benvenuti, 2016).

Em resposta a problematica do uso continuo de pesticidas com maior atencdo na area agricola,
levou a criacdo de leis para regular o seu manuseamento e aplicacdes (Matisova e Hrouzkova,
2012). Em Mocambique ainda ndo existe uma lei que regula os limites destes compostos em
produtos alimentares. Entretanto, certos paises e organismos internacionais fixam limites

maximos residuais (MRLS) para o controlo da qualidade de alimentos nestes parametros.

Na Tabela 1 a seguir sdo apresentados os limites méximos residuais (MRLs) dos insecticidas
DDT e seus metabolitos, profenofos e cipermetrina em produtos vegetais e peixes fixados nas

diferentes legislacdes.
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Tabela 1.MRLs permitidos para diferentes EDCs nas matrizes de vegetais e peixes

MRLs (mg.kg™) por

matriz
Insecticida  Vegetal Peixe
Cipermetrina  0,1-0,5 -
1

DDT 0,05

0,2
DDD 0,05 -
B-HCH 1,0 -
Y-HCH 1,0

0,01
Profenofos 05-10 -
4-Nonilfenol —

Legislagéo

RSA

UE
FAO/WHO
UE
RSA

RSA

RSA

Fonte

Quim et al., (2011)
Codex (2009)
Odewale et al., (2021)
Thompson et al. (2017)
Odewael et al., (2021)
Quim et al., (2011)
Quim et al., (2011)
Codex Database

Quim et al., (2011)

RSA- Republica Sul Africana; UE- Unido Europeia

Segundo Veiga e colaboradores (2006) e Sultan e colaboradores (2013), a organizagdo
mundial da saude (OMS) estima que ocorram cerca de trés milhdes de intoxicacbes agudas
por pesticidas anualmente no mundo, provocando um total aproximado de 220 mil mortes.

Assim, a sua determinacdo e quantificacdo em alimentos tornou-se uma necessidade e estudos
de desenvolvimento de métodos para a sua extrac¢cdo em diversas matrizes alimentares
constituem um desafio por parte de investigadores. Neste ambito, as matrizes de maior

interesse sd0 0S vegetais e organismos aquaticos por constituirem os mais afectados por estes

contaminantes.
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2.4 Grupo de alimentos de origem vegetais e animal alvo de contaminacédo por EDCs

Existem varias espécies vegetais mais consumidas no mundo, sendo as mais vulneraveis a
contaminacdo as da classe das horticolas cultivadas. Algumas das espécies pela sua
vulnerabilidade ao ataque das pragas, torna-se indispensavel a administracdo de pesticidas
para sua proteccdo. Para além das plantas, os organismos aquaticos também constituem alvos
acidentais, uma vez que intensas actividades agricolas tém sido verificadas junto dos cursos
de &gua como rios e lagoas. Assim, o repolho, a couve e em particular os peixes de 4gua doce,
tém-se tornado fontes primaria de contaminacgdo alimentar nas cadeias troficas, devido a sua

maior disponibidade e preferéncia por parte dos consumidores.

2.4.1 Culturas de repolho e couve

O repolho e couve sdo vegetais denominados Brassica oleracea L., sdo nativas da regido
Mediterranea e constituem um grupo de espécies mais cultivadas em diferentes partes do
mundo. O seu desenvolvimento depende das condicdes climatéricas e do solo, a cultura do
repolho cresce facilmente em regiGes de clima frio e solos himidos (Ferreres et al., 2007;
Ordés e Cartea, 2007).

Embora a cultura do repolho seja mais difundida relativamente a da couve, ambas apresentam
varias caracteristicas semelhantes, razdo pela qual recebem a mesma classificacdo taxonémica
diferindo apenas na espécie. Pertencem ao reino-plantae, classe-mognoliopsida, familia-

brassicacea e espécie-Brassica oleracea L (Ordas e Cartea, 2007).

Os vegetais do género Brassica, particularmente a couve e o repolho, ganharam espaco na
dieta de véarias comunidades por possuirem varias propriedades benéficas a salde do
consumidor, isto é, apresentam baixo teor de gordura e proteinas, altos teores de fibras, de
minerais e de compostos fenolicos (Taveira et al., 2009 e Cartea et al., 2011). No entanto,
Sousa e colaboradores, (2005) acrescentam que, para além dos compostos apresentados, a
couve contém ainda vitamina E, uma variedade de vitaminas do complexo B, carotenos e

acido ascérbico.

Para além das vantagens acima mencionadas, 0s vegetais do género Brassica, com mais

destaque para o repolho contém certos metabolitos com propriedades antioxidantes e anti-
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inflamatdrias (Sousa et al., 2005; Ferreres et al., 2007; Sousa et al., 2008; Cartea et al., 2011).
Também acredita-se que o consumo destes vegetais reduz o risco de desenvolvimento de
cancro (Sousa et al., 2005; Sousa et al., 2008; Cartea et al., 2011).

Taveira e colaboradores, (2009) citam diferentes estudos que reportam o uso de compostos
fendlicos na prevencdo de doencas cronicas como cancro, aterosclerose, nefrite, diabetes
mellitus, reumatismo, e doencas cardiovasculares, compostos estes contidos em legumes do

género Brassica.

O consumo de alimentos de origem vegetal em Mocambique tem aumentado
significativamente, fazendo parte da dieta da populagdo incluindo a dos maiores centros
urbanos, constituindo um dos alimentos béasicos na seguranca alimentar e nutricional da

populacdo (Haber et al., 2015).

Segundo Haber e colaboradores (2015) esta nova dindmica pode ser explicada pelos esforgos
gue o governo de Mocambique tem exercido na criacdo e promocao de politicas de incentivos
a producdo e produtividade agricolas, aliado ao conhecimento por parte da populacdo, dos

beneficios nutricionais que estes alimentos oferecem.

A producdo de horticolas no pais é mais centrada em pequenos agricultores e 0 comércio
destes produtos ainda é quase informal, com crescimento limitado pela dificuldade ou quase
falta de investimentos de uma forma coordenada e integrada para o desenvolvimento de todos

os elos da cadeia (Haber et al., 2015).

De uma forma geral, a horticultura é praticada nas margens dos rios, lagoas e em regadios,
com recurso a instrumentos rudimentares, ndo obstante o uso de certas tecnologias modernas
de producdo como a irrigacdo, adubacdo e uso de pesticidas com vista ao melhoramento da
producdo e produtividade. Por isso, 0 uso sustentavel dos recursos naturais e preservacdo do
meio ambiente sdo recomendaveis. Das culturas produzidas, merece destacar o repolho e a

couve pelo facto de serem os mais difundidos e consumidos.
Repolho

O repolho ou Brassica oleracea L. var. capitata (Figura 6) é um vegetal pertencente a familia

Brassicasseae, apresenta folhas arredondadas e cerosas. No repolho encontram-se folhas
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externas e internas, estas ultimas sobrepostas umas as outras, formando uma cabeca compacta
e um caule curto sem ramificacdes (Haber et al., 2015). Esta planta desenvolve-se melhor nas
regides de clima frio e temperaturas amenas, podendo variar entre 15° e 25 °C (Ferreres et al.,
2007; Haber et al., 2015), mas certas variedades adaptam-se as regiGes tropicais como

Mocambique onde as temperaturas sao elevadas (Haber et al., 2015).

Classificagdo taxondémica (Ordas
e Cartea, 2007)

Reino: plantae;
Classe: mognoliopsida;
Familia: brassicacea
Género: Brassica oleracea L

Espécie: Var. capitata

Figura 6. Repolho e sua classificacéo taxondmica

Couve

A couve de folha ou Brassica oleracea var. acephala (Figura 7) € uma das horticolas mais
cultivadas e consumidas em Mogambique. Uma planta que difere do repolho por ndo formar
cabeca e as suas folhas apresentam limbo bem desenvolvido, com peciolo longo e nervuras
bem destacadas (Haber et al., 2015).

De acordo com Pereira e colaboradores (2016), a couve é muito rica em nutrientes,
especialmente calcio, ferro, vitaminas A, C, K e B5, é boa fonte de carotendides de entre as
hortalicas, com maiores concentracfes de luteina e beta caroteno, cujo o consumo pode

reduzir os riscos de cancro do pulméo e de doencas oftalmoldgicas.
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Classificacdo taxondmica (Ordas e
Cartea, 2007; Embrapa, 2015)

Reino: plantae;
Classe: mognoliopsida;
Familia: brassicacea

Género: Brassica oleracea L

Espécie: Var. acephala

Figura 7. Couve e sua classificagdo taxonémica

De uma forma geral, a producdo destas horticolas principalmente na tendéncia comercial, é
normalmente feita recorrendo-se a migracao para técnicas de agricultura moderna, desde a
preparacdo e correccdo do solo, adubacdes organica e quimica até ao uso de pesticidas no

controlo de pragas e doencas.

Para além das horticolas, o peixe faz parte dos alimentos de maior preferéncia na dieta da
populagcdo Mogambicana. Das diversas espécies de peixe merecem atengéo a tilapia e o peixe-
gato, por serem espécies mais vulgares, que ocorrem em rios, lagos e lagoas, ambientes mais

vulneraveis a contaminacgdo por pesticidas e outros compostos ambientalmente perigosos.

2.4.2 Peixes de agua doce
Existem variedades de espécies de peixe de agua doce sendo a tilapia e o peixe-gato as mais

vulgares, onde em Mocambique particularmente, elas constituem as espécies de maior

abundancia, sendo deste modo as mais consumidas.

Peixe tilapia
As tilapias sdo peixes da agua doce que pertencem a familia Cichlidae, que melhor se

desenvolvem nas regides tropicais e subtropicais (Canonico et al., 2005; Kamal e Mair, 2005;
Maddern et al., 2007). Segundo Maddern e colaboradores (2007), estes peixes tiveram a sua
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origem na Africa e sudoeste asiatico na regifo do Médio Oriente. S&o caracterizadas por uma
facilidade de adaptacdo a variacdo das condi¢cdes ambientais como temperatura e salinidade,
embora a tolerancia a variacao da salinidade dependa de espécie para espécie (Canonico et al.,
2005; Kamal e Maira, 2005). Estas caracteristicas fazem com que a tilapia seja um dos

organismos aquaticos mais difundido no mundo (Costa-Pierce, 2003).

As tilapias sdo também consideradas "frango aquético”, este termo deriva do facto de serem
uma fonte de proteina acessivel e de alto rendimento. As necessidades alimentares com base
neste peixe levaram a sua multiplicacdo a partir da criacdo em cativeiro (aquacultura), onde
em varios paises particularmente na Asia, as tilapias produzidas sio totalmente consumidas no
mercado interno, contribuindo para a seguranca alimentar da sociedade (Canonico et al.,
2005).

Existem muitas variedades de espécies da tilapia no mundo, sendo as mais difundidas o
Oreochromis niloticus ou tilapia do Nilo e o Oreochromis mossambicus ou moedor da boca,

também conhecida por tilapia de Mogambique (Maddern et al., 2007).

O Oreochromis mossambicus faz parte dos peixes considerados de origem africana, 0s
chamados tilapias que, juntamente com outros representantes, foram propagados para fora da
Africa (Firmat et al., 2016). Entende-se que esta variedade seja nativa dos rios do leste da
Africa Central e as investigacBes cientificas admitem que, partindo desta regido, foi espalhada
para outros lugares do planeta, para fins de criacdo e controlo de pragas como ervas daninhas
aquéticas e insectos que interferiam no desenvolvimento da piscicultura e da pesca. Em
Mocambique, é encontrada em quase todos os rios, com maior abundancia nas regides

proximas da costa (Costa-Pierce, 2003).

A sobrevivéncia da Orechromis mossambicus é facilitada pela sua dieta, um omnivoro que
geralmente se alimenta de algas filamentosas, fitoplancton, detritos e organismos bentonicos.
Outra razdo que permite a sua maior abundancia apesar de ter um ciclo reprodutivo
prolongado, é a capacidade que tem sobre o controlo dos ovos fertilizados e dos recém-
nascidos, o que reduz o risco de predacdo (Maddern et al., 2007). A tilapia de Mogcambique

esta representada na Figura 8.
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Figura 8. Orechromis mossambicus (Tilapia de Mogambique)

Peixe-gato

O peixe-gato ou Clarias gariepinus (Figura 9) é uma das espécies de peixes caracteristica da
regido africana, um omnivoro (que se alimenta de carne e vegetais) e constitui um importante
recurso em todo mundo (Omitoyin et al., 2006). Encontra-se mais difundido no mundo, isso
associado a sua facil adaptacdo as variagOes das temperaturas, sua resisténcia e tolerancia a
mas condic¢des sanitarias da agua (Ejere et al., 2014). Segundo El-Husseiny e colaboradores
(2018), de entre outros factores que permitem a sua larga difusdo, destacam o seu féacil
crescimento em regides dos climas tropicais e subtropicais, a sua resisténcia a doencas e a alta

fecundidade.
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Figura 10. Imagem da Clarias gariepinus

2.5 Determinacao de pesticidas em amostras de alimentos

O teor de pesticidas em alimentos pode ser determinado usando-se 0s métodos
cromatograficos como cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e a cromatografia
gasosa (GC) acoplados ao espectrofotdmetro de massa. O uso de detectores de massa oferece
uma vantagem pois possibilita a identificacdo e a deteccdo de pesticidas mesmo em

concentragdes traco (Silvina et al., 2013)

2.5.1 Métodos cromatograficos

A cromatografia pode ser entendida como um conjunto de técnicas que visam a separacao,
identificacdo e quantificacdo dos componentes de uma mistura complexa, com base na
diferenca da distribuicdo desses componentes entre duas fases diferentes, uma estacionaria
com uma grande superficie de contacto e uma fase mével em contacto com a estacionéria

(Modern practice of gas chromatography, 2005).

2.5.1.1 Mecanismos de separagdo dos componentes de uma mistura em cromatografia
A mistura em analise pode ser gasosa, liquida ou sélida, sendo necessario que 0s componentes

da amostra sejam estaveis (devem ter uma pressao de vapor de aproximadamente 0,1 Torr na
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temperatura de operagédo) e possam interagir com a fase estacionaria, isto €, com o material da
coluna (adsorvente sélido ou liquido) e a fase mével liquida ou gas de arraste (Grob e Barry,
2005).

Como resultado dessa interaccdo, haverd uma distribuicdo diferente dos componentes da
amostra entre as duas fases, resultando na sua separagédo em zonas sob a forma de picos ou
bandas (Grob e Barry, 2005).

Na Figura 10 a seguir, apresenta-se um cromatograma de cinco componentes de uma mistura,

separados em uma técnica de cromatografia em coluna.
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Figura 11. Exemplo de um cromatograma de separacdo de cinco componentes em mistura

Das técnicas cromatograficas, uma das mais usadas é a cromatografia gasosa devido a sua

sensibilidade e facilidade de adaptacéo.

2.5.2 Cromatografia gasosa
A cromatografia gasosa (GC) € uma técnica versatil que inicialmente foi desenvolvida para
analise apenas de misturas gasosas. Hoje em dia, foi adaptada de forma a incluir a separacgéo e

analise de amostras liquidas de componentes volateis. Em caso de componentes néo volateis,
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pode recorrer-se a técnicas de derivatizacao ou pirélise de forma a aumentar a volatilidade dos

componentes (Bhardwaj et al., 2016).

Para melhorar a sua eficiéncia na identificacdo € acoplado a um espectrometro de massa, 0
qual usa uma impressdo digital comparativa (programa) para identificacdo de picos no
cromatograma (Bhardwaj et al., 2016). A vantagem do uso do detector de massa é que ele é
ajustavel para qualquer espécie quimica e apresenta um baixo limite de detec¢do na ordem de
0.25 a 100 pg (Skoog et al., 1998).

Contrariamente a outros tipos da cromatografia, em GC a fase movel € um gas inerte que ndo
interage com as moléculas dos anolitos, mas sim, actua como meio de transporte destes
atraves da coluna (Skoog et al., 1998; Bhardwaj et al., 2016). Dentre os diferentes gases, 0
hélio € o mais usado, embora o0 argon, o nitrogénio e o hidrogénio também encontram as suas
aplicagdes (Skoog et al., 1998). Desta forma, a separacdo do andlito em GC depende da sua
afinidade com a fase estacionaria e que quanto maior for a sua solubilidade ou interaccdo com
esta fase, ele sera mais retido pela coluna e maior serd o tempo para sua deteccdo (Bhardwaj
et al., 2016)

Para além da interaccdo coluna-andlito, outro factor que influencia significativamente na
separacao é a temperatura, uma vez gue esta afecta a volatilidade dos andlitos. Para facilitar o
controlo da temperatura, a coluna de separacdo (fase estacionaria) deve ser colocada em um
forno controlado termostaticamente. Na Figura 11 é apresentado um esquema de

funcionamento de um sistema de andlise em cromatografia gasosa.
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Figura 121. Diagrama de um sistema de cromatografia gasosa

Fonte: Bhardwaj e colaboradores (2016)

2.5.2.1 Anédlises quantitativas em cromatografia

O método mais directo para analises quantitativas em cromatografia envolve a preparacdo de
uma série de solucdes de padrdo externo que tenham uma composi¢do proxima a da amostra.
A partir da integracdo dos picos dos padrdes, traca-se uma curva de calibracdo a partir das
alturas ou areas dos picos em funcdo da variacdo das concentra¢fes do padrdo (Skoog et al.,
1998).

A anélise quantitativa pode ser negativamente afectada por certos factores como a incerteza
na medicdo do volume da amostra, ocasionalmente, a taxa de injec¢do também é um factor
com efeito significativo sobre o resultado. As amostras sdo geralmente injectadas em
pequenos volumes (aproximadamente 1 L), e as incertezas associadas as medicOes destes

pequenos volumes sédo significativas ( Skoog et al., 1998).

Para controlar estes erros Skoog e colaboradores (1998), recomendam 0 uso das areas em
detrimentos das alturas dos picos em analises quantitativas, embora as alturas dos picos sejam
medidas facilmente e com maior precisdo, mas as areas oferecem a vantagem de serem menos
afectadas pela taxa de injeccdo. Por outro lado, as alturas dos picos sdo afectadas pelas
mudancas dos tempos de retencdo ou eficiéncia da coluna o que ndo acontece de forma

significativa com as areas.
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Para melhorar a qualidade dos resultados em cromatografia gasosa, 0 uso de padrdes internos
tem sido recomendado porque estes ajudam na correccdo das incertezas introduzidas pela
injeccdo de amostras. Neste procedimento, deve ser adicionada cuidadosamente uma
quantidade conhecida do padrédo interno em cada padrdo e amostras. A proporcao das areas ou
alturas dos picos do andlito nos padrfes e nas amostras com os do padrdo interno serve como
a variavel analitica ( Skoog et al., 1998). Segundo estes autores, para se alcancar melhores
resultados, o pico do padrdo interno deve ser bem resolvido em relagdo aos picos de todos 0s
outros componentes da matriz, por outro lado, o pico do padrdo interno deve aparecer nas

proximidades do pico do anolito.

Para a analise de pesticidas em técnicas cromatograficas é necessaria a extraccdo dos anolitos
na amostra, mas as técnicas actualmente disponiveis apresentam um inconveniente de altos
custos na aquisi¢do de equipamentos (Meira, 2015) e etapas de extraccdo muito complexas
(Carneiro et al., 2013), factor limitante na investigacdo e trabalhos de controlo da qualidade
de alimentos. Para superar estes constrangimentos houve a necessidade de se desenvolver
técnicas de extraccdo mais acessiveis e eficientes vulgarmente conhecidas por Quickly,
Effective, Cheap, Easy, Rugge and Safety método, que significa “ rapido, efectivo, barato,

simples, robusto e seguro”.

2.5.3 Método de QUEChERS

Durante a ultima década, na determinacdo de pesticidas em diferentes matrizes de alimentos
tem sido usado o método QUEChERS modificado com aceitavel recuperacdo (De Oliveira,
2019).

A complexidade da composicdo dos alimentos ocasiona dificuldades para a determinacéo de
pesticidas e outros compostos organicos, tornando-se necessaria a etapa de limpeza do
extracto apos extraccdo com solvente (Meira, 2015). A etapa de limpeza é essencial para
promover a robustez e confiabilidade aos resultados obtidos pelo sistema cromatogréafico, uma
vez que componentes ndo-volateis da matriz, podem ficar aderidos ao sistema de injeccéo e

também na coluna cromatogréafica, danificando a coluna e afectar a resposta do sistema. Isto
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traz por consequéncia um aumento da frequéncia de manutencdes técnicas do equipamento
(Prestes et al., 2011; Meira, 2015; De Oliveira, 2019).

A outra vantagem que a técnica oferece é o uso de quantidades reduzidas de amostra e pouco
volume de solvente, quando comparada com os métodos convencionais (Meira, 2015).
Segundo Hejji (2020), diferentes técnicas de extraccdo em fase sélida dispersiva, método
QUECHERS e hidrdlise acida tém sido usadas em varias pesquisas na extraccao dos pesticidas

em vegetais e frutas.

Em todas elas, registam-se trés etapas principais: extraccdo com solvente, sendo o acetonitrilo
0 mais usado, particdo promovida pela adicdo de sais como sulfato de magnésio (MgSO,) ou
de sodio (Na,SO,) e cloreto de sddio (NaCl), seguida da limpeza do extracto usando um
adsorvente sélido, composto por amina primaria secundaria (PSA) (Prestes et al., 2011;
Carneiro et al., 2013; Boes et al., 2015; Martinez-Lara e Péez Melo, 2017).

Na optimizacdo do método QUEChERS para determinacdo de pesticidas e outros compostos
organicos, Martinez-Lara e Paez-Melo, (2017) verificaram que a extraccdo é fortemente
influenciada pelas quantidades dos sais de particio (MgSO, ou Na,SO, e NaCl). A
combinagdo MgSO4/NaCl na proporcdo 4:1 tem sido a mais frequente na maioria das

extraccOes (Rejczak e Tuzimski, 2015).

No passado, os métodos de extraccdo de pesticidas eram baseados no uso de solventes
organicos, seguido da diluicdo com &gua e particdo em solventes ndo polares, diminuindo a

possibilidade de extrair efectivamente compostos polares (Boes et al., 2015).

Contrariamente, hoje em dia, emprega-se mais acetonitrilo como solvente que possibilita a
extrac¢do de uma variedade de pesticidas com diferentes polaridades e a sua versatilidade de

ser usado nas analises tanto em HPLC-MS assim como em GC-MS (Prestes et al., 2011).

De acordo com Prestes e colaboradores (2011), a outra vantagem do método “QUEChERS” é
que a agitacdo pode ser feita manualmente ou por vortex, que possui Varias vantagens em
relacdo a agitacdo mecanica. A outra vantagem é que a extracgdo ocorre em um unico frasco
fechado evitando a exposicdo do analista e a rapidez, uma vez que ndo ha necessidade de

lavagem do homogeneizador no intervalo entre as extracgdes.
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Uma outra vantagem € a sua eficiéncia em varias matrizes incluindo de vegetais e animais
(Omar et al., 2013; Martinez-Lara e Paez Melo, 2017) para além da flexibilidade e facilidade
da sua modificacdo (Martinez-Lara e Paez Melo, 2017).

Segundo De Oliveira (2019) existem varios adsorventes como o octadecil ligado (C18) a
amina priméria secundaria ligada a silica (PSA) que sdo empregues na etapa de limpeza do
extracto, mas a desvantagem do seu uso, prende-se com 0 seu alto custo no mercado. Assim,
como alternativa aos adsorventes tradicionais, certos materiais de baixo custo pode ser
testados para avaliar a sua eficiéncia na limpeza dos extractos, onde a proteina das sementes
da moringa uma delas. Em estudos feitos por Okuda e colaboradores (2001) e Madrona e
colaboradores (2011), as sementes da moringa demonstraram as suas potencialidades como
adsorvente no tratamento da agua para o consumo e na purificacdo de aguas residuais das

industrias.

2.6 Cultura da moringa
A Moringa oleifera (MO) simplesmente conhecida por moringa € uma planta tropical da

familia Moringaceae, caracterizada pela sua facilidade de adaptacéo a diferentes tipos de solos
e tolerancia a climas secos. Por essa razdo é actualmente cultivada em varios paises do mundo
(Okuda et al., 2001; Madrona et al., 2011; Costa et al., 2016). Segundo Araljo-Leonidio e
colaboradores (2019), a moringa € a Unica familia de arbustos com 14 espécies conhecidas,
sendo a mais abundante a Moringa oleiferas Lam (sin. Moringa pterygosperma), que é uma
planta nativa do noroeste da India e acredita-se que a partir desta regi&o, tenha sido distribuida
para diferentes lugares do planeta.

Diferentes partes desta planta tém sido usadas para varios fins, com maior destaque para as
suas sementes por apresentarem maior capacidade adsorvente, a qual pode estar associada a
accgdo das proteinas nelas presentes. As sementes da moringa contém quatro proteinas a saber:
Mo-CBP3-1, Mo-CBP3-2, Mo-CBP3-3 e Mo-CBP3-4, todas sdo isoformas da proteina 2S-

Albumina, que lhes confere caracteristicas coagulantes (Freire et al., 2015; Costa et al., 2016).

De acordo com Costa e colaboradores (2016), todas as quatro proteinas apresentam peso
molecular inferior a 14kDa, ponto isoelétrico entre pH 10 e 11, resisténcia térmica até 100 °C,

duas cadeias a-helicoidais proteoliticamente processadas e estabilizadas por quatro pontes de
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sulfeto. Na Figura 12 sdo apresentadas as imagens da Moringa oleifera (i), das sementes (ii) e

proteina da moringa (iii).

Figura 13. Imagem ilustrativa da Moringa oleifera (i), das suas sementes (ii) e da proteina das sementes (iii)

2.7 Validacdo de um método analitico
Para a aceitabilidade de um novo método analitico ou da funcionalidade de uma certa
alteracdo em um método pré-usado, é necessario que o novo método seja comprovado e

aprovado por um processo técnico-analitico chamado validagéo.

A validacdo pode ser definida como uma demonstracdo por evidéncias objectivas, que um
determinado método proposto apresenta requisitos para aplicacdes analiticas, e assegura a
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confiabilidade dos resultados (Ribani et al., 2004). Neste processo sdo essenciais 0s seguintes
parametros: especificidade/selectividade, a linearidade, os limites de deteccdo (LOD) e de
quantificacdo (LOQ), a exactid&o, a precisdo e a robustez (Ribani et al., 2004; Bhardwaj et
al., 2016).

2.7.1 Especificidade ou selectividade

Este pardmetro demonstra a capacidade do método em detectar o sinal do andlito em uma
mistura complexa sem interferéncia (Ribani et al., 2004; Ptonka et al., 2016). Também pode
ser usado para avaliar o grau de interferéncia de espécies activas como co-extractos e outras
impurezas, assim como produtos de degradacdo e outros compostos de propriedades similares

que possam estar presentes na matriz (Ribani et al., 2004).

2.7.2 Linearidade
E a capacidade do método em fornecer resultados (sinais) directamente proporcionais a
concentracdo do andlito dentro da faixa de calibracdo ou zona do trabalho (Ribani et al., 2004;
Bhardwaj et al., 2016; Tripathy et al., 2016).

Essa relacdo, muitas das vezes, é expressa através de uma equacao de recta chamada de curva
analitica ou curva de calibracdo. A sua avaliacdo pode ser feita a partir do coeficiente de
correlacdo linear (R?) e considera-se que, se o valor de R?> 0,999 evidencia um ajuste ideal
dos dados para a linha de regressdo, mas também sdo aceites valores acima de 0.90 (Ribani et
al., 2004).

2.7.3 Limite de deteccdo (LOD)

Pode ser entendido como a menor concentracdo do andlito que pode ser detectada mas néo
quantificada nas condigdes experimentais estabelecidas. Pode ser determinado mediante o
sinal/ruido para casos em que o método apresenta linha de base ou por métodos estatisticos
(Brito et al., 2003 e Ribani et al., 2004). Este parametro pode ser determinado a partir da
equacéo 1 (Brito et al., 2003).
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LOD =—= 1)
Onde “sp” ¢ o desvio padrdo do sinal/ruido e “m” o declive da recta ou curva de calibragao.

2.7.4 Limite de quantificacdo (LOQ)

E definido como a menor concentragdo do andlito que pode ser quantificada na amostra, com
exactidao e precisdo aceitaveis a um certo nivel de confianca, sob as condi¢fes experimentais
adoptadas (Brito et al., 2003). Pode ser determinado mediante o sinal/ruido para casos em que

0 método apresenta linha de base ou por métodos estatisticos. Normalmente € estimado pela

equacéo 2.
LoQ="2 2)

Segundo Ribani et al. (2004) e Ptonka et al. (2016) para o célculo dos LOD e LOQ,
recomendam o uso dos parametros da curva analitica, porque segundo Ribani et al. (2004), a
curva é estatisticamente mais confidvel. Neste método os LOD e LOQ podem ser estimados
usando-se as equacdes 3 e 4, respectivamente.

_3.3xSy/x

LOD 3)

10+Sy/x

LOQ = (4)

onde: syx — desvio padréo residual da linha de regresséo

2.7.5 Precisdo de um método analitico

E definida como o grau de aproximacio entre varias medidas efectuadas na mesma amostra
(Brito et al., 2003; Ribani et al., 2004). Este teste é feito a partir de amostras fortificadas pelo
padrdo em uma concentracdo conhecida, o qual é adicionado sobre uma amostra branca e
tratada como uma amostra problema. Normalmente € expressa como o desvio-padrao relativo

dos diversos ensaios efectuados e € estimada com base na equacao 5.
%RSD = “2*100% (5)
md

onde: my — a média das respectivas concentragdes.
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2.7.6 Exactidao de um método analitico

Neste parametro € expressa a proximidade do valor experimental (resultado analitico) a um
valor aceite como verdadeiro ou de referéncia. As formas mais comuns utilizadas na sua
avaliacéo sdo o uso de materiais de referéncia certificados, comparagdo de métodos e ensaios

de recuperacdo analitica (Ribani et al., 2004).

Frequentemente, a exactiddo é medida como a recuperacdo do ensaio de quantidades
conhecidas do andlito, adicionadas a uma amostra branca da matriz em analise (Ribani et al.,

2004; Bhardwaj et al., 2016). A exactiddo pode ser estimada a partir da equacéo 6.

Cexp

%Rec = T

* 100% (6)

onde: % Rec — recuperagéo analitica em percentagem; C., — concentragdo obtida experimentalmente;

Ct — concentracéo tedrica ou esperada.

2.7.7 Robustez
A robustez de um método pode ser entendida como uma medida da sua sensibilidade ao sofrer

pequenas modificagdes em certos parametros. Em cromatografia gasosa, a programagéo da
temperatura e a natureza do gas de arraste sdo factores que podem afectar o desempenho do
método. O processo de extraccdo do anolito, por exemplo, pode ser afectado pelo tempo de

extraccdo, velocidade da agitacéo, pH e outros factores (Ribani et al., 2004).

Em geral, em uma validacdo devem ser considerados todos os pardmetros acima
recomendados, mas em particular, o programa e o tipo de validacdo dependem das
caracteristicas do método em estudo e das aplicacOes para as quais foi proposto. Os resultados
da validacdo do método podem servir como base de avaliacdo da qualidade, confiabilidade e

consisténcia dos resultados analiticos precedentes (Bhardwaj et al., 2016).
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3 PARTE EXPERIMENTAL
3.1 Metodologia

3.1.1 Colheita de amostras
Nesta pesquisa foram colhidas amostras de peixe tilapia nas regibes dos rios Umbellzi,

Zambeze e lago Maganha. As amostras de legumes foram colhidas nas provincias de Maputo
(distritos de Boane, Matola e Moamba), Tete (cidade de Tete e distrito de Angonia) e
Nampula (distrito de Larde). Adicionalmente, foram colhidas as amostras de peixe-gato nos
distritos da Matola e Larde. Apos a colheita, todas as amostras foram envolvidas com papel de
aluminio, inseridas em sacos plasticos e conservadas em caixas isotérmicas contendo gelo, e
transportadas até ao laboratério do Departamento de Quimica da Universidade Eduardo
Mondlane, onde foram conservadas em congeladores abaixo de 4 °C até a analise. Os pontos
de amostragem foram escolhidos de modo a incluir regiGes agricolas nas margens dos rios
partilhados com paises vizinhos (rios Zambeze e Umbel(zi) e regiGes agricolas isoladas

(Larde). A Figura 13 ilustra os locais de amostragem.
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Figura 13. Zonas amostradas por provincia

Fonte: Google map e adaptac6es do autor

3.1.1.1 Preparacao da amostra
Os tecidos musculares das amostras do peixe tilapia e peixe-gato, assim como as folhas de

vegetais (couve e repolho) foram extraidos manualmente com facas e tesouras de metal. Para
cada amostra, foram tomados cerca de 700 g de folhas vegetais e 400 g do musculo do peixe,
0s quais foram submetidas a uma secagem em um liofilizador (Labconco), seguida de uma
moagem em um liquidificador doméstico. Em seguida, cada amostra foi preservada em papel
de aluminio até a extraccdo dos pesticidas pelo método “QuEChERS” de acordo com a
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metodologia proposta por Prestes e colaboradores (2011), modificada pela incorporagédo da

proteina da semente de moringa como adsorvente.

3.1.2 Optimizacéo das condicGes da extraccao

A optimizacéo foi feita a partir de um desenho experimental factorial 2" (n=3), usando-se o
pacote estatistico Minitab 17. Para o efeito, foram feitos 8 ensaios com uma réplica,
totalizando-se 16 ensaios, nos quais foram seleccionados trés factores dos que podem afectar
a eficiéncia da extraccdo: velocidade de extraccdo, composi¢cdo da mistura solvente e tempo
de extraccdo. Cada factor foi avaliado em dois niveis segundo a Tabela 2. As suas influéncias

foram avaliadas a partir do grafico de efeitos principais e pelo modelo de regressao linear.
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Tabela 2. Niveis dos factores avaliados e rendimento da extracgédo

NuUmero
do

ensaio

15

14

11

8

10

4

12

16

9

13

Ordem

ensaio

10

11

12

13

14

15

16

Ponto

central

1

1

Blocos

1

1

Velocidade
de
extraccéo

(rpm)
1500
3200
1500
3200
3200
3200
1500
1500
1500
1500
3200
3200
3200
1500
1500

3200

Tempo
da
extraccao

(min)
2

2

5

Combinacao
de solventes
(AcN:MeOH)

50:50
50:50
50:50
90:10
50:50
90:10
90:10
50:50
90:10
90:10
90:10
50:50
50:50
90:10
50:50

90:10

A/API

1,474
0,004
0,002
1,493
0,047
1,139
0,003
0,017
0,001
1,105
1,658
1,074
0,921
1,086
1,107

0,983

onde: AcN — acetonitrilo; MeOH — metanol; A — area do pico do andlito; API — area do pico do padrdo interno
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b)

3.1.3 Extraccéao de pesticidas pelo método QUEChERS

Teste de linearidade e determinacéo dos limites de detec¢do e de quantificacdo

A quantificacdo dos pesticidas em amostras de peixes e vegetais foi antecedida pela validacédo
do método analitico. Para o efeito, foram preparadas diferentes concentracGes dos padrdes
analiticos para cada pesticida pesquisado. Cada padréo foi dissolvido em metanol (MeOH)
grau HPLC. A todos os padrdes de calibragdo, foram adicionados 100 pL do padrédo interno
(trifenilfosfina a 1000 pg.L™) e diluidos para um volume final de 1 mL com a soluc&o mistura

acido acético (HAc) 1% em acetonitrilo (AcN) e metanol (MeOH) 90:10 respectivamente.

A linearidade do método em estudo foi avaliada a partir do factor de correlacio linear (R%) em
cada curva de calibracdo dos respectivos compostos. Os limites de deteccdo (LOD) e de
quantificacdo (LOQ) foram determinados a partir do desvio padrdo da linha de regressao,

segundo as equac0es 3 e 4 anteriormente apresentadas na sec¢éo 2.6.4.
Testes de recuperacdo analitica da extraccéo

Para avaliacdo da recuperacdo e da repetibilidade do método analitico proposto foram
avaliados trés niveis de concentracfes, com base na fortificacdo da amostra com os padroes
analiticos dos pesticidas pesquisados. A fortificacdo foi feita em amostras brancas (couve
cultivada sem administracdo de pesticidas e peixe tilapia criado em aquéario). Para a matriz da
couve, cada nivel de concentracdo foi testado em trés réplicas (n = 3) e no peixe foram
ensaiadas cinco réeplicas (n = 5). Ap0s a extracgédo, 0s extractos de cada concentracédo testada
foram tratados com PSA e proteina das sementes da Moringa (Mor-P) como adsorventes da
fase de limpeza. Para o efeito, seguiu-se o procedimento “QUEChERS” descrito por Prestes e
colaboradores (2011) com algumas modificacbes, onde o volume correspondente a
concentragcdo desejada de cada padrdo foi pipetado e adicionado a 10 g da amostra branca
contida no tubo de centrifugacdo de 50 mL. A seguir, 1 mL da solucdo do padrdo interno
trifenilfosfina a 1000 pg L™ foi adicionado. Deixou-se a mistura em repouso por 30 min,
adicionou-se 10 mL da solucdo 1% HAc em AcN:MeOH (90:10). A mistura foi agitada em
vortex a 3200 rpm durante 2 min. A seguir, 1 g de NaCl e 4 g de Na,SO, previamente secos
em estufa a 110 °C por 3 h foram adicionados ao tubo de centrifugacdo. A mistura foi agitada
em vortex a 3000 rpm por 1 min e centrifugada a 4000 rpm durante 5 min. A seguir, tomou-se

2 mL do sobrenadante para um outro tubo teflon de 15 mL, ao qual foram adicionados 150
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mg da proteina de sementes da moringa e 300 mg de Na,SO, e a mistura foi agitada e
centrifugada nas condicGes anteriores. O sobrenadante foi filtrado usando-se o filtro acrodisc
Polyvinylidene Fluoride (PVDF) 0,45 um para seringa. Finalmente, 1 mL do filtrado foi
tomado para um frasco ambar com septo de 1.5 mL, seguindo-se a posterior a injecgdo em
GC-MS.

c) Teste de selectividade dos adsorventes

Na avaliacdo da selectividade dos adsorventes da extraccdo, uma mistura dos compostos
pesquisados foi adicionada a amostras brancas da couve e de peixe. A mistura foi submetida a
todas as etapas da extrac¢do nos dois adsorventes (PSA) e (Mor-p), seguida de injeccdo em
GC-MS.

d) Andlise de amostras reais

Apos a validacdo do método analitico, seguiu-se a sua aplicacdo, a partir do qual foram
analisadas amostras de repolho, couve, peixe tilapia e peixe-gato colhidos em diferentes
mercados de trés regibes de Mogambique, nomeadamente: provincias de Maputo, Nampula e
Tete.

Durante a andlise de contaminantes organicos em amostras de vegetais e peixes, por vezes as
suas concentragdes sdo baixas comparativamente com as dos outros componentes da matriz,
ou ainda inferiores que o LOQ dificultando assim a sua quantificacdo. Para facilitar a
quantificacdo, torna-se necessario um pré-enriquecimento das amostras pela solucao-padrédo
do composto a determinar (Kumari et al., 2001; Monica et al., 2014; Lehotay et al., 2010;
Farina et al., 2016). Neste estudo, todas as amostras foram enriquecidas pelas solu¢des-padréo
de cada composto pesquisado, com a excepcdo do 4-nonilfenol e profenofos. Para o efeito,
foram tomados volumes correspondentes de cada solucdo padrdo e diluidas pela solugédo
amostra a uma concentragdo final de 0,5 mgKg™ de cada composto. Posteriormente, as

solugdes foram agitadas e seguidas de leitura em GCxGC-TOFMS.

Para a extracgéo de pesticidas e 4-nonilfenol em amostras de peixe e legumes, seguiu-se todas
as etapas do teste de recuperacdo (procedimento b), substituindo-se a amostra branca pela
amostra analitica, com a excepcao da adi¢cdo do padréo analitico.
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3.1.4 Condicdes analiticas usadas em cromatografia gasosa

Para os testes de validacdo, as analises foram realizadas em um cromatografo a gas (GC
7820A) acoplado a um espectrometro de massa (MSD 5977B) Agilent Technologies, Figura
14 (i). A separacdo foi feita em uma coluna capilar SH-Rtx-5MS: 30m x 250 um x 0,25 pum, -
60 °C - 330 °C, onde 1 pL da amostra foi injectado em modo splitless. Para o arraste foi usado
0 gas hélio 99,9997% em um fluxo de 35 ml.min™ & pressdo de 13,265 kPa. As anélises foram
realizadas no modo SCAN para identificacdo e a quantificacdo foi feita no modo SIM de
impacto electronico com a energia de ionizacdo de 70 eV. A temperatura de injeccdo foi
mantida em 250 °C, a do forno foi iniciada a 70 °C (5 min), depois aumentada para 190 °C
(20 min) a uma taxa de 30 °C.min}, e finalmente aumentada para 300 °C (15 min) a uma taxa
de 20 °C.min, o tempo total de corrida foi de 49,50 minutos. A identificacdo dos compostos
foi feita a partir da comparacéo dos espectros dos seus iGes moleculares caracteristicos (m/z)
com os espectros da base de dados da biblioteca NIST 14.

As amostras reais foram analisadas em GCxGC-TOFMS (Figura 15 (ii)) onde resumidamente:
1 uL de cada extracto foi injectado em uma coluna capilar primaria (Rxi®-5Sil MS: 30 m x
0,25mmID x 0,25 um) em modo splitless e seguida de uma separagdo subsequente em uma
coluna capilar secundaria (Rxi®-17Sil MS: 1,2 m x 0,25 mmID, 0,25 pum, max prog Temp
360 °C). O hélio 99,9995% foi utilizado como fase mével em um fluxo de 0,8 mL.min, com
a modulacdo feita em injeccOes alternadas de nitrogénio quente e frio. A analise foi feita no
modo de impacto electronico com energia de ionizacdo de 70 eV. A temperatura de injeccéo
foi mantida em 250 °C. A temperatura inicial da coluna foi de 80 °C (0 min), depois
aumentada para 150 °C (3 min) a uma taxa de 25 °C.min™ e finalmente aumentada para 250
°C (2 min) a uma taxa de 20 °C.min™. O tempo total de analise foi de 15,65 min. A
identificacdo dos compostos orgénicos foi feita comparando-se 0s espectros de cada
componente eluido com os espectros presentes na base de dados da biblioteca Mainlib Replib
utilizando uma pontuacéo de 80%. As massas (m/z) dos ides caracteristicos de cada composto

pesquisado séo apresentadas na Tabela 3 a seguir:
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Tabela 3. 18es caracteristicos de cada composto pesquisado

Composto I1Ges lao de Tr (min) Tr (min) Massa
caracteristicos quantificacdo GC-MS  GCxGC/TOFMS molar

(m/z)
B-HCH 109; 219; 254 109 15,731 8,09 290,83
Y-HCH 181; 219; 254 181 15,544 8,06 290,83
Cipermetrina  163; 207; 281 163 37,316 14,06 416,30
4,4-DDD 165; 235; 320 235 32,189 11,30 320,0
4,4-DDT 165; 235; 354 235 33,620 11,33 354,48
4-Nonilfenol 77; 107; 220 107 17,461 8,45 220,35
Profenofos 139; 208; 337 208 31,096 10,48 373,63
Trimetilfosfina  108; 183; 262 183 32,827 10,54 262,29

Tr-tempo de retencao

Na Figura 14 a seguir, sdo apresentados os dois sistemas de cromatografia gasosa GC-MS (i)
e GCxGC/TOFMS (ii) com sistema de gerador de nitrogénio (a) usados durante as analises
laboratoriais.

(11) GCXGC/TOFMS (a) Sistema gerador de nitrogénio

Figura 14. Esquema dos sistemas cromatograficos usados para a leitura
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3.1.5 Avaliacéo estatistica dos resultados
Para a comparacdo das recuperacGes analiticas usando o PSA) e Mor-p foi usado o teste

estatistico “t” a uma probabilidade p = 0,05, ou seja, a um nivel de confianca de 95%.

Segundo Miller e Miller (2010) na proposta de um novo método analitico, os seus resultados
devem ser testados pela comparacdo com os obtidos pelo método de referéncia. No presente
estudo, admitindo a hipotese nula de que usando os dois adsorventes tem-se 0 mesmo
resultado, ou seja, Ho: u1 = Y2, é necessario testar se as médias das recuperacdes por eles
geradas diferem significativamente ou n&o.

Caso as duas médias ndo apresentem desvios-padrdao significativamente diferentes, uma
estimativa combinada do desvio padrdo (sp) pode ser calculado a partir dos dois desvios-

padrdo individuais s; e s,, usando-se a equagao 7.

— 2 — 2
Sp=J@1D&+m2Uh )

(n1+nz-2)

De seguida, as médias amostrais dos dois adsorventes foram testadas a partir do “t”
experimental, o qual foi comparado com um valor t.;; tabelado. Para os casos em que as

variancias amostrais foram iguais, o “t ““ foi estimado pela equacéo 8.

toh = 1%z (8)
1 1
Sp* n_1+1l_2
Por outro lado, nos casos em que as meédias apresentaram desvios-padrdo significativamente
diferentes, o “t” foi calculado usando-se a equagdo 9 e o numero de graus de liberdade para

tcrit foi determinado pela equacéo 10.

(£+£)2
_ X1—X3 — ni_ nz
tOb - 512 522 (9) V= s14 . 524
NEPRETY n12(n1-1) n22(n2-1)

onde: ty, — valor experimental, estimado a partir das médias das recuperacGes analiticas nos

(10)

dois adsorventes;

S; e s, — desvios-padrdo amostrais das médias geradas pelos dois adsorventes;
n; e n, — namero de réplicas ensaiadas para cada adsorvente;

v —numero de graus de liberdade;
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X1 € Xo — recuperacdes medias obtidas a patir dos adsorventes PSA e Mor-p respectivamente.

3.1.6 Avaliacdo do risco para a saude do consumidor por ingestdo de vegetais e peixe
contaminados por poluentes organicos persistentes

Uma forma basica usada para avaliar o potencial risco sobre os ecossistemas e salde publica
devido a exposi¢do a substancias toxicas baseia-se na comparacdo das concentraces desses
poluentes em amostras, com 0s niveis maximos regulamentados por diferentes entidades
publicas nacionais ou internacionais (Gbeddy et al., 2012). Para o efeito, diferentes
parametros foram estabelecidos, a destacar os limites maximos residuais (MRLS), o indice de
toxicidade (PTI) e o quociente de perigo (HQ) desse poluente.

O PTI do pesticida, por exemplo, € um parametro de triagem usado na avaliacdo da poténcia
de toxicidade, associada a accdo conjunta de varios residuos de pesticidas presentes no
alimento (Chaikasem e Roi-et, 2020). Por outro lado, o PTI pode ainda ser usado para estimar
quantos residuos de pesticidas afectam a qualidade da amostra (Chaikasem e Roi-et, 2020;
Shalaby et al., 2021).

Para além do PTI, o HQ tem sido usado para avaliar o risco ecoldgico devido aos efeitos dos
pesticidas no meio ambiente. Segundo Chaikasem e Roi-et (2020), Shalaby e colaboradores
(2021) e Zhang e colaboradores (2021), estes indicadores podem ser calculados usando-se as

equacOes 11 e 12 a sequir:

HQ=-2 (11) e  PTI=Z3HQ (12)

onde: Cp - concentracdo do composto (mg.kg™) na amostra; MRL- Limite maximo residual
ou concentracdo maxima permitida (mg.kg™).

Adicionalmente ao PTI, o risco a saude dos consumidores, causado pela ingestdo de vegetais
e peixes contaminados com pesticidas, foi estimado por meio do indice de risco a saude (HI).
Este indicador foi calculado de acordo com a equacdo sugerida por Shalaby et al., (2021).
Esta regra consiste em dividir a ingestdo diaria estimada (EDI) pelos valores correspondentes

da ingestéo diéria aceitavel (ADI) em mg.kg™ conforme mostra a equacéo 13:

=2 (13)

HI =
ADI

A ingestdo diaria estimada (EDI) dos varios pesticidas em cada espécie vegetal e em peixe foi

determinada usando a equacédo 14 (Mumtaz et al., 2015; Shalaby et al., 2021).
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Cp*D
bw

EDI = (14)

onde:

D - ingestdo média diaria na regido africana, estimada em 38,8 g/pessoa.dia para vegetais
frescos e para peixes de aguas frescas em 6.1 g/pessoa.dia (WHO, 2003a)

bw - 0 peso corporal médio que é estimado em 60 kg para um individuo adulto e 15 kg para
crianca (Mbabazi, 2011).
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4 RESULTADOS

4.1 Resultados da optimizacéo das condigdes de extraccao
Os resultados da optimizacdo dos parametros da extraccao sdao apresentados nos graficos dos

efeitos principais (Fig. 15) e pela equacdo do modelo linear (eg. 15).
Rotagdes (rpm) Tempo de extracgao (min) Mistura de solventes
1,0

0,9

0,8

Média

0,7

0,6

0,5
1500 3200 2 5 AcN:MeOH (90:10)AcN:MeOH (50:50)

Figura 15. Gréfico de efeitos principais para a média do sinal A/API

Onde: A-area do andlito; API-&rea do padrdo interno

A/API = 0,737 — 0,005 Velocidade da rotacdo do vértex (1500) rpm + 0,005 Velocidade da
rotacdo do vértex (3200) rpm + 0,127 Tempo de extraccdo (2) min — 0,127 Tempo de
extrac¢do (5) min + 0,027 Mistura de solventes (AcN:MeOH)[90:10] — 0,027 Mistura de
solventes (AcN: MeOH)[50:50] (15)

4.2 Resultados da linearidade, limites de deteccéo e de quantificacéo
Os resultados do estudo da linearidade e das determinacgdes dos limites de detec¢do (LOD) e

de quantificacdo (LOQ) séo apresentados na Tabela 4 a seguir:
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Tabela 4. Resultados do estudo da linearidade, limites de detecgdo (LOD) e de quantificagdo (LOQ) do método analitico na matriz da
couve

Parametro Intervalo de calibracio Equacao da recta R® LOD (mg kg™) LOQ (mg kg™)
(mg L™)

B-HCH 1;1.2;1.4,1.6;1.8 Y=0,0801x-0,0549 0,9823 0,16 0,49
Y-HCH 0,1;0,2;0,5;0,7;0,9 Y=2,3443x-0,0417 0,9899 0,13 0,39
Cipermetrina 0,18;0,25;0,4;0,6;0,7;0,8 Y=0,1033x-0,0027 0,9920 0,08 0,25
p,p’-DDD 0,1;0,2;0,3;0,5;0,6 Y=0,1855x-0,0118 0,9817 0,11 0,33
p.p’-DDT 0,1;0,2;0,3;0,5;0,6 Y=1,2302x-0,1115 0,9885 0,09 0,26
4-Nonilfenol 0,4;0,5;0,6;0,8;1 Y=1,1779%-0,2831 0,9706 0,16 0,48
Profenofos 0,4,0,6;1;1,2;1,4 Y=0,0718x-0,012 0,9896 0,16 0,49
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Tabela 5. Resultados do estudo da linearidade, limites de deteccdo (LOD) e de quantificacdo (LOQ) do método analitico na matriz do
peixe

Parametro Intervalo de calibracdo (mg L™) Equacéo da recta R® LOD (mg kg™) LOQ (mg kg™
B-HCH 0,50; 1,20; 1,40; 1,60; 1,80 Y=0,0481x-0,0067 09826 0,01 0,03
Y-HCH 0,02; 0,067; 0,13; 0,25; 0,30 Y=1,4833%x-0,0119 0,9971 0,01 0,03

Cipermetrina 0,133; 0,20; 0,25; 0,35; 0,45 Y=0,2171x-0,0015 0,9884 0,04 0,12
p.p’-DDD 0,10; 0,20; 0,30; 0,50; 0,60 Y=0,1717%x-0,0074 0,9945 0,005 0,15
p,p’-DDT 0,02; 0,11; 0,165; 0,22; 0,35 Y=1,2775%x-0,0188 0,9938 0,005 0,02

4-Nonilfenol 0,02; 0,13; 0,20; 0,25; 0,30 Y=1,3956x-0,0083 0,9999 0,01 0,03
Profenofos 0,02; 0,20; 0,30; 0,40; 0,55 Y=0,8349x-0,0283 0,9907 0,01 0,03
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4.3 Resultados dos testes da exactidao e da precisdo do método de extraccao

Os resultados das recuperagdes analiticas, repetibilidade e teste estatistico “t” para
comparacdo das médias entre as recuperagdes analiticas de ambos os adsorventes nas matrizes
da couve e do peixe sdo apresentados nas Tabela 6 e 7, respectivamente.

Tabela 6: Resultados dos testes de recuperacdo e de precisdo do método em amostras de
couve (P =0,05; tcrit.=2,78)

PSA Mor-p
Composto Conc %Rec+dp (%RSD) %Rec.+dp (%RSD) top Obs
(mg.kg™)

1,25 111+ 11 10,30 107+ 11 9,83 0,45 Val
pB-HCH 1,45 1106 5,18 104 +7 7,13 1,11 Val
1,65 105+ 10 9,84 1079 8,30 0,25 Val

0,45 71+3 3,96 1106 4,99 10,9 N.val
Y-HCH 0,65 71+3 3,75 74+2 2,93 1,51 Val
0,85 105+ 11 10,31 1008 8,22 0,64 Val
0,30 71+6 8,38 69+1 1,58 0,57 Val
Cipermetrina 0,50 96 + 12 12,01 90+3 3,38 0,87 Val
0,65 87+12 13,71 75+3 3,52 1,70 Val
0,35 886 6,34 94 +10 10,92 0,89 Val
p.p’-DDD 0,45 83+2 3,10 885 5,88 1,50 Val
0,55 103+ 14 13,06 84+2 2,79 2,41 Val

0,35 102+ 4 4,13 867 7,78 3,30 N.val.
p,p’-DDT 0,45 107 +4 3,88 108+ 6 5,79 0,23 Val
0,55 85+5 5,93 87+6 6,67 0,45 Val

0,45 74+ 4 4,69 114+ 12 10,68 547 N.val

4-Nonilfenol 0,65 75+4 5,03 102+ 8 7,74 535 N.val
0,85 79+2 2,64 81+7 8,32 0,49 Val
Profenofos 0,65 111+ 10 9,01 94 +11 12,14 1,94 Val
0,85 76+2 3,18 85+9 10,64 1,66 Val
1,1 84+8 9,78 80+ 5 5,80 0,73 Val

PSA: Primary secondary amine; Mor-p: Proteina da semente da moringa;Val: validado; N. val: néo validado
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Tabela 7 Resultados dos testes de recuperacdo e de precisdo do método em amostras de peixe

(P =0,05)
PSA Mor-p
Composto Conc %Rec.xdp (%RSD) %Rec.xdp (%RSD) typ tgit  Obs
(mg.kg™)
1,25 80+4 5,18 83+8 9,02 1,05 430 Vval
W 1,45 78+1 0,92 77+3 3,70 0,87 4,30 Val
1,65 71+4 5,10 71+3 3,68 0,41 430 Val
0,10 92+1 1,35 92+1 1,21 0,14 231 Val
" Y-HCH 0,20 9% +1 0,61 96 +5 556 0,056 2,78 Val
0,275 94+1 0,49 91+3 3,00 1,80 2,78 Val
0,22 82+5 5,88 71+2 2,22 4,85 2,57 N.val
m 0,33 82+4 5,25 80+4 5,27 0,89 2,31 \Val
0,43 78+3 3,64 82+7 8,29 1,20 2,31 Val
0,25 85+3 2,66 86+2 204 0,76 231 Val
“pp-DDD 035 84+7 785  88x6 677 081 231 Val
0,45 867 7,64 88+3 3,20 0,44 2,31 Val
0,10 83+5 5,87 84+4 4,00 0,37 2,31 Val
W 0,20 86+1 0,61 74+5 6,43 580 2,78 N.val
0,30 87+2 2,55 88 +2 2,41 1,09 231 Val
0,15 109+3 2,62 110+ 1 0,43 0,84 2,78 Val
‘4-Nonilfenol 0,23 107 +1 0,67 106 + 3 304 09 2,78 Val
0,275 98+1 0,54 102+ 2 2,35 3,73 2,78 N.val
0,25 61+3 4,25 59+4 6,06 0,88 2,31 Val
Profenofos 0,35 60 +£0.3 0,54 58+1 1,55 3,06 2,57 N.val
0,5 60+1 0,98 58+3 564 093 278 Val

PSA: Primary secondary amine; Mor-p: Proteina da semente da moringa

Val: validado; N. val: ndo validado

54




4.4 Resultados do teste da selectividade dos adsorventes
Nas Figuras 16 e 17 sao apresentados os cromatogramas de resultados do teste de

selectividade dos adsorventes PSA (a) e Mor-p (b) nas matrizes da couve e do peixe,

respectivamente.
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Figura 16. Cromatogramas da mistura de padrdes analiticos na matriz da couve usando os adsorventes PSA (a) e

Mor-p (b)

Ci: Y-HCH; C,: B-HCH; Cs: 4-Nonilfenol; C,4: Trifenilfosfina; Cs: Profenofos; Cs: p,p’-DDD; C;: p,p’-DDT e

Cg: Cipermetrina
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Figura 17. Cromatogramas da mistura de padrfes analiticos na matriz de peixe usando o adsorvente PSA (a) e
Mor-p (b)

Ci: Y-HCH; C,: B-HCH; Cs: 4-Nonilfenol; Cy4: Trifenilfosfina; Cs: Profenofos; Cs: p,p’-DDD; C;: p,p’-DDT e

Cg: Cipermetrina.

4.5 Resultados de analise de amostras reais
Os resultados das leituras das amostras de cada matriz sdo apresentados nas tabelas 8, 9 e 10 a

sequir:

56



Tabela 8 Resultados da analise de amostras de couve colhidas em diferentes mercados

Amostra Concentrag&o +sp (mg.kg™)

B-HCH Y-HCH Cipermetrina p,p’-DDD p,p’-DDT 4-Nonilfenol Profenofos
2MC1 Nd nd nd 2,03+0,003 nd nd nd
2MC2 Nd 0,642 + 0,156 nd 0,318 £ 0,017 0,364 + 0,008 nd nd

BOAC1 Nd nd nd nd nd nd nd
BOAC2 Nd nd nd nd nd nd nd
BOAC3 Nd nd nd nd nd nd nd
MACHC Nd nd nd nd nd nd nd
MOAC1 Nd nd nd nd nd nd nd
MOAC2 Nd nd nd 0,712 + 0,022 nd nd nd
NPLAC1 Nd nd nd nd nd nd nd
NPLAC2 Nd nd nd nd nd nd nd
PATC Nd 0,475 + 0,056 0,527 + 0,018 nd nd nd
TeAgCl Nd nd nd nd nd nd nd
TeAgC2 Nd nd nd nd nd nd 2,07 +0,34
T3C Nd nd nd nd nd nd nd
Z\VC Nd nd nd 151+0,21 nd nd nd

2MC: 2M couve; BOAC: Boane couve; MACHC: Machava couve; MOAC: Moamba couve; Nd-N&o detectavel; NPLAC: Nampula Larde couve: PATC: Patrice

couve: TeAgC Tete Angdnia couve; T3C: T3 couve e ZVC: Zona verde couve
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Tabela 9 Resultados da analise de amostras de repolho colhidas em diferentes mercados

Amostra Concentrag&o +sp (mg.kg™)
B-HCH Y-HCH Cipermetrina p,p’-DDD p,p’-DDT 4-Nonilfenol Profenofos
BOAR1 Nd nd nd nd nd nd nd
BOAR2 Nd nd 0,720 £ 0,011 nd 0,733 £ 0,013 nd 4,97 + 0,36
BOARS3 1,61 +£0,16 nd nd nd nd nd nd
MACHR1 Nd nd nd nd nd nd 6,20 =+ 0,69
MACHR?2 Nd nd nd 0,782 + 0,024 nd 0,191 + 0,013 nd
MOAR1 Nd nd nd nd nd nd nd
MOAR?2 Nd nd nd nd nd nd nd
NPLAR Nd nd nd nd nd nd nd
PATR1 Nd nd nd nd nd nd nd
PATR2 Nd nd nd nd nd nd nd
T3R Nd nd nd nd nd nd nd
TeAgR1 Nd nd nd nd nd nd nd
TeAgR2 Nd nd nd nd nd nd nd
ZVR Nd nd nd nd nd nd nd

BOAR: Boane repolho; MACHR: Machave repolho; MOAR: Moamba repolho; Nd: Nio detectavel; NPLAR: Nampula Larde repolho; PATR: Patrice repolho;
T3R: T3 repolho; TeAgR: Tete Angbnia repolho; ZVR: Zona Verde repolho
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Tabela 10 Resultados da analise de amostras de peixe colhidas em diferentes mercados

Amostra Concentrag&o +sp (mg.kg™)
B-HCH Y-HCH Cipermetrina p,p’-DDD p,p’-DDT 4-Nonilfenol Profenofos

BOATL1 nd nd nd nd nd nd nd
BOATL2 nd nd nd 0,195 + 0,026 nd nd nd
MOATL1 nd nd nd nd nd nd nd
MOATL2 nd nd nd nd nd nd nd
MATPG1 nd nd nd nd nd nd nd
MATPG2 nd nd nd nd nd 0,439 +£ 0,014 nd
NPTLA1L nd nd nd nd nd 1,16 £0,12 nd
NPTLA2 nd nd nd nd nd nd nd
NPTLA3 nd nd nd nd nd nd nd
NPPGLA1 nd 0,213 + 0,061 nd nd nd 0,826 + 0,094 nd
NPGLA2 nd nd nd nd nd nd nd
TeTzl nd 0,246 + 0,070 nd nd nd 0,678 + 0,017 nd
TeTz2 nd nd nd nd nd nd nd
TeTz3 nd nd nd nd nd nd nd

BOATL: Boane tilapia; MATPG: Matola peixe-gato; MOATL: Moamba tilapia; Nd: N&o detectavel; NPTLA: Nampula tilapia Larde; NPPGLA: Nampula peixe-
gato Larde; TeTz: Tete Tete tildpia Zambe
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Vérias pesquisas em matrizes similares foram realizadas em diferentes paises e 0s resultados encontrados sdo apresentados na Tabela

11 a sequir.

Tabela 11 Concentragdes dos compostos analisados, em matrizes da couve, repolho e peixes em outras regiées do mundo

Composto (mg.kg™)  Couve

B-HCH .

Y-HCH -

Cipermetrina -
0,084 a 0,831
0,08
p,p’-DDD -

Repolho

0,002

0,03-0,9

0,0997 £+ 0,0032
0,035; 0,062

0,141

0,1058 + 0,0052

0,0097 + 0,0045-
0,0283 + 0,0058

Peixe

0,1027

Pais

Nigéria

Gana

RSA
Bangladesh
Tailandia
Tailandia

Gana

Turquia

Correia do Sul

Fonte

Oyeyiola et al., 2017

Amoah et al., 2006

Nuapia et al., 2016
Alamgir et al., 2013
Wanwimolruk et al., 2015
Chaikasem e Roi-et, 2020
Ko et al., 2012

Topal and Onac, 2020

Choi et al., 2016
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Tabela 11 (continuacéo)

- 0, 0957 +0,0021 - RSA Nuapia et al., 2016
P,P’-DDT - 0,02-0,9 - Gana Amoah et al., 2006
- - 0,4324 Turquia Topal and Onac, 2020
- 0,1259 + 0,0059 - RSA Nuapia et al., 2016
4-Nonilfenol - 0,696* 0,0022 China Luo et al., 2017
Profenofos - 0,0047 - China Shi et al., 2021
- - 5,64+0,44 a Arabia Saudita Mahboob et al., 2015
13,72+0,87
- - 0,044 — 0,055 China Luo et al., 2017
0,005 -0,183 - - Tailandia Wanwimolruk et al., 2015
< LOD a 18,80 Irdo Akhbarizadeh et al., 2021

< LOD-Abaixo do limite de deteccdo; RSA-Republica da Africa do Sul

* - Concentracdo do composto em matriz ndo especificada
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4.5.1 Resultados da avaliagdo do risco para a saude do consumidor
Nas Figuras 18 e 19 sdo apresentados os resultados dos indicadores de risco para a satde por

ingestdo de vegetais e peixe contaminados pelos poluentes determinados no presente estudo.

40 -
35 4
30 -
mmm Valores de HQ em
25 A
amostras da couve
20 1 mmm Valores de HQ em
15 amostras de repolho
10 - mmm Valores de HQ em
s J amostras de peixe
0 - Valor limite de
perigo (1)
C L LL S O Q\O\'
)2\ }2\ \s 4 ,Q 3 e {\e (\0 "/
& N 6\‘?: Q Q RN &\\
& QT V' L R
R ¥

Figura 18 Valores dos quocientes de perigo (HQ) e dos indices de toxicidade dos pesticidas (PTI) para os
diferentes pesticidas quantificados

Na Figura 19 a seguir sdo apresentados os valores do perigo calculados para individuos

adultos (i) e para criancas (ii)
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Figura 19 Valores do perigo calculados para individuos adultos (i) e para criancas (ii)

onde: HIl-indice de perigo para os consumidores adultos e HI*-indice de perigo para as criangas

consumidoras de vegetais e peixes contaminados.
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5 DISCUSSAO DOS RESULTADOS

5.1 Optimizacéo das condigdes da extracgéo

Os resultados da optimizacdo dos parametros da extraccdo (Fig. 15) e pelo modelo de
regressao linear (equacdo 15) mostram que o rendimento da mesma aumenta com o aumento
da velocidade da rotagdo do vortex, isto €, de 1500 a 3200 rpm. Por outro lado, a extraccao
mostrou-se eficiente quando a quantidade do metanol na mistura AcN: MeOH diminui (de
50:50 a 90:10 v/v). O mesmo foi observado com a diminui¢do do tempo da extraccdo (de 5 a
2 min). A partir destas observacGes pode-se notar que a melhor extraccdo foi conseguida a
velocidade da rotagdo do vortex de 3200 rpm, durante 2 min usando a combinagdo AcN:
MeOH (90:10).

5.2 Teste de linearidade, limites de deteccéo e quantificacio

Observando os resultados do teste de linearidade ilustrados nas Tabelas 4 e 5, os valores de R
variaram entre 0.9706 e 0.992 na matriz da couve e de 0.9826 e 0.9999 na matriz do peixe.
Com estes valores pode-se afirmar que a maior linearidade foi conseguida usando-se extractos
de peixe relativamente ao extracto da couve. No entanto, todos os valores de R? estiveram
acima de 0.90, que é considerado o valor minimo aceitavel para efeitos da validacdo de uma
metodologia (Ribani e colaboradores, 2004). Pelo que, os métodos analiticos apresentam boa

linearidade para ambas as matrizes.

O limite de deteccdo (LOD) variou de 0.08 a 0.16 mg/kg e o de quantificacdo (LOQ) variou
de 0.25 a 0.49 mg Kg™ para a matriz da couve. Na matriz do peixe, os valores de LOD
variaram de 0.005 a 0.04 mg Kg™ e os de LOQ variaram de 0.02 a 0.15 mg.Kg™. Os limites
de quantificacdo determinados neste estudo em ambas as matrizes foram superiores aos
recomendados pela OMS segundo Mbabazi (2011), para a qual o LOQ ideal para um método
analitico deve estar no intervalo de 0.01 a 0.05 mg Kg™.

5.3 Avaliacdo da recuperacéo analitica e precisdo do metodo de extraccao
Os testes de recuperacdo analitica do método na matriz da couve (tabela 6), as recuperacoes
variam de 69 + 1 a 114 + 12%. Na matriz do peixe, as recuperac¢des variam de 58 + 3 a 110 +

1%. Estes valores encontram-se dentro do intervalo recomendando. Segundo informacdes da
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literatura aberta, a IUPAC recomenda que na validacdo de um método analitico, a recuperacéo
considera-se aceitavel no intervalo de 70 a 120% (Odewale et al., 2021). Por outro lado a
Assosiacdo Oficial dos Quimicos Analiticos (AOAC) (2016) recomenda que no teste de
recuperacdo analitica, para concentracdes que variam no intervalo de 0,1 a 10 mg kg™, a
recuperacdo analitica deve estar entre 80 a 110%. Pode-se verificar que na maior parte dos
compostos estudados, em todos 0s niveis das concentragdes avaliadas, os valores de “tca”
foram menores que o valor de teiico (2.78), mostrando ndo haver diferencas significativas
entre os resultados do método proposto e os do método de referéncia. Observagdo contraria
pode ser feita em um dos niveis de recuperacdo do p,p’-DDT (0,35 mg.kg™) e Y-HCH
(0,45mg.kg™) e em dois niveis do 4-nonilfenol (0,45 e 0,65 mg.kg™), onde os valores de “tea”
foram superiores em relagdo ao valor de tciico. AS recuperacdes analiticas ndo satisfatorias
para o p,p’-DDT, Y-HCH e 4-nonilfenol, podem estar associadas ao facto das concentragdes
avaliadas estarem muito proximos dos seus respectivos LOQ (0,26, 0,39 e 0,49 mg kg™,
respectivamente, excepto 0,65 mg kg™ para 4-nonilfenol). Contudo, pode-se verificar que na
matriz da couve, em um total de 21 niveis de concentracBes testadas (Tabela 6), as
recuperagdes foram positivas em 18 (85,71%). Em particular, para todos os compostos, 0s
dois adsorventes mostram a mesma eficiéncia em todas concentracdes testadas excepto para o
4-nonilfenol, onde em trés niveis de concentracfes testadas, apenas um foi positivo (33,33%),
mostrando diferencas na eficiéncia dos dois adsorventes para este composto. Por outro lado,
na matriz do peixe (Tabela 7), dos 21 ensaios realizados, 17 (80,95%) ndo apresentam
diferencas significativas entre as recuperacdes analiticas dos dois adsorventes. Apesar das
diferencas estatisticas entre as médias das recuperacfes analiticas entre os adsorventes PSA e
Mor-p, a metodologia pode ser validada uma vez que as recuperagdes analiticas na maioria
dos niveis das concentragdes testadas encontram-se dentro dos intervalos recomendados pela
IUPAC e pela AOAC. Para o composto profenofos na matriz do peixe em particular, todas
concentracdes testadas apresentaram uma recuperacdo analitica abaixo dos padrdes
estabelecidos pela IUPAC e AOAC, o que significa que a metodologia ndo pode ser validada

para este pardmetro nesta matriz.

Na avaliacdo da precisdo do método em estudo, os valores das percentagens dos desvios-
padrdo relativos (%RSD) variaram de 1,58 a 12,14% na matriz da couve (Tabela 6). Na
matriz do peixe (Tabela 7), as %RSD variaram de 1,21 a 9,02 %, estando todos abaixo de
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20%. Segundo Ruiz e colaboradores (2010), na validagdo de um método analitico, a %RSD

pode ser considerada aceitavel até 20%.

5.4 Teste de robustez

A robustez do método em estudo pode ser avaliada pelos graficos dos efeitos principais (Fig.
15) e pelo modelo de regressao linear (equacdo 15, seccdo 4.1). Para este parametro, 0s
factores testados mostram uma influéncia significativa sobre os resultados da andlise. Em
ambos os casos verificou-se que a média das razbes das areas do andlito e da area do padrdo
interno (A/API) aumenta com o aumento da velocidade da rotacdo do vortex e mostra uma
reducdo com o aumento do tempo de extraccdo e da quantidade do metanol. Em adicédo, dos
graficos dos efeitos principais e da equacdo de regressdo, pode-se verificar que a extraccao
Optima foi conseguida na combinacdo de solventes 1% HAc em AcN:MeOH (90:10),
velocidade da rotacdo do vortex de 3200 rpm e tempo de extraccdo de 2 min. Estas condicdes

foram fixadas para 0s ensaios experimentais subsequentes do trabalho.

5.5 Selectividade dos adsorventes

A selectividade dos dois adsorventes na limpeza do extracto foi avaliada a partir da adicdo da
mistura de padr6es em amostras brancas da couve e peixe, 0 que pode ser demonstrado pelos
cromatogramas apresentados nas Figuras 16 (a) para PSA, 16 (b) para Mor-P, 17 (a) e 17 (b)
para PSA e Mor-p, respectivamente. Neles, todos os picos dos compostos apresentam uma
boa resolucdo com a excepcdo do pico da cipermetrina, onde, nas matrizes testadas para
ambos 0s adsorventes, a sua intensidade foi menor comparativamente com a maioria dos
componentes da matriz (co-extractos). Este teste indica que os adsorventes PSA e Mor-p sdo

eficazes na etapa da limpeza dos extractos nas matrizes avaliadas.
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5.6 Compostos organicos persistentes determinados nas amostras analisadas

Algumas variedades de pesticidas como os organoclorados, embora tenham sido banidos na
agricultura mogambicana, 0s seus residuos ainda persistem no meio ambiente. Este facto foi
evidenciado pelos resultados da presente pesquisa, onde foram detectados e quantificados
compostos desta classe. Lindane (Y-HCH), por exemplo, foi determinado em duas amostras
de couve colhidas na regido do Infulene (provincia de Maputo) em concentragdes que
variaram de 0,475 + 0,056 a 0,642 + 0,156 mg kg™ (Tabela 8), inferiores ao limite méximo
residual permitido (LMR) fixado pela Codex Alimentarius database em 1 mg kg’ para
matrizes vegetais. No entanto, os resultados deste estudo foram superiores aos reportados por
Nuapia et al. (2016) que obtiveram Y-HCH em concentrac&o de 0,0997 + 0, 0032 mg kg™ em
amostras de matriz vegetal (repolho), colectadas na Republica da Africa do Sul (RSA). Por
outro lado, a concentracdo obtida no presente estudo esteve abaixo da concentracdo maxima
de 0,9 mg kg™ obtida por Amoah e colaboradores (2006) em amostras de repolho colectadas
em Gana (Tabela 11). Ainda neste estudo, o Y-HCH foi obtido em duas amostras de peixe,
uma da espécie peixe-gato colhida no distrito de Larde (provincia de Nampula) e outra na
espécie tilapia colhida na Cidade de Tete (Tabela 10), em concentracfes de 0.213 + 0.061 e
0,246 + 0,070 mg kg™ respectivamente, valores acima do LMR fixado em 0.01 mg kg™. Por
sua vez, estes valores sdo superiores quando comparados com os reportados na RSA por
Nuapia et al. (2016) em concentragdo de 0,1058 + 0,0052 mg kg™ em matriz similar.

A par do Y-HCH o seu isomero B-HCH foi encontrado em uma das amostras de repolho
colhida no distrito de Boane (provincia de Maputo) na concentracéo de 1,61 + 0,16 mg k™
(Tabela 9), este valor é superior ao LMR. Além disso, a concentragdo de B-HCH observada
neste estudo é superior a 0,002 mg kg™ reportado por Oyeyiola e colaboradores (2017) em
amostras de matriz semelhante, colhidas na Nigéria (Tabela 11).

Em adicdo aos isomeros do hexaclorobenzeno, o p,p'-DDD foi determinado em cinco
amostras de couve, quatro colhidas na regido do Infulene e uma no distrito da Moamba
(provincia de Maputo) em concentracdes que variaram de 0,318 + 0,017 a 2,03 £ 0.003 mg
kg™. Ainda nesta pesquida o p,p’-DDD foi quantificado em uma amostra de repolho no valor
de 0,782 + 0,024 mg kg™. Adicionalmente, o p,p’-DDD também foi quantificado em uma

amostra de peixe tilapia colhida no distrito de Boane em concentracdo de 0,195 + 0,026 mg
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kg™. A par do p,p’-DDD, 0 seu percursor p,p'-DDT também foi obtido em uma amostra de
couve da regido do Infulene, na concentragdo de 0,364 + 0,008 mg kg™ e em uma de repolho
colhida em Boane, na concentracéo de 0,733 + 0,013 mg kg™, conforme as Tabelas 8 e 9. Para
os dois compostos, as concentracdes estiveram acima do LMR que é fixado em 0,05 mg.kg™
pela Codex Alimentarius para a matriz vegetal e 0,2 mg kg™ para os peixes.

Os mesmos resultados também estiveram acima dos reportados por Ko e colaboradores,
(2012), em uma concentracdo de 0,141 mg kg™ para p,p-DDD em amostras de repolho
colhidas no Gana. Por sua vez, a concentragdo de p,p’-DDD obtida em amostras de peixe no
presente estudo est4 acima dos valores 0,0097 + 0,0045 a 0,0283 + 0,0058 mg kg™ reportados
na Coreia do Sul por Choi e colaboradores (2016) e 0,1027 mg kg™ obtida na Turquia por
Topal e Onac (2020).

Na presente pesquisa, de uma forma geral, a concentracdo de p,p'-DDT obtida foi superior a
0,1259 + 0,0059 mg kg’ reportada por Nuapia et al., (2016), em amostras de repolho
colectadas na RSA. Por outro lado, a concentragdo do p,p’-DDT deste estudo estd dentro do
intervalo 0,02 — 0,9 mg kg™, concentracdes obtidas por Ko e colaboradores (2012) em
amostras semelhantes colectadas no Gana.

Em Mocambique, p,p'-DDT e o hexaclorobenzeno (B-HCH e Y-HCH) estdo na lista de
pesticidas proibidos. Assim, a sua deteccdo nas amostras do presente estudo pode estar
relacionada com o uso ilegal ou com a sua baixa taxa de degradacdo no meio ambiente. Por
outro lado, pode ser originario dos rios contaminados por esses compostos vindos de paises
vizinhos como a Republica da Africa do Sul e a RepUblica da Zambia, onde se pratica uma
agricultura mecanizada mais intensiva. Segundo WHO (2003b), alguns compostos como o
DDT ainda sdo usados legal ou ilegalmente em diferentes paises e essa constitui uma das
razdes da sua detec¢do no meio ambiente.

Uma vez que a concentracdo de p,p'-DDD determinada nesta pesquisa foi superior a
concentracdo do p,p'-DDT, esta tendéncia pode ser indicadora do processo de degradacdo
anaerobica do p,p’-DDT. De acordo com Sudharshan e colaboradores (2012), um dos
produtos deste processo € o p,p-DDD, um metabolito também com o tempo de vida muito
longo. Neste ponto de vista, a detec¢do do p,p’-DDT e p,p’- DDD para além do uso ilegal,
pode estar relacionada com o uso excessivo de p,p’-DDT no passado e ndo necessariamente

uma aplicacéo recente.
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Na presente pesquisa, a cipermetrina foi quantificada em uma amostra de repolho colhida no
distrito de Boane (provincia de Maputo) na concentracéo de 0,720 + 0,011 mg kg™. Este valor
est4 abaixo do LMR estabelecido em 1 mg.kg™ para a matriz de repolho. Por outro lado, a
concentragdo obtida neste estudo esteve acima da reportada por Jia e colaboradores (2012) em
amostras de repolho colectadas na China onde obtiveram 0,169 mg kg™. Em outro estudo,
Alamgir e colaboradores (2013) obtiveram 0,052 mg kg™, também inferior em relacéo a
concentragéo obtida no presente estudo.

A presenga deste insectecida na amostra do repolho analisado pode estar relacionada com
aplicacOes excessivas durante a producdo desta cultura por parte dos agricultures. Uma vez
que o repolho é um dos vegetais mais vulneravel ao ataque das pragas, a sua producdo tem
exigido uma pulverizagdo frequente de pesticidas durante a fase do crescimento.

O 4-nonilfenol (4NP) foi quantificado em uma amostra de repolho colhida no Infulene na
concentracdo de 0,191 + 0,013 mg kg™ (Tabela 9) e em quatro amostras de peixe, duas do
peixe-gato, onde uma foi colhida na Matola e outra em Larde, duas do peixe tilapia das quais
uma foi colhida no distrito de Larde e outra em Tete, onde as concentracfes variaram de
0,439 + 0,014 a 1,16 + 0,12 mg kg™ (Tabela 10). As concentragbes de 4NP determinadas na
presente pesquisa foram superiores as reportadas por Luo e colaboradores (2017), que
obtiveram uma média de 0,696 mg kg™ em diferentes produtos alimentares colectados na
China. Contudo, os valores da concentragdo do 4NP em amostras do peixe desta pesquisa
estdo dentro do intervalo dos reportados por Akhbarizadeh e colaboradores (2021), que
detectaram 4NP com uma concentracdo maxima de 18,80 mg kg™* em amostras de peixe
colectadas no Irdo (Tabela 11). Na literatura, os LMRs para 4NP em vegetais e peixes ndo
foram encontrados. O 4NP ¢ um composto considerado “EDC” emergente e de acordo com
Council (2007) os LMRs para este composto ainda ndo foram estabelecidos para as diferentes
matrizes, excepto para agua onde foi fixado em 0,3 mg kg™.

O profenofos foi encontrado em uma amostra de couve colhida no distrito de Angonia
(provincia de Tete) na concentracéo de 2,07 + 0,34 mg kg™ e em duas de repolho uma obtida
no distrito de Boane e outra na regido do Infulene, nas concentragdes de 4,97 + 0,36 e 6,20
0,69 mg kg respectivamente conforme as Tabelas 8 e 9. Nas duas matrizes, as concentracdes
estiveram acima do LMR, que foi fixado em 1 mg.kg™ para ambas matrizes. Estes valores

também foram superiores em relagcdo aos obtidos por Wanwimolruk e colaboradores, (2015)
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em amostras de couve colectadas na Tailandia, onde as concentragdes variaram de 0,005 a
0,183 mg kg™. Por outro lado, Shi e colaboradores, (2021), em amostras de repolho colectadas
na China (Tabela 11) determinaram profenofos com a concentracdo méxima de 0,0047 mg kg
1.

Estes resultados revelaram maior concentracdo do profenofos em vegetais comercializados
em Mocambique comparativamente aos outros dois paises (Tailandia e China). Esta
acumulacdo pode estar associada ao intenso uso deste insectida na agricultura Mogambicana,
visto que é um dos insectidas de utilizacdo autorizada devido & sua baixa persisténcia
ambiental. Apesar dessa vantagem ambiental, a sua ingestdo excessiva pode causar problemas
de salude como alteracdo do funcionamento de processos metabdlicos e degradacdo dos rins
(Mogda et al., 2009).

5.7 Avaliacdo do risco a saude do consumidor

Como critério para a avaliacdo do risco para a saude do consumidor destes alimentos
contaminados teve-se em conta que os consumidores da couve, repolho e peixe de aguas
frescas (doce) vendidos em mercados mocambicanos sdo sujeitos ao mesmo nivel de
exposicdo independentemente das suas idades. Assim, os indices de perigo de saude
associados ao consumo de vegetais foram calculados para cada pesticida, tanto para pessoas
adultas assim como em criancas (ilustracdo 25C2 em anexo), os quais variaram de 0,012 a
0,709 para pessoas adultas e de 0,047 a 2,83 para criangas no consumo da couve. Para o
consumo de repolho, os valores de HI variaram de 0,023 a 0,506 para adultos e de 0,093 a
2,02 para criangas. Relativamente ao consumo de peixe (ilustracdo 26C3 em anexo), 0s
valores de HI variaram de 0,008 a 0,020 para os adultos e de 0,031 a 0,079 para criancas.
Todos estes valores foram menores que um (1), excepto p,p’-DDD com 2,83 e 2,02 para
criangas consumidoras da couve e repolho, respectivamente (Figura 19). Este pardmetro
mostrou auséncia de perigo para a saude dos consumidores destes alimentos devido a accao
individual para todos os pesticidas em todas as idades, excepto o p,p’-DDD, o qual pode
afectar a saude das criangas consumidoras da couve e repolho. Segundo Nuapia e
colaboradores (2016), Oyeyiola e colaboradores (2017), em concordancia com Shalaby e
colaboradores (2021), quando o HI for menor que 1, tal revela uma concentragdo desse

contaminante no alimento abaixo do nivel toxico para o consumidor.
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De uma forma geral, os resultados desta pesquisa demonstram a presenca de contaminantes
pesquisados em couve, repolho e peixes vendidos em mercados mogambicanos. A avaliacdo
de HI indica que em 90,91% das amostras analisadas apresentam concentracfes abaixo dos
niveis de toxicidade para todas as idades. Embora os resultados individuais de cada composto
ndo mostram perigo de exposicdo, a sua presenca simultanea no alimento pode colocar em
risco a satde dos consumidores. Este facto é demonstrado pelos indices de perigo (Figura 18)
e pelos valores de PTI de 31,83 para couve, 37,50 pararepolho e 23,98 para peixe (ilustragcéo
24C1 em anexo), todos maiores que 1.

Os resultados do potencial de toxicidade e do indice de & salde devido ao consumo dos
vegetais e peixes vendidos nos mercados Mogambicanos, revelam um maior risco a salde,
uma vez que estes compostos podem acumular-se nos organismos dos consumidores destes
alimentos. Estudos toxicoldgicos relacionam o consumo de alimentos contaminados por
pesticidas e 4-nonilfenol com os diversos problemas de salde publica como alteracdo do
funcionamento do sistema enddcrino, diversos tipos de cancro, defeitos congénitos, doenca
cardiovascular, menopausa precoce, desenvolvimento embrionario defeituoso, infertilidade,
entre outros (Collotta, Bertazzi e Bollati, 2013; Grung et al., 2015; Trueblood et al., 2016;
Monneret, 2017).

Em termos comparativos, as amostras da provincia de Maputo apresentam altos niveis de
contaminacdo, seguidas das amostras da provincia de Nampula e Tete. Deste modo, 0s niveis
mais baixos de contaminagdo foram observados na provincia de Tete. Estas diferencas podem
estar relacionadas com a producdo agricola intensiva com recurso a pesticidas na provincia de

Maputo.

Por outro lado, a acumulagdo destes compostos na provincia de Maputo pode ser associada a
sua localizacdo geogréafica, que a permite uma partilha de rios com dois paises vizinhos
potencialmente agricolas (a Republica da Africa do Sul e o Reino da Swazilandia). Segundo
De Resende (2002) quando um contaminante é depositado em um curso de dguas dinamicas

como rios, pode propagar-se em toda sua extensao e atingir regides distantes da sua origem.
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6 CONCLUSOES E RECOMENDACOES

6.1 Conclusdes
A partir dos resultados do presente estudo pode-se verificar que o método foi optimizado e

validado tendo as condicBes Optimas da extraccdo fixadas na combinacdo do solvente 1%
HAc em AcN:MeOH (90:10), velocidade de agitacdo em vortex em 3200 rpm e tempo de
extraccdo em 2 min. O coeficiente de correlagdo linear (R?) variou de 0.9706 a 0.9920 na
matriz da couve e no peixe de 0.9826 a 0.9999. As recuperacgdes analiticas também variam de
69 a 114% na couve e 58 a 110% para o peixe.

Na matriz da couve a precisdo do método (%RSD) variou de 1.58 a 12.14%, o limite de
deteccdo (LOD) posssui o valor méximo de 0.16 mg.kg™ e o limite de quantificacéo (LOQ) o
valor mais baixo (0.25 mg.kg™). Na matriz do peixe a precisio do método variou de 1.21 a
9.02%, o valor maximo de LOD é de 0.04 mg.kg™ e o menor LOQ de 0.02 mg.kg™. Portanto,
a proteina da semente da moringa pode ser utilizada como adsorvente alternativo ao
adsorvente comercial amina secundaria primaria (PSA) na fase de limpeza de extractos de
vegetais e peixes, excepto para determinagdo do profenofos na matriz do peixe.

Os resultados das analises de amostras demostram a presenca de compostos com um potencial
efeito na desregulagdo do sistema endé6crino como B-HCH, Y-HCH, cipermetrina, p,p’-DDD,
p,p’-DDT, 4-nonilfenol e profenofos em legumes e peixes vendidos em mercados
mog¢ambicanos, alguns em concentracdo acima dos limites maximos residuais permitidos. A
avaliacdo da estimativa do risco de exposicdo a estes compostos feita neste trabalho
demonstrou que a presenca de varios residuos destes contaminantes no mesmo alimento
constitui um perigo a saude dos consumidores, com os indices do potencial de toxicidade
maiores que 1, estimados em 31.8, 37.5 e 24.0 em amostras de couve, repolho e peixe,
respectivamente. Para estes valores elevados, a provincia de Maputo teve maior contribuicao,

seguida da provincia de Nampula, sendo a provincia de Tete a de menor contribuicao.
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6.2 Recomendacoes
A partir dos resultados da presente pesquisa recomenda-se:

< As autoridades reguladoras do sector da agricultura, a intensificagio de programas de
sensibilizagcdo aos agricultores, que visem a divulgacdo de procedimentos das boas
praticas agricolas;

% Aos servicos de inspeccdo, a realizacdo regular da fiscalizacdo de forma a evitar
possivel uso de pesticidas proibidos;

% Aos pesquisadores e as autoridades competentes a cooperar em trabalhos de pesquisa,
que visam o monitoramento destes poluentes e outros EDCs como biftalatos no meio

ambiente e em produtos alimentares.
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ANEXOS

A.1 Curvas de calibracédo usadas na validacdo da matriz da couve em GC-MS
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0.12 Curva de calibracio de p,p’-DDD
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A.2 Curvas de calibracdo usadas na quantificagdo dos compostos em amostras por
GCxGC/TOFMS
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llustragdo 6. A.2.5 Curva de calibragdo para analise do p,p’-DDT
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llustracdo 7. A.2.6 Curva de calibracdo para analise do 4-nonilfenol
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llustracdo 8. A.2.7 Curva de calibragdo para anélise de profenofos
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A.3 Curvas de calibracédo usadas na validacdo da matriz do peixe em GC-MS
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lustragdo 9. A.3.1 Curva de calibragéo para analise de p-HCH
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llustracdo 10. A.3.2 Curva de calibragao para analise de Y-HCH

Curva de calibragdo Cipermetrina

0.12 -~
0.1 - y=0.2171x - 0.0015
< 0.08 - R2=0.9884
2 0.06 -
% 0.04 -
0.02 A

Conc. (mg/kg)

llustracdo 11. A.3.3 Curva de calibragdo para analise da cipermetrina
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Curva de calibracdo p,p'-DDD
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llustracdo 12. A.3.4 Curva de calibragdo para analise de p,p’-DDD
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llustracdo 13. A.3.5 Curva de calibragdo para analise de p,p’-DDT
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lustragdo 14. A.3.6 Curva de calibragdo para analise de 4-nonilfenol
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llustracdo 15. A.3.7 Curva de calibracéo para analise de profenofos
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B Caracteristicas espectrais e estruturas quimicas dos compostos estudados
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llustracdo 16. B.1Caracteristicas espectral ¢ formula estrutural de p-HCH
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llustragdo 17. B.2 Caracteristicas espectral e formula estrutural de Y-HCH
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llustracdo 18. B.3 Caracteristicas espectral e formula estrutural da cipermetrina
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lustragdo 19. B.4 Caracteristicas espectral e formula estrutural do p,p’-DDD
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llustragdo 20. B.5 Caracteristicas espectral e formula estrutural do p,p’-DDT
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llustracdo 21. B.6 Caracteristicas espectral e formula estrutural do 4-nonilfenol
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llustragdo 22. B.7 Caracteristicas espectral e formula estrutural de profenofos

150e]

14000/

EEEEEREEERE

Triphenyl phosphine (internal standard)

1831

50

108.1

50 7O B0 G0 100 110 120 130 140 150 60

200

i |
1

170 180 150 200 210 220 230 240 250 260 270 280

llustracdo 23. B.8 Caracteristicas espectral e formula estrutural da trifenilfosfina
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llustracdo 24. C1 Valores do indice de toxicidade dos pesticidas (PTI) e dos quocientes de perigo (HQ), para os diferentes pesticidas
quantificados

Couve Peixe
Repolho
Pesticida Conc. média HQ Conc. média HQ Codex  database Conc. média HQ Codex  database
(mg kg™) (mg kg™) [MRLs (mgkg™)]  (mgkg™) [MRLs (mg kg™)]
B-HCH ND - 1,61 1,61 1 ND - 0,01
Y-HCH 0,559 0,56 ND - 1 0,230 23 0,01
Cipermetrin  ND - 0,720 - 1 ND - --
a
p.p’-DDD 1,096 21,92 0,782 15,64 0,05 0,195 0,98 0,2
P.P’-DDT 0,364 7,28 0,733 14,66 0,05 ND - 0,2
4-Nonilfenol ND - ND - - 0,775 - -
Profenofos 2,07 2,07 5,59 5,59 1 ND - -
- PTI [ZHQ] 31,83 PTI[ZHQ] 37,50 - PTI [ZTHQ] 23,98 -
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llustracdo 25. C2 Avaliacdo do risco de exposi¢do do consumidor adulto e criangas, na ingestdo da couve e repolho frescos (38.8
g/pessoa. dia)

Couve Repolho
Composto ADI (mg kg- Conc. EDI EDI* HI HI* Conc. média EDI EDI* HI HI*
! bw) média (mg kg™
(mg kg™)

B-HCH 0,015° ND - - - - 1,61 1,04x10°  2,74x10° 0,069 0,183
Y-HCH 0,003° 0559  3,61x10* 1,45x10° 0,120 0,483 ND - - - -
Cipermetrina 0,02° ND - - - - 0,720 4,66x10* 1,86x10% 0,023 0,093
p.p’-DDD 0,001° 1,096  7,09x10*  2,83x10° 0,709 2,83 0,782 5,06x10*  2,02x10° 0506 2,02
P,P’-DDT 0,02 0,364  2,35x10* 9,42x10* 0,012 0,047 0,733 4,74x10"  1,90x10° 0,024 0,095

4-Nonilfenol - ND - - - - ND - - - -
Profenofos 0,03 2.07 1,34x10° 5,34x10%® 0,045 0,178 5,59 3,61x10° 0,014 0,120 0,467

*Oyeyiola et al. (2017); °National Health and Family Planning Commission (2016) EDI e EDI*-ingestdo diéria estimada para pessoa adulta e crianca

respectivamente; HI e HI*- indice do risco a salide para pessoa adulta e crianca
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llustragcdo 26. C3 Avaliacdo do risco de exposicdo do consumidor adulto e criangas, na
ingestdo do peixe de aguas frescas (6.1 g/pessoa. dia)

Peixe
Composto ADI (mg Conc. EDI EDI* HI HI*
kg-“.bw)  média (mg
kg™)
B-HCH 0,015° - - ; _ .
Y-HCH 0,003° 0,230 2,34x10° 9,35x10° 0,008 0,031
Cipermetrina 0,02 ND - - - .
p.p’-DDD 0,001° 0,195 1,95x10° 7,93x107 0,020 0,079
P,P’-DDT 0,02¢ ND - - - -
4-Nonilfenol - 0,775 7,88x10° 3,15x10™ - -
Profenofos 0,03° ND - - - B

%Oyeyiola et al. (2017); "National Health and Family Planning Commission (2016) EDI e EDI*-ingestdo diaria
estimada para pessoa adulta e crianga respectivamente; HI e HI*- indice do risco a salde para pessoa adulta e

crianca
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