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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo investigar os teores de acidos graxos, mercurio
total, aminoacidos livres e aminas bioativas em peixes comercializados em Humaita,
AM, a saber: curimatd, jaraqui, pacu e sardinha. As amostras foram coletadas em
dois locais do rio Madeira (igarapé Puruzinho e Santa Rosa), proximos a Humaita,
em duas estacdes (chuvosa e seca) em 2015. Os acidos graxos foram determinados
por CG-FID; o mercurio total por espectrometria de absorcdo por amalgacdo em
ouro; as aminas por CLAE-par i6nico e deteccao fluorimétrica; e os aminoacidos por
UPLC e deteccdo no UV. Os teores de lipideos foram 1760 (jaraqui), 1920
(curimatd), 7060 (sardinha) e 7690 mg/100 g (pacu). O acido palmitico foi o saturado
que se destacou (350 em curimatd; 1230 em pacu e 1547 mg/100 g em sardinha). A
sardinha apresentou maiores teores de monoinsaturados (2900 mg/100 g) e o pacu
de polinsaturados (1900 mg/100 g). O pacu apresentou maiores teores de acido
linoleico (1056 mg/100 g), linolénico (673 mg/100 g) e EPA+DHA (60,13 mg/100 g).
Houve variacdo sazonal de acidos graxos saturados e polinsaturados para o pacu e
a sardinha, com maiores teores na cheia. Os teores de mercurio total variaram, com
a cadeia trofica, sendo maiores em sardinha (0,24 mg/kg), seguido do curimata (0,16
mg/kg), jaraqui (0,13 mg/kg) e pacu (0,04 mg/kg). Houve correlacao positiva entre os
teores de mercurio e 0 comprimento do peixe para o jaraqui, porém, negativa para
sardinha. Os teores de mercurio foram compativeis com a legislacao, porém, devido
ao alto consumo, a ingestao desses peixes excedeu o PTWI de 1,6 pg/kg/semana
(JECFA), indicando risco para a populagdo ribeirinha. Foram detectados 16
aminoacidos nos peixes, com a prevaléncia da histidina (55,5-67,9%) e cinco aminas
bioativas foram detectadas. Houve variagcdo na ocorréncia e teores destas aminas
nas diferentes espécies de peixe: espermidina, putrescina e cadaverina foram
detectadas em todas as espécies, agmatina s6 em pacu, e tiramina em curimata,
jaraqui e pacu. Curimata e jaraqui tiveram os maiores teores totais de aminas, sendo
elevada a contribuicdo de tiramina ao teor total. Peixes obtidos na cheia
apresentaram 0s maiores teores de aminas. Teores mais elevados de tiramina e

cadaverina foram encontrados em Santa Rosa onde a agua apresenta maior



contaminacdo. O teor de tiramina encontrado é preocupante para os ribeirinhos,

especialmente aqueles que fazem o uso do medicamento IMAO.

Palavras-chave: peixes. acidos graxos. mercurio. tiramina. putrescina. cadaverina

qualidade.



ABSTRACT

The objective of this work was to investigate the levels of fatty acids, mercury,
bioactive amines and free amino acids in four of the most commercialized fish
species in Humaita, AM: curimatd, jaraqui, pacu and sardinha. The samples were
collected in two different places of the Madeira river (Puruzinho and Santa Rosa), at
the dry and rainy seasons in 2015. The fatty acids were determined by GC-FID after
methylation; total mercury by gold amalgation absorption spectrometry; the amines
by ion pair-HPLC and fluorometric detection; and the amino acids by UPLC and UV
detection. Total lipids varied from 1700 (jaraqui), 1920 (curimata), 7060 (sardinha)
and 7690 mg/100 g (pacu). Palmitic acid was the prevalent saturated fatty acid (350 -
curimatd; 1230 - pacu and 1547 mg/100 g — sardinha); sardinha had the highest
monosaturated (2900 mg/100 g), and pacu the highest polyunsaturated (1900
mg/100 g). Pacu had higher levels of linoleic (1056 mg/100 g), linolenic (673 mg/100
g) and EPA+DHA (60.13 mg/100 g). There was seasonal variation of saturated and
polyunsaturated fatty acids for pacu and sardinha, with higher values in the rainy
season. The levels of total mercury varied from 0.01 to 0.46 mg/kg in the fish. Higher
levels were in sardinha (0.22 mg/kg), followed by curimata (0.15 mg/kg), jaraqui (0.15
mg/kg) and pacu (0.05 mg/kg). The place of fish capture and season affected
mercury levels in jaraqui and sardinha. The health risk calculated by means of
predicted tolerable weekly ingestion (PTWI) using mean levels (135 pg/kg) was
43.4% over the tolerable limit, providing evidence of potential health risk to riverines
due to high fish consumption. 16 amino acids were found with prevalence of histidine
(55.5- 67.9%). Only five amines were detected in the fish and the occurrence and
levels varied among fish: spermidine, putrescine and cadaverine were detected in
every species. Agmatine was only detected in pacu, and tyramine in curimata, jaraqui
and pacu. Curimatd and jaraqui had higher total amines, with higher contribution of
tyramine to total levels. Fish captured in the rainy season had higher levels of amines
compared to dry season. Higher levels of tyramine and cadaverine were found in
Santa Rosa sugesting higher water contamination at this place. Tyramine levels in

fish are worysome to the riverines, specialy those under MAOI drugs.

Keywords: Fish. fatty acids. mercury. tyramine. putrescine. cadaverine. quality
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1. INTRODUCAO -GERAL

A populacdo brasileira vem seguindo a tendéncia mundial de consumir
alimentos nutritivos, os quais, de alguma forma, tragam beneficios para a sua saude.
Dentre eles, o peixe pode oferecer ao consumidor quantidades adequadas de
nutrientes essenciais (SANTOS, 2011; THE STATE..., 2016).

Os peixes se destacam pelo alto teor protéico; o que Ihes confere também
elevado valor nutricional. A carne de peixes possui, aproximadamente, 0 mesmo teor
de proteinas que a de mamiferos e aves, porém, com a vantagem de ter maior
digestibilidade. E rica em vitaminas, sais minerais, além de ser a maior reserva de
acidos graxos poliinsaturados, especialmente o eicosapentaendico - EPA (20:5n-3) e
o docosahexaenoico - DHA (22:6n-3), da série 6mega-3. A estes acidos graxos séo
atribuidos numerosos beneficios ao organismo humano por produzirem compostos
que estdo envolvidos em varios processos metabdlicos de grande importancia,
principalmente os vasculares que tém funcdes antitrombdéticas e anti-inflamatérias
(FURUYA et al., 2006; STEVANATO et al., 2007; TONIAL et al., 2014).

Embora o pescado seja uma fonte rica de nutrientes importantes para a saude
humana, a realidade ambiental de rios, riachos e mares brasileiros e do mundo tem
causado preocupacfes. Cada vez mais se observa os altos indices de poluicao,
aumentando a preocupacdo de que esse alimento possa ser também fonte de
compostos prejudiciais a saude humana, como metais pesados, principalmente,
mercurio, e outros contaminantes relacionados as praticas higiénico-sanitarias e de
manutencao do frio, inadequadas durante as etapas de captura e comercializacao,

gerando as aminas biogénicas (MARINHO et al., 2014).

De acordo com Oliveira (2006), o uso de mercurio no garimpo de ouro do rio
Madeira, associado a intensificacdo da pratica de desmatamento e queimadas na
regido, pode resultar no aumento das concentracbes desse elemento no
ecossistema aquatico. O mercurio pode transformar-se numa forma organica,
metilmercurio, cem vezes mais toxica, sendo rapidamente assimilado pelos
organismos vivos e bioacumular-se ao longo das cadeias alimentares aquaticas, de
modo a figurar como origem de varios problemas de saude humana, oriundos de sua

ingestao indevida e, na maioria das vezes, ignorada.
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Outra preocupacéao seriam as aminas biogénicas tais como histamina, tiramina,
putrescina e cadaverina. Estas, em teores elevados, podem causar efeitos adversos
a saude humana. A intoxicacdo por histamina resulta da ingestdo de produtos
alimentares que contenham niveis elevados desta amina, causando sintomas
cutdneos como erupcao, urticaria, edema e inflamacgéo localizada; gastrointestinais
tais como nauseas, diarréia e contracdes abdominais; outros sintomas incluem
hipotensdo, dor de cabeca, palpitacdes, formigamento e, em casos mais severos,
sensacao de queimadura, broncoespasmos e dificuldade respiratoria. Por outro lado,
a tiramina, a triptamina e a feniletilamina, podem causar enxaqueca. E, ainda,
algumas aminas podem ser indicadoras das condigBes higiénico-sanitarias
prevalentes durante a captura e armazenamento do pescado, como, por exemplo,
sua permanéncia em temperaturas inadequadas, ou seja, superiores a 4 °C, apos

captura e durante o armazenamento, transporte e comercializacdo (GLORIA, 2006).

A pesca extrativista, além de fornecer o alimento, tem sido uma das principais
fontes de renda da populacdo de Humaita, AM; porém, nédo ha informacdes precisas

da quantidade produzida e comercializada no municipio.

Afluente da margem direita do rio Amazonas, o Madeira € um dos vinte maiores
rios do mundo e o terceiro rio do pais em extensdo. Possui 3.370 km de extensao e
largura média de 2 a 8 km, percorrendo os estados de Ronddnia e Amazonas. E

propicio a pesca, o que o torna importante fonte de alimento e sustento para a
populacao da regido (HERRAIZ, 2015).

Assim, ha necessidade de conhecer a qualidade nutricional de peixes de agua
doce, relacionada ao perfil de acidos graxos, visto que o peixe é um dos principais
componentes da dieta da populagdo do estado e, em particular dos ribeirinhos, os
possiveis aspectos adversos associados a seguranca em relacdo ao mercario,
aminas biogénicas e seus aminoacidos precursores, tendo em foco a realidade do
municipio de Humait4, localizado no Sul do Estado do Amazonas, as margens do rio

Madeira.



23

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Peixes

O peixe faz parte da dieta de varios grupos populacionais, ndo apenas como
fonte de proteinas de alta qualidade nutricional, mas ainda como reserva significativa
de acidos graxos poliinsaturados (AGPI) especialmente o acido eicosapentandico
(EPA-C20:5n-3) e o0 &cido docosahexaendico (DHA-C22:6n-3), aos quais sao
atribuidos numerosos beneficios a saide (FERNANDES et al., 2014).

O peixe € o principal alimento da regido amazonica em funcdo de sua grande
disponibilidade, tornando a pesca uma das atividades de maior expressao social,
econdmica e cultural da regiéo e a principal fonte nutricional, sendo a maior fonte de
proteina para o consumo humano da regido, particularmente das popula¢cbes que
habitam as margens dos rios e lagos, denominados de ribeirinhos (SOARES et al.,
2016). E uma opcado de consumo mais saudavel do que as outras carnes, como as
bovinas, suinas e de aves (GONCALVES, 2011). O consumo per capita de pescado
das populacdes ribeirinhas é estimado em 500 g/dia ou equivalente a 180
kg/pessoa/ano (PESCA..., 2015).

2.2. A producao e consumo de pescado no mundo e no Brasil

De acordo com a The state... (2016), a producdo mundial de pescado, em
2014, foi de 167,2 milhdes de toneladas (Figura 1), com um consumo de 146,3
milhdes de toneladas (87,5%), gerando um consumo per capita de 20,1 kg. Para a
producdo de peixes marinhos, a China, Indonésia, Estados Unidos, Russia e Japao
foram os cinco maiores produtores nesse ano; enquanto que para a aquacultura, os
cinco maiores produtores foram a China, india, Indonésia, Vietham e Chile, ficando o
Brasil na décima quarta posi¢édo. A China, além de ser o maior produtor, é também o

maior exportador de peixes e derivados, desde 2002.
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O crescimento global na oferta de peixes para 0 consumo humano superou o
crescimento da populacdo nas ultimas cinco décadas, aumentando a uma média
anual de 3,2% no periodo de 1961 a 2013. O consumo per capita no mundo
aumentou de uma média de 9,9 kg na década de 1960 para 14,4 kg na década de
1990 e 19,7 kg em 2013, com estimativa para 2015 superior a 20 kg (THE STATE...,
2016).
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FIGURA 1 - Produgéo e consumo mundial de pescado de 2009 a 2014.
Fonte: The state... (2016).

A producao e o consumo de pescado no Brasil vém crescendo a cada ano. O
relatério da Organizacdo das Nacdes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura
(THE STATE..., 2016), descreve sobre a estimativa de que o Brasil deve registrar um
crescimento de 48,6 e 104% na pesca e aquicultura, respectivamente, até 2025
(Tabela 1). Segundo o estudo, o aumento na producao brasileira serd maior em
comparacao com o crescimento mundial. O crescimento se deve aos investimentos
feitos no setor nos Ultimos anos, podendo o pais ser também uma poténcia

importante na pesca e aquicultura (THE STATE..., 2016).
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Este aumento se deve ao fato do Brasil possuir uma costa maritima com 8,5 mil
Km e 8,2 bilhdes de metros cubicos de agua distribuidos em rios, lagos, acudes e
represas, com condi¢cdes ambientais e climaticas favoraveis para se tornar um dos

maiores produtores de pescado no mundo (BRASIL, 2017).

Em 2011, o consumo per capita no Brasil foi de 11,1 kg, ainda abaixo do
recomendado pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), que sugere um consumo
de pelo menos 12,0 kg/per capita/ano (BRABO et al., 2016).

TABELA 1 - Estimativa de crescimento da producédo de pescado no mundo e no Brasil

Local Producéo (1000 Ton) Crescimento
2013-2015 2025 (%)

Global

Mundo 166.889 195.911 17,4

Brasil 1.327 1.972 48,6

Aquacultura
Mundo 73.305 101.768 25,7

Brasil 560 1.145 104,4

Fonte: The state... (2016).

2.3. A pescanaAmazodnia

A producgéo da pesca extrativa continental, em 2011, no Brasil foi de 249.600
toneladas (BOLETIM...,, 2012). A regido norte foi a maior produtora dessa
modalidade com 137.145 toneladas, sendo responsavel por 55% da captura total,
sendo o estado do Amazonas 0 maior produtor com 63.743 toneladas,

representando 46,48% do total capturado.

De acordo com Lopes et al. (2016), em relacdo a preferéncia de consumo de

carnes, no Brasil, a regido norte se destaca com o maior percentual no consumo de
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peixes, comparado com outros tipos de carnes, alcancando o patamar de,
aproximadamente, 71% da preferéncia de peixes (Tabela 2).

A pesca na Amazobnia representa uma importancia muito significativa por ser
uma das atividades de maior expressao social e econdmica da regido, apresentando
caracteristicas artesanais na maioria das localidades (LIMA et al., 2016). A pesca faz
parte da cultura dos povos da Amazonia, constituindo uma atividade tradicional de
grande importancia para a renda familiar e, é, também, uma das principais
atividades econdmicas da regido (OLIVEIRA, 2006).



TABELA 2 - Preferéncia (%) do consumo de carnes nas regioes do Brasil

Regiéo Tipo de carne Preferéncia (%)
(Continua)
Norte Peixes 70,7
Bovinos 14,7
Aves 12,2
Suinos 1,2
Outros 1,2
Nordeste Bovinos 38,2
Aves 32,1
Peixes 24,7
Suinos 2,5
Outros 2,5
Centro-Oeste Bovinos 52,7
Aves 22,7
Peixes 18,7
Suinos 2,2
Outros 2,2
Regido Tipo de carne Preferéncia (%)

(Concluséo)

Sudeste Bovinos 50,1
Aves 27,8

Peixes 15,2

Suinos 3,0

Outros 3,9

Sul Bovinos 53,0
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Peixes 22,6

Aves 18,8
Suinos 2,1
Outros 3,5

Fonte: Lopes et al. (2016).

Na Amazobnia, a pesca artesanal responde por uma parcela significativa da
producdo de pescado para o mercado interno, além de suprir suas comunidades
com praticamente a totalidade das necessidades de proteina animal e abastecer
inimeras familias ribeirinhas por meio de canais de comercializacdo, troca e
solidariedade. Trata-se de uma atividade passada de geracdo em geracao e conta
com a participagdo dos membros das familias, sem distincdo de género ou idade.
Porém, embora todos pesquem, somente aqueles devidamente registrados como

profissionais sdo chamados de pescadores de fato (MOREIRA et al., 2010).

A pesca de subsisténcia é desenvolvida por pescadores ribeirinhos e destinada
a sua alimentacdo e a de seus familiares. Quando bem suscedida, parte da
producdo pode ser vendida a intermediarios ou em feiras das vilas mais proximas.
Trata-se de uma atividade difusa, praticada por milhares de pessoas e, por isso, a
producéo é dificil de ser quantificada. E também muito expressiva do ponto de vista
cultural, por ser uma atividade comumente praticada por pessoas de ambos 0s
sexos e de todas as idades e categorias sociais (SANTOS e SANTOS, 2005).

No estado do Amazonas, apesar do numero de espécies de peixe ser bastante
elevado, sdo poucas as espeécies ou grupos de espécies responsaveis pela maioria
dos desembarques. De forma geral, curimatd, pacu, jaraqui, tambaqui, sardinha,
matrinxd, surubim, dourada, filhote, pirarucu e piramutaba sédo as espécies de maior
importancia para o estado (BOLETIM..., 2012).

Um fator de grande importancia para a atividade pesqueira nos rios da
Amazonia refere-se ao processo quase continuo de subida e descida das aguas que
determinam quatro fases distintas: enchente, cheia, vazante e seca, conforme

indicado na Tabela 3.
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A exploragdo pesqueira na Amazbnia é regida por varias Leis, Decretos,
Portarias e outras normas legais. O Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA, por meio da portaria n® 48, de 5 de
novembro de 2007, publicada no DOU n° 213, de 06 de novembro de 2007,
(BRASIL, 2007), estabeleceu normas para a gestao do uso sustentavel dos recursos
pesqueiros. No artigo 1° do Decreto n° 5.583, de 16 de novembro de 2005,
estabeleceu normas de pesca para o periodo de protecao a reproducdo natural dos
peixes. No estado do Amazonas, esse periodo compreende entre o dia 15 de
novembro a 15 de marco, com proibicdes e permissdes especificas constando no
anexo Il, em gue se insere a bacia do Rio Madeira, objeto de pesquisa desse projeto

2.3.1. A situacao do municipio de Humaita

O municipio de Humaita esta localizado no Sul do Estado do Amazonas (Lat
07°30°22S Long. 63°01’15”"W), pertencente a mesorregiao do sul do Amazonas e
microrregido do Madeira. Sua populacdo é de 53.383 habitantes, de acordo com
estimativas do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (PESQUISA..., 2010). O
rio é afluente da margem direita do Rio Amazonas, é um dos vinte maiores do
mundo e o terceiro rio do pais em extensdo. Banha algumas regides mais férteis do
Brasil. Possui 3.370 km de extenséo e largura média de 2 a 8 km, percorrendo 0s
estados de Rondonia e Amazonas (HERRAIZ, 2015). Tem grande potencial
hidraulico e apresenta, em seu curso superior, muitas cachoeiras. A fauna é
abundante, rica em variedades de passaros, de peixes e de animais. Os peixes que
povoam os rios e a farinha de mandioca, constituem a base alimenticia da
populacdo. Portanto, o pescado constitui uma das principais fontes de nutrientes da
populacdo (ESTUDOS..., 1997).

TABELA 3 - Caracteristicas das fases associadas a continua movimentacao das adguas nos
rios da Amazonia

Fases dos rios Descricéo

Enchente ocorre entre 0s meses de dezembro e abril, quando a maioria das
espécies forma cardume e empreende migracdes para desovar na
boca de igarapés ou nas margens dos rios, sendo seus ovos e larvas



30

carreadas pela correnteza para as areas que comeg¢am a ser
inundadas

Cheia/ dura entre maio e junho. E nela que os peixes desovados e os jovens
recrutas, em fase de crescimento, se alimentam intensamente,
aproveitando a farta oferta de frutos, sementes, raizes, folhas e
invertebrados e outros alimentos proporcionados pela floresta inundada

Chuvosa

Vazante abrange o periodo de julho a setembro e nesse tempo, 0s peixes se
agrupam para abandonar as areas da floresta que comegcam a secar,
iniciando a saida pelas ligacdes do lago com o rio e, a partir dai, pelo
canal principal, em movimento de dispersédo ascendente

Seca entre outubro e novembro. E nessa ocasido que 0s peixes se tornam
mais concentrado, por causa da maior vulnerabilidade a predacao,
assim como pela depleg¢ao de oxigénio nos corpos d’agua mais rasos e
sob forte influéncia de material em decomposicéo

Fonte: Santos e Santos (2005).

As dez principais espécies de peixes, branquinha, curimatd, dourada,
jatuarana, jaraqui, pacu, sardinha, surubim, tamoatd e tucurané, registradas pela
Colbnia de Pescadores Z-31, no municipio de Humait4, no periodo de 2001 a 2013,
foram responsaveis por até 94% do total capturado (LIMA et al., 2016). Estas
incluiam as quatro espécies estudadas no presente projeto: curimata (Prochilodus
nigricans), jaraqui (Semaprochilodus insignis), pacu (Mylossoma duriventre) e
sardinha (Triportheus angulatus). De acordo com esses autores, a producao total
registrada pela Colbnia nesse periodo foi de 3.874 toneladas, com média anual de
298 toneladas. Na Tabela 4 estdo apresentadas as informacfes sobre as espécies
estudadas no presente trabalho (SANTOS e SANTOS, 2006).

2.4. Potencial nutricional dos peixes

Os peixes se destacam por apresentar elevada importancia nutricional devido
ao alto teor proteico e de vitaminas (MORETTO et al., 2002). Por isso 0 seu
consumo é associado a uma alimentacdo saudavel (TOCHER, 2015) e amplamente
recomendado por médicos e nutricionistas (SANTOS et al.,, 2013). O contetudo
protéico de peixes varia entre 15 e 24 g/100 g, similar ao de mamiferos e aves. A

variacdo no teor de proteina € influenciada por fatores como espécie, idade, época
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de captura etc. O espectro de aminoacidos € completo. A digestibilidade das
proteinas é alta, cerca de 90-95%, superando a carne bovina, que atinge valores ao
redor de 90%. Com relacdo ao conteudo de lipideos, os peixes contém teores
variando de 0,1 a 22 g/100 g (GONCALVES, 2011; THE STATE..., 2016). A fracéao
lipidica possui alto teor de &cidos graxos insaturados (MORETTO et al.,, 2002;
FURUYA et al., 2006; GONCALVES, 2011).

Os acidos graxos de grande interesse nutricional, como 0s acidos graxos
poliinsaturados 6mega-3 (Figura 2), os quais estdo envolvidos em varios processos
metabdlicos de grande importancia, principalmente os vasculares que tém acfes
antitrombdticas e antiinflamatérias (FURUYA et al., 2006). O consumo frequente de
alimentos ricos em acidos graxos 6mega-3, presentes principalmente nos peixes,
estd associado a reducédo dos riscos de doencas cardiovasculares, de alguns tipos
de céancer, bem como no tratamento de doencas inflamatérias, como a artrite
(SANTOS et al., 2013).

Quanto ao teor de minerais, 0s peixes sdo portadores de quantidades
apreciaveis de fésforo, calcio, ferro, cobre e iodo. E, com relacdo as vitaminas,
destacam-se como importante fonte de vitaminas lipossollveis A e D, assim como as
ovas de peixe que contém alto teor de vitaminas do complexo B (MORETTO et al.,
2002; GONCALVES, 2011).
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TABELA 4 - Informacdes gerais dos peixes capturados no rio Madeira, municipio de

Humaita, AM
Informacéo Peixes
Curimata Jaraqui de Pacu Sardinha chata
escama grossa manteiga
Espécie Prochilodus Semaprochilodus Mylossoma Triportheus
nigricans insignis duriventre angulatus
(Agassiz, 1829) (Schomburgk, (Cuvier, 1817) (Spix & Agassiz,
1841) 1829)
Ordem Characiformes Characiformes Characiformes Characiformes
Familia Prochilodontide  Prochilodontidae = Characidae Characidae
Porte porte grande até porte grande até  porte médio porte pequeno até
50 cm 35 cm até 25cm 20 cm
Ocorréncia aguas claras, aguas brancas, aguas bran- area de varzea
pretas e branca claras e pretas cas, claras e
pretas
Alimentacdo  detritivoro detritivoro herbivoro Onivora
Habito diurno, migrador diurno, migrador  diurno, forma cardumes e
migrador empreende migra-
¢Oes, sendo uma
tréfica na seca e
outra reprodutiva
na enchente.
Desova total, em aguas  total em rios de total em desova nas aguas
claras e brancas 4guas pretas e c_onfluer)mas de brancas
brancas rios de aguas
pretas e
brancas
Fecundacdo externa externa externa externa
Epoca final da seca, Inicio da enchente seca e cheia enchente
sazonal para inicio da
reproducao enchente

Fonte: Santos et al. (2006).
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Os acidos graxos encontrados nos peixes (Figura 2), mais importantes para o

homem sdo o da familia 6Gmega-3 (n-3) que séo o acido linolénico (18:3), o &cido

eicosapentaendico - EPA (20:5) e o acido docosahexaendico - DHA (22:6), e os da

familia omega-6 (n-6) que sdo os acidos linoleico (18:2) e o araquidénico (20:4).

Dentre esses acidos graxos, o linoléico e o linolénico sdo essenciais, pois hao

podem ser produzidos pelo organismo humano e, portanto, devem ser obtidos pela

dieta (MARECHA et al., 2002).

OH
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FIGURA 2 - Estruturas quimicas dos &cidos graxos poli-insaturados, émega-6 (n-6) e

6mega-3 (n-3).
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Os acidos linoleico e linolénico sao precursores do EPA e do DHA (SONG et
al., 2016). O DHA é essencial no desenvolvimento do cérebro de fetos (MAAS et al.,
2017). Acidos graxos poliinsaturados, especialmente acido linoleico (18:2n-6), acido
araquidénico (20:4n-6), acido eicosapentaendico (EPA, 20:5n-3) e do acido
docosahexaenoico (DHA, 22:6n-3) sao biologicamente ativos: eles modulam a
expressdo génica e regulam as propriedades fisicas de membranas. A ingestado
dietética desses acidos é importante para a saude do ser humano, porque atuam na
prevencdo de distarbios neurolégicos, na prevencdo de doencas cardiovascular,

imunoldgica, inflamatoria, diabetes e obesidade (GUESNET et al., 2011).

Os &cidos graxos essenciais exercem Vvarias funcfes importantes como
precursores dos eicosandides: prostaglandinas e leucotrienos que sdo potentes
mediadores anti-inflamatorios e atuam na modulacdo do sistema imunoldgico
(FRANCO, 2008; SONG et al., 2016). Os de grande interesse sdo os polinsaturados,
0mega-3, que estdo envolvidos em varios processos metabodlicos de grande
importancia nutricional (FURUYA et al., 2006).

Os beneficios que representam o0s acidos graxos insaturados para a saude
humana sao amplamente conhecidos no que diz respeito a prevencao de doencas
coronarias, doencas cardiovasculares, artrite reumatica, depresséo, depressao pos-

parto, canceres, diabetes, acdo antiinflamatérias, entre outros (SOUZA et al., 2007).

A qualidade nutricional dos acidos graxos pode ser avaliada por diferentes
indices, que indicam a contribuicdo do alimento na prevencdo de doencas
coronérias. A razdo entre acidos graxos poliinsaturados e saturados (AGPI/AGS)
pode ser um destes indicadores. Valores inferiores a 0,45 sdo considerados
indesejaveis a dieta pelo potencial de indu¢cdo do aumento do colesterol sanguineo
(TONIAL et al., 2010).

Outro indice seria a razdo entre os acidos graxos 6mega-6 e os 6mega-3 (n-
6/n-3), sendo que valores menores que 4 indicam prevencéo do risco de doencas
cardiovasculares (RODRIGUES et al., 2017).

Ha também os indices de aterogenicidade (lIA), indice de trombogenicidade (IT)
e a razao entre os acidos graxos hipocolesterolémicos e hipercolesterolémicos (HH)
que refletem os efeitos funcionais dos acidos graxos e o potencial em prevenir a

aterosclerose e a trombose coronarias (RAMOS FILHO et al., 2008). Nao existem
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limites recomendados para esses indices (NOZAKI et al., 2012). Entretanto, estes
indicam o potencial de estimulo a agregacdo plaquetéria, de forma que, quanto
menores 0s valores, maior € a quantidade de acidos graxos anti-aterogénicos
presentes em Oleos/gorduras e, consequentemente, maior 0 potencial de prevencao
ao aparecimento de doencas corondrias; por outro lado, maiores valores para o
indice HH favorecem a qualidade nutricional dos alimentos (TONIAI et al., 2010).
Estes indices (IA, IT e HH) sdo Uteis na avaliacdo e comparacdo da qualidade de

diferentes alimentos e dietas.

Sao escassas as informagdes sobre o perfil lipidico de peixes da Amazbénia. Na
literatura pesquisada, estudo realizado por Bentes et al. (2009), com trés espécies
de peixes amazonicos, Gurijuba, Piramutaba e dourada adquiridas no mercado do
peixe em Belém, PA (Tabela 5) indicaram que todas as espécies apresentaram
elevada qualidade nutricional da fracédo lipidica, traduzida por baixos indices de 1A e
IT e elevados HH e relagdo Y AGPIs/Y AGSs, ou seja, a razdo entre o somatorio dos
acidos graxos poliinsaturados dividido pelo somatorio dos acidos graxos saturados.
indices de qualidade nutricional da fracéo lipidica de espécies de peixes cachara,
pacu, dourado e pintado da regido pantaneira do Mato Grosso do Sul (Tabela 6)

apontaram para valores nutricionalmente adequados (RAMOS FILHO et al., 2008).

TABELA 5 - Qualidade nutricional da fracdo lipidica de espécies de peixes Amazoénicos
adquiridos no mercado do peixe em Belém,PA

indice Valores/Espécies de peixes

Gurijuba Piramutaba Dourada
>AGn-6/>AGn-3 - - 0,02 £ 0,01
2AGPI/ZAGS 1,06 £ 0,01 0,99 + 0,12 1,07 £ 0,07
1A 0,59 £ 0,02 0,83 £ 0,00 0,64 £0,14
IT 0,33+ 0,01 0,38 £ 0,03 0,27 £ 0,05
HH 1,08 £ 0,02 0,87 £ 0,09 0,94 + 0,07

AGPI- Acidos graxos polinsaturados, AGS- Acidos graxos saturados, n-6(6mega-6), n-

3(6bmega-3),

IA- indice de aterogenicidade, IT-indice de trombogenicidade e HH-Hipocolesterolémicos

Hipercolesterolémicos
Fonte: Bentes et al. (2009).



36

TABELA 6 - Qualidade nutricional da fracdo lipidica de espécies de peixes da regido
pantaneira do Mato Grosso do Sul

indice Valores/ Espécies de peixes

Cachara Pintado Pacu Dourado
P/S 0,44 0,52 0,13 0,49
n-6/n-3 1.18 0,95 3,65 1,14
1A 0,54 0,49 0,86 0,70
IT 0,59 0,33 1,16 0,35
HH 1,75 1,84 1,66 1,49

P/S —Polinsaturado/Saturado, n-6(6mega-6), n-3(dmega-3), |A- indice de aterogenicidade,
IT-indice de trombogenicidade e HH-Hipocolesterolémicos e hipercolesterolémicos

Fonte: Ramos Filho et al. (2008).

Estudos tém sido realizados buscando investigar o efeito da dieta na
otimizacdo da composi¢cdo dos acidos graxos em varias espécies de peixes de
piscicultura. Entretanto, em peixes de rio, a dieta irh depender da ecologia local, que
ird variar em funcéo de fatores ambientais e dos habitos alimentares das espécies
(SOUZA et al., 2007). Desta forma, estudos sdo necessarios para se conhecer o
potencial nutricional de peixes de rios, e nesse caso, no rio Madeira, cujos peixes

sdo a base de alimentacdo da populacao ribeirinha.

2.5. Aspectos toxicoldgicos associados ao consumo dos peixes

Embora o pescado consista em uma fonte rica de nutrientes importantes para a
saude humana, existe a preocupacao que esse alimento possa também ser fonte de
compostos prejudiciais a saude, como metais pesados, principalmente, mercurio, e
de compostos, como a histamina e outras aminas biogénicas. Causam ainda
preocupacao, os diversos contaminantes quimicos e microbiolégicos relacionados as
praticas inadequadas durante as etapas de desenvolvimento, captura,

armazenamento e comercializacao.
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2.5.1. Mercurio

O mercurio € um metal pesado que se apresenta em varias formas/espécies
quimicas, dentre elas, o mercurio elementar (Hg°), inorganico (Hg* e Hg®*') e
organico metilmercurio (CHsHg) e o etilmercurio (CH3CH2Hg). A forma inorgéanica
(Hg?*) é a mais frequentemente presente em toda crosta terrestre (Lemos e Santos,
2014). Seu principal minério, o cinabrio, € conhecido desde os tempos pré-historicos.
Admite-se que tanto o mercurio quanto o cinabrio comecaram a ser extraidos de
minas h& mais de 2.300 anos. Usado na medicina desde a época de Aristoteles, os
antigos chineses acreditavam que o cinabrio e o mercurio tinham propriedades
medicamentosas que prolongavam a vida. Varios imperadores morreram de
mercurialismo na tentativa de assegurar a imortalidade, por meio da ingestao
constante desse metal (AZEVEDO et al., 2003).

O mercurio lancado na atmosfera e/ou em efluentes devido aos dejetos
industriais e atividades garimpeiras é altamente reativo e disponivel para metilacéo e
acumulacdo pela biota depois de sua deposicdo em ambientes de superficie
(LACERDA, 1997; DENG et al., 2015).

A toxicidade do mercurio vem sendo discutida por pesquisadores brasileiros e
estrangeiros, desde o final dos anos 80, na tentativa de se determinar o verdadeiro
rsco que este elemento apresenta para 0 meio ambiente (WASSERMAN et al.,
2001).

O mercurio metélico pode causar danos aos rins com sintomas reversiveis,

caso seja interrompida a exposicao (MIRANDA et al., 2007).

As transformacdes do mercurio no meio ambiente (Figura 3) envolvem uma
série de reacbes quimicas complexas, podendo combinar com outros elementos
inorganicos para formar compostos inorganicos de mercurio; ou com compostos
organicos envolvendo biotransformacédo por microrganismos aquaticos, formando o
metilmercurio (GUINDACE..., 2008).
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O mercurio langado na atmosfera é altamente reativo e disponivel para
metilacdo e acumulagcdo pela biota depois de sua deposicdo em ambientes de
superficie (LACERDA, 1997).

A incorporacdo do mercurio na cadeia alimentar e sua assimilacdo por seres
humanos sdo mundialmente reconhecidas como perigo potencial a saude. Quando
lancado em ambientes aquéticos pode ser convertido em uma forma organica mais
toxica, o metilmercurio. Nesta forma, torna-se biodisponivel para a icitiofauna,
podendo ser bioacumulado ao longo da cadeia alimentar e alcancando os seres
humanos (OLIVEIRA, 2006).

A metilacdo do mercuario em sistemas aquaticos € influenciada por diversos
fatores ambientais. Alguns dos fatores mais estudados sdo a composicdo e a
atividade dos microrganismos metiladores, concentracdo de Hg biodisponivel, pH,
temperatura, potencial redox e a presenca de agentes complexantes organicos e
inorganicos presentes nos sistemas aquaticos. Aparentemente, as maiores taxas de
metilacdo de mercuario estdo relacionadas com pH &cido, baixa salinidade e a
presenca de matéria organica em decomposicdo em condi¢cdes redutoras (MIRANDA
et al., 2007).

O metilmercurio € uma substancia lipossoluvel com tendéncia de se concentrar
no tecido muscular dos peixes, este se liga a grupamentos sulfidrilas de proteinas,
causando a sua inibicdo ou inativacdo (BONSIGNORE et al., 2013). Cerca de 90%
do mercurio total no tecido muscular esta na forma de metilmercurio (WEIS, 2004;
THE STATE..., 2013).

Os estudos para conhecimento do ciclo do mercurio e suas implicacdes sobre a
salde e o meio ambiente tiveram inicio a partir dos registros da contaminagéo de
populagcées humanas. A toxicidade do mercurio em seres humanos foi detectada na
década de 1950 no Japéao, quando peixes consumidos pela populacdo de Minamata,
em funcdo da contaminacdo das aguas com altas concentragcbes de mercurio,
levaram os individuos a adquirirem graves problemas de saude (THE STATE...,
2013).
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FIGURA 3 - Ciclo de transformacdes do mercurio no meio ambiente.
Fonte: Miranda et al. (2007).

A exposicdo humana ao metilmercurio (MeHg) ocorre, principalmente, pela
ingestdo de alimentos contaminados, sendo este considerado um importante
contaminante para populacdes que se alimentam diariamente de peixes (BARBOSA
et al., 2001).

O consumo de peixes contaminados com metilmercurio pode causar varios
problemas de salde ao ser humano, tais como sensoriais, motores e danos
neuroldgicos (DENG et al., 2015).

De acordo com Virtaner et al. (2007), o acumulo do metilmercurio nos tecidos
do corpo dos seres humanos provoca efeitos toxicos, principalmente no sistema

nervoso central e doencas cardiovasculares.

Em estudos realizados nas popula¢des ribeirinhas da Amazénia com alto
consumo de peixes foram observados efeitos neurotdxicos relacionados ao

mercurio, como reducdo do campo visual e do desempenho psicomotor, efeitos
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imunologicos e cardiovasculares, tanto em adultos quanto em criancas (DIAS et al.,
2008).

De acordo com Gendzier (2010), o metilmercurio causa problemas de ordem
neurotoxicas nos seres humanos. Em doses elevadas, bem acima dos limites
estabelecidos (0,5 a 1,0 mg/kg), provoca graves danos ao sistema nervoso e doses
suficientemente elevadas ou ainda exposicdo prolongada, pode levar o individuo a

morte.

2.5.1.1. Mercurio no ambiente Amazonico e a sallde do homem

A questdo do comportamento do mercurio no ambiente amazbdnico e sua
toxicidade vém sendo discutidas por pesquisadores brasileiros e estrangeiros, desde
o final dos anos 80, na tentativa de se determinar o verdadeiro risco que este
elemento pode representar para o meio ambiente (WASSERMAN et al., 2001).

O consumo de peixes contaminados com metilmercario pode causar varios
problemas de saude no ser humano, tais como danos sensoriais, motores e
neuroldgicos (DENG et al., 2015). Em estudos realizados nas populacdes ribeirinhas
da Amazbonia com elevado consumo de peixes foram observados efeitos
neurotoxicos relacionados ao mercuario, como reducdo do campo visual e do
desempenho psicomotor, problemas imunologicos e cardiovasculares, tanto em

adultos quanto em criangas (DIAS et al., 2008).

Estima-se que mais de 80% das familias ribeirinhas das comunidades do alto e
meédio Madeira (até o municipio de Novo Aripuana, AM), sejam elas de agricultores,
extrativistas ou pescadores, estdo envolvidas direta ou indiretamente com a
garimpagem do ouro aluvial, fato que significa uma dependéncia cada vez mais forte
da economia familiar ribeirinha desta atividade (HERRAIZ, 2015). Estudar o
comportamento do mercurio em compartimentos ambientais na Amazonia é
fundamental para o entendimento de seu ciclo, uma vez que ainda é utilizado nessa

regiao, devido a atividade garimpeira.
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2.5.1.2. Controle ambiental do uso de mercurio

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) apoia o desenvolvimento de estudos
e pesquisas que buscam compreender, avaliar e gerenciar os riscos ambientais e
aconselha a formulacdo de politicas de vigilancia direcionadas a preservagdo do
meio ambiente e da satde humana (AVALIACAO..., 2016).

Na regido amazobnica, a mineracdo de ouro comecgou a se estabelecer a partir
da década de 1980, ocasionando a contaminagdo ambiental por mercurio
(LACERDA, 1997). Entdo, sdo necessérias medidas para avaliar e gerenciar 0s

riscos aos seres humanos e aos ecossistemas.

Em 2013, foi assinado um tratado global para proteger a saitde humana e o
ambiente dos efeitos adversos do mercurio, na quinta sessdo do Comité
Intergovernamental de Negociacdo das Na¢Bes Unidas, em Genebra, Suica. A partir
desse tratado, surgiu a Convencdo de Minamata sobre o mercurio, cujo objetivo &
proteger a saude humana e o meio ambiente, com o uso de medidas de controle
sobre as emissfes atmosféricas e a regulamentacdo internacional sobre o setor
informal da mineracdo artesanal e de ouro em pequena escala (MINAMATA...,
2013).

A partir de junho de 2012, o governo do estado do Amazonas regulamentou a
licenca ambiental para o garimpo, liberando o uso de mercurio na separacédo do ouro
de outros materiais. As condi¢cbes adotadas foram de comprovar origem de compra
do mercurio, utilizacdo de equipamento (cadinho) para recuperacdo do metal,
transporte de residuos para depositos autorizados, recuperacdo das areas
degradadas e apresentacdo de um estudo de impacto ambiental (GOVERNO...,
2012). O |Instituto de Protegdo Ambiental do Amazonas (IPAAM) oferece,
anualmente, um curso formativo, intitulado de “Boas Praticas no Extrativismo Mineral
Familiar” como forma de capacitagao obrigatéria, para a atuacdo dos garimpeiros na
realizacdo da atividade (HERRAIZ e SILVA, 2015).

De acordo com o Brasil (2017), o Brasil, preocupado com as questdes de
qualidade e seguranca dos alimentos, monitora o grau de exposicdo a que O

pescado brasileiro estd submetido aos residuos de contaminantes ambientais na
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pesca extrativa, por meio do Plano Nacional de Controle de Residuos e
Contaminantes (PNCRC). Este plano de amostragem de pescado foi oficializado
pela Instrucdo Normativa n® 09, de 21 de fevereiro de 2017 e um dos residuos de
interesse € o mercurio, proveniente de processos industriais e do garimpo, uma vez
gue pesquisas revelaram que os peixes, provavelmente, contribuem com os maiores

teores de mercurio para a dieta humana.

2.5.1.3. Limites de tolerancia do mercurio

O limite para o mercurio € estabelecido como mercurio total e metilmercario em
dois tipos de peixes: predadores e ndo predadores. No Brasil, o limite estabelecido
refere-se ao mercurio total, sendo 0,5 mg/kg para peixes ndo predadores e de 1,0
mg/kg para predadores, porém, outros paises adotam esses limites para o
metilmercurio. Esses limites estabelecidos, bem como a forma do mercurio

encontrado nos dois tipos de peixes encontram-se na Tabela 7.

TABELA 7 - Limites de mercurio e de metilmercurio estabelecidos por diversos 6rgaos
competentes

Orgéos Tipo de pescado Limite estabelecido
Anvisa Peixes nao predadores 0,5 mg/kg*
Peixes predadores 1,0 mg/kg*

Unido Europeia Produtos de pesca 0,5 mg/kg*
Especies predadoras 1,0 mg/kg*

FAO/WHO, CODEX Peixes ndo predadores 0,5 mg/kg**
Peixes predadores 1,0 mg/kg**

FDA Peixes 1,0 mg/kg**
Japéao Peixes 0,4 mg/kg*
0,3 mg/kg**

* Mercurio total, ** Metilmercuario. Fonte: Guindace..., (2008) e BRASIL (2013).
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21.1.2.5.2. Aminas bioativas

As aminas bioativas sdo compostos basicos organicos com baixa massa molar,
onde um, dois ou trés atomos de hidrogénio da amodnia foram substituidos por
grupos alquila e arila (Figura 4). Sdo formadas em alimentos, principalmente, por
descarboxilacdo via enzimas microbianas de seus aminoacidos correspondentes.
Ocorrem naturalmente em microrganismos, plantas e animais, como consequéncia
do seu metabolismo (GLORIA, 2006; GOUVEIA, 2009; BILGIN E GENCCELEP,
2015; FU et al., 2016).

De acordo com Gléria (2006), a maioria das aminas foi denominada a partir dos
aminoacidos precursores. Porém, nomes como cadaverina e putrescina estao
associados a decomposicdo e a putrefacdo, e espermina e espermidina estdo

relacionados ao fluido seminal, de onde foram isoladas pela primeira vez.

O processo de descarboxilacdo dos aminoacidos livres pode ocorrer por duas
vias bioguimicas: por meio de enzimas descarboxilase enddgenas, naturalmente
presentes nos alimentos, ou através de enzimas descarboxilase exégenas de micro-
organismos adicionados (culturas iniciadoras) ou contaminantes nos alimentos. No
entanto a producdo enddgena de aminas € insignificante quando comparada com a
via exdgena (SANTOS, 1996).
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FIGURA 4 - Estruturas quimicas de algumas aminas bioativas.
Fonte: FARIA (2011).

2.5.2.1. Classificacdo das aminas bioativas

Sao diversas as maneiras de classificar as aminas bioativas. Podem ser
classificadas estruturalmente como alifaticas (putrescina, cadaverina, espermina e
espermidina), aromaticas (tiramina e feniletilamina) e heterociclicas (histamina e
triptamina) (GOUVEIA, 2009). Podem também ser classificadas de acordo com o
namero de grupos amina, em monoaminas (tiramina, feniletilamina), diaminas
(histamina, serotonina, triptamina, putrescina, cadaverina) ou poliaminas (espermina,
espermidina, agmatina) (Figura 4) (GLORIA, 2006).

Entretanto, a mais comumente utilizada classifica-as como poliaminas e aminas
biogénicas, dependendo da via biossintética. As poliaminas, espermidina e
espermina séo referidas como horménios e fatores de crescimento (GLORIA, 2006;
TOSUKHOWONG et al., 2011). As aminas serotonina, tiramina, feniletilamina,
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triptamina, cadaverina sdo formadas pela descaboxilagdo de aminoécidos por
enzimas microbianas, sendo denominadas aminas biogénicas (GLORIA, 2006).

2.5.2.2. Biossinte das aminas bioativas

A biossintese de aminas ocorre durante o processo metabdlico normal. Aminas
sao formadas por aminacdo ou transaminacdo de aldeidos ou cetonas, hidrdlise de
compostos nitrogenados, decomposicdo térmica e descarboxilacdo de aminoacidos,
sendo esta Ultima a principal via de formacdo de aminas nos alimentos. A sintese de
histamina, tiramina, triptamina, feniletlamina e cadaverina ocorre por meio da
descarboxilacdo dos aminoacidos precursores histidina, tirosina, triptofano,
fenilalanina e lisina, respectivamente. O aminoacido ornitina € o principal precursor
das poliaminas, por acdo da enzima ornitina descarboxilase. Entretanto, a citrulina, a
arginina, e a agmatina podem também dar origem as poliaminas. Na formacgdo das
poliaminas, a putrescina € um composto intermediario obrigatorio. A putrescina pode
ser adicionada de um grupamento aminopropil proveniente da metionina via S-
adenosilmetionina e, por acdo de espermidina sintase, formando a espermidina.
Esta, por sua vez, pode também receber o grupo aminopropil e formar a espermina
via espermina sintase (GLORIA, 2006).

2.5.2.3. Aminas bioativas nos alimentos

Nos alimentos, a producdo de aminas bioativas ocorre, principalmente, pela
acdo de micro-organismos descarboxilase positivos. As bactérias sdo as mais
importantes produtoras destes compostos, principalmente, as pertencentes da
familia Enterobacteriaceae, géneros Escherichia, Enterobacter, Salmonella, Shigella
e Proteus e as dos géneros Achromobacter, Lactobacillus, Leucomostoc,
Pseudomonas, Pediococcus, Streptococcus, Propionobacterium, Clostridium (BIJI et
al., 2016).

As condi¢cdes necessarias para a existéncia de aminas biogénicas nos

alimentos séo disponibilidade de aminoéacidos livres, a existéncia de microrganismos
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e condicbes que permitam o seu crescimento (particularmente a temperatura e o
pH). As condi¢cdes de armazenamento (em especial da temperatura) para alimentos
fermentados sdo variaveis e podem ser relevantes para o acumulo de aminas
biogénicas (PANEL..., 2011).

E importante monitorar os niveis de aminas bioativas nos alimentos e bebidas,
devido a sua importancia para a saude humana e a seguranca alimentar. Em baixos
teores, as aminas biogénicas sdo essenciais para a saude humana, entretanto, em
concentracfes elevadas, podem causar intoxicacdo. O tipo mais frequente de
intoxicagdo por aminas € a intoxicagcdo histaminica, também denominada
“‘intoxicagdo por escombrideos”, frequentemente ligada ao consumo de peixes da
familia Scombridae, como atum, bonito, cavala, mas também podem estar
associadas a outros tipos de peixe como a sardinha (Clupeidae), com niveis
elevados de histamina (CINQUINA et al., 2004).

A histamina é uma substancia endégena que ocorre naturalmente no corpo
humano e é derivada da descarboxilacdo do aminoacido histidina. Tem funcdes
fisiol6gicas importantes relacionadas as respostas imunolégicas locais, secrecédo de
acido gastrico e neuromodulagdo (PUBLIC..., 2013). De acordo com a European
Food Safety Authority (PANEL..., 2011), nenhum efeito adverso para a saude foi
observado em voluntarios saudaveis expostos a um nivel de 25 a 50 mg de
histamina. Porém, em pacientes com intolerancia a histamina, mesmo pequenas
guantidades de histamina em alimentos ingeridos podem causar efeitos adversos a
saude, portanto somente niveis abaixo dos limites detectaveis podem ser

considerados seguros.

A intoxicacdo por histamina, geralmente, causa erupgfes cutaneas, urticarias,
nauseas, vomitos, diarréia e prurido na pele. O tempo de aparecimento dos sintomas
varia de trés minutos a trés horas, apds a ingestdo do peixe contaminado com a

histamina.

Vérios surtos de intoxicacdo histaminica tém sido registrados nos Estados
Unidos, Japéo, Inglaterra, Franca, Dinamarca, Brasil, dentre outros. Os peixes das
familias Scombridae (atum, bonito, cavala), Scomberesocidae (tiravira),
Pomatomidae (pométomo), Coryphaenidae (‘dolphin-fish, mahi-mahi’), Carangidae
(olho-de-boi), Clupeidae (arenque, sardinha) e Engraulidae (anchova) foram os mais
implicados nesses casos (EVANGELISTA, 2010).
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Outro tipo de intoxicagdo causada por aminas esta associado ao consumo de
aminas aromaticas, dentre elas, tiramina, triptamina e feniletilamina. Para a tiramina,
nenhum efeito adverso a saude foi observado em individuos saudaveis expostos a
um nivel de 600 mg de tiramina. Entretanto, individuos sensiveis ou aqueles em
tratamento com medicamentos inibidores da monoaminoxidase (IMAO), baixas
concentracdes podem causar efeitos adversos (PANEL..., 2011).

Os sintomas associados a intoxicacdo por tiramina, incluem enxaqueca e crise
hipertensiva em individuos em tratamento com medicamentos inibidores de
monoaminoxidases (GLORIA, 2006). Queijos, produtos carneos fermentados e
algumas espécies de peixe, sdo exemplos de alimentos nos quais a tiramina é a
amina mais abundante. De acordo com Panel... (2011), individuos que nao fazem o
uso de medicamentos IMAO, podem consumir até 600 mg de tiramina por refei¢ao;
porém, aquelas que fazem uso de IMAO de terceira geracao, o limite € de 50 mg por
refeicdo, no entanto, pessoas que fazem o uso do medicamento IMAO classico, o

limite sem efeito adverso para a saude € 6 mg/refeicao.

Outras reacbOes adversas das aminas podem ocorrer quando elas sédo
nitrosadas formando compostos denominados de N-nitrosaminas que sao
carcinogénicas para diversas espécies animais. A putrescina e a cadaverina podem
ser convertidas em pirrolidina e piperidina que, respectivamente, formardo a N-
nitrosopirrolidina e N-nitrosopiperidina por meio de reagdes com nitritos ou nitratos,
usados em produtos carneos. Também as aminas, espermidina, espermina e
agmatina podem reagir com nitrito para formar as nitrosaminas nos alimentos
(GLORIA, 2006; BlJI et al., 2016).

2.5.2.4. Aminas bioativas em peixes

O peixe é um dos principais alimentos que pode ser foco de intoxicacdo por
aminas biogénicas, sendo a histamina a mais frequente (EVANGELISTA, 2010). Isso
se deve ao fato destes peixes serem naturalmente ricos em aminoacidos livres,
como a histidina que pode ser catabolizada no seu tecido muscular (SANTOS, 1996;
GLORIA, 2006).
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A formacédo das aminas bioativas em peixes depende de diferentes fatores,
como a quantidade de aminoacidos livres, a presenca de descarboxilases
bacterianas e das condicdes ambientais (BILGIN E GENCCELEP, 2015). Com
relacdo a temperatura, as descarboxilases sdo mais ativas em temperaturas
inferiores a 30°C, porém, acima de 40°C séo inativas e, na faixa de 0 a 10°C, a
atividade dependera da microbiota presente. J& em pH &acido (2,5 a 6,5), a producao
de aminas € estimulada como mecanismo de protecdo das bactérias (GLORIA,
2006).

Oliveira (2009) avaliou o teor de histamina em pescados capturados no Rio
Grande do Norte. Das 180 amostras de atum fresco analisadas, apenas 5%
continham histamina com teores que variaram de 4,92 a 6,90 mg/kg. Peixes
provenientes de outras localidades do Brasil, também foram estudados e a presenca
de histamina foi detectada (EVANGELISTA, 2010). Entretanto sdo escassos 0S

estudos sobre as aminas biogénicas em peixes da Amazonia.

2.5.2.5. Aminas bioativas em peixes da Amazénia

Poucos sdo os estudos sobre a presenca de aminas bioativas em peixes
provenientes da regido amazonica. Em um estudo recente, foi investigada a
presenca de histamina e outras aminas bioativas (total de 10 aminas) em peixes
adquiridos no mercado consumidor Ver-o-Peso, no estado do Para, incluindo xaréu
(Caranx latus), cavala (Scomberomorus cavalla), sarda (Scomber scombrus), timbira
(Oligoplites palometa) e serra (Scomberomorus brasiliensis). Dentre as dez aminas
pesquisadas, foram detectadas nove: espermina, espermidina, agmatina, putrescina,
cadaverina, tiramina, histamina, feniletilamina e serotonina, sendo que histamina e
tiramina estavam dentro dos limites permitidos de acordo com a legislacédo
estabelecida que é de 100 mg/kg e 200 mg/kg, respectivamente (ARAUJO, 2013).

Marinho et al. (2014) analisaram a presenca de histamina, putrescina e
cadaverina em Piramutaba, capturadas por meio da pesca com rede em barco, nos
meses de maio, junho e agosto de 2010 e janeiro de 2011, no municipio de Vigia de
Nazaré, PA. As amostras foram armazenadas a 0°C durante o periodo de 0 a 14

dias. De acordo com os resultados sé foram detectados histamina (< 20 mg/kg),
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abaixo do limite de 100 mg/kg e putrescina (< 10 mg/kg), porém, ndo ha um limite
estabelecido para a putrescina.

2.5.2.6. Controle de qualidade dos pescados

Os produtos pesqueiros devem receber cuidados especiais de higiene desde o
momento em que sdo capturados até chegarem ao consumidor final. Desse modo,
devem haver condicbes no barco de pesca, para a estocagem do produto sob a
protecdo do frio, a qual pode ser feita por gelo em escamas, tlneis de congelamento
ou camaras de estocagem em baixa temperatura (PEREIRA e FONSECA, 2011).

Ainda de acordo com Pereira e Fonseca (2011), os peixes, por serem
altamente pereciveis, exigem cuidados especiais na manipulacdo, armazenamento,
conservagao, transporte e comercializagdo. A qualidade do peixe fresco pode ser
influenciada por véarios fatores, dentre eles, equipamentos e utensilios ndo
higienizados, superficies contaminadas, que podem propiciar um ambiente nao
estéril e tmido, onde a agua se acumula em cavidades e outros lugares permitindo

que grandes populacdes de microrganismos se desenvolvam.

Na Amazénia, ha o costume de se adquirir o pescado em feiras e mercados por
se entender que esta com suas caracteristicas naturais preservadas, ou seja, 0
peixe fresco. As feiras e mercados, por sua vez, sdo montados de forma improvisada
em locais proximos a margem dos rios ou em locais sem estrutura higiénico-sanitaria
para a venda de produtos pereciveis. Este fator ndo garante a inocuidade do
pescado comercializado e muito menos que este esteja fresco (CAMPOS e PAIVA,
2011).

De acordo com Marinho (2014), a manipulagdo do pescado fora das condi¢cbes
ideais de refrigeracdo € um dos fatores que favorecem o aparecimento da histamina,
pois permite o0 crescimento de bactérias produtoras da enzima histidina
descarboxilase. O controle da formag&o de histamina em peixes pode ser feito pelo
resfriamento rapido do peixe imediatamente ap6s a morte. Algumas bactérias
produtoras de histamina poderdo crescer a temperatura de refrigeracdo, mas as
taxas de crescimento dessas bactérias serdo reduzidas a temperaturas proximas de
0 °C (FISH..., 2011).
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Em Humaitd, foi constatado, num dos centros de maior comercializacdo de
pescado do municipio, que o pescado fica exposto sem manutengcédo da temperatura

de conservacao, o que pode colocar em risco a saude do consumidor (Figura 5).

FIGURA 5 - Pescados comercializados no mercado municipal de Humait4, AM.

Fonte: Acervo pessoal.

2.5.2.7. Legislacao referente a aminas bioativas em peixes

A legislagdo para aminas bioativas em peixes estd estabelecida para a
histamina, sendo esta um critério para a qualidade do pescado. A Food and Drug
Administration (FISH..., 2011), sugeriu um limite maximo de histamina de 50 mg/kg.
Na Unido Europeia (EU), o nivel aceitavel de histamina no peixe Scombridae é no
maximo de 100 mg/kg e o nivel de aminas biogénicas totais no maximo de 200
mg/kg em peixes e produtos de peixes (PANEL..., 2011). Conferir para todo kg estar

em minusculo.

Ainda de acordo com Panel... (2011), o nivel de histamina por refeicdo por
pessoa € de até 50 mg. No Brasil, o limite estabelecido para a histamina é 100
mg/kg, no musculo nas espécies pertencentes as familias Scombridae,
Scombresocidae, Clupeidae, Coryyphaenidae, Pomatomidae (BRASIL, 1997).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo avaliar a qualidade nutricional associada aos
acidos graxos, aminoacidos livres e aminas bioativas e também a qualidade quanto
aos aspectos toxicolégicos, mercurio e aminas biogénicas nos peixes curimata
(Prochilodus nigricans), jaraqui (Semaprochilodus insignis), pacu (Mylossoma
duriventre) e sardinha (Triportheus angulatus) coletados em dois locais de pesca do
rio Madeira e em duas estacdes: chuvosa e seca—, no municipio de Humaita,

Amazonas.

3.2. _Objetivos especificos

Os objetivos especificos foram:

i) avaliar o perfil de acidos graxos, a influéncia sazonal na quantificacdo desses
acidos graxos e os indices de qualidade nutricional, indice de aterogenicidade (lA),
indice de trombogenicidade (IT) e a razdo entre o0s &cidos graxos
hipocolesterolémicos e hipercolesterolémicos (HH) em quatro espécies das mais

consumidas no municipio de Humaita, AM,;

i) avaliar a qualidade das quatro espécies de peixes mais comercializadas no
municipio de Humaita, AM, em relacéo ao teor de mercurio total em diferentes partes
ao longo do peixe e nos filés, em dois locais préximos a garimpos e em duas
estacbes climaticas, chuvosa e seca, bem como avaliar o risco para a saude da
populacao, pela estimativa da exposicdo ao metilmercurio, devido ao alto consumo

de peixes nessa regiao do estado do Amazonas;

i) foi investigar o perfil e os niveis de aminas bioativas e seus aminoéacidos

precursores em peixes dos mais consumidos no rio Madeira, proximo ao municipio
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de Humaita, AM e investigar a influéncia de espécies de peixes, em relacdo ao nivel
das aminas biogénicas, local de captura e as estacdes climaticas, chuvosa e seca.

4. PARTE EXPERIMENTAL

Os objetivos propostos foram atendidos e estdo apresentados na forma de trés

capitulos, a seguir:

Capitulo | — Perfil e teores de acidos graxos e aspectos nutricionais em peixes do rio

Madeira no municipio de Humaita, AM;

Capitulo Il — Teores de mercurio em peixes do rio Madeira e estimativa do risco a
saude da populacdo do municipio de Humaita, AM; e

Capitulo Ill — Teores e perfil de aminas bioativas e aminoacidos em pescados do rio

Madeira no municipio de Humaita, AM.
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CAPITULO |

PERFIL DE ACIDOS GRAXOS E ASPECTOS NUTRICIONAIS DE PEIXES DO RIO
MADEIRA, NO MUNICIPIO DE HUMAITA, AM

1. INTRODUCAO

A pesca artesanal € um dos segmentos que mais emprega no estado do
Amazonas. Mais de 45.000 pescadores vivem diretamente da atividade pesqueira e
cerca de 200.000 pessoas estao envolvidas no sistema produtivo, desde a captura,
desembarque, transporte, industrializacdo, preparo, distribuicdo e comercializacéo
de peixes; incluindo os subprodutos. A atividade gera renda aos ribeirinhos e parte
dos moradores das sedes dos municipios, contribuindo para manter o homem no
seu local de origem (PESCA..., 2015).

O peixe € a principal fonte de proteina animal para a populacdo do estado do
Amazonas e representa o0 alimento diario de pelo menos 500 mil habitantes da
populacao ribeirinha. Diariamente, sdo consumidos 500 gramas de pescado por
pessoa, o que representa 180 kg ao ano para cada habitante (MANAUS, 2016).

De acordo com a The state... (2016), o consumo mundial per capita, aumentou
de, em média, 9,9 kg na década de 1960 para 19,7 kg em 2013. No Brasil, a regido
norte se destaca com um consumo de 34,2 kg/pessoa/ano (PESQUISA..., 2011),
enquanto que o0 consumo no municipio de Humaita foi de 148,2 kg/pessoa/ano
(OLIVEIRA et al., 2010).

Os peixes se destacam por apresentarem elevada importancia nutricional
devido ao alto teor proteico e por possuir uma fracao lipidica com alto teor de acidos
graxos insaturados (MORETTO et al., 2002; FURUYA et al., 2006; GONCALVES,
2011). Por isso, 0 seu consumo € associado a uma alimentacéo saudavel (TOCHER,

2015) e amplamente recomendado pelos 6rgédos de saude (DIETARY...,— 2005).

Com relacdo ao conteudo de lipideos, os peixes contém teores variando de 0,1
a 22 g/100 g (GONCALVES, 2011; THE STATE...,, 2016). Os &cidos graxos

encontrados nos peixes, mais importantes para o0 homem séo o da familia Gmega-3,
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que sdo o acido linolénico (18:3), o &cido eicosapentaendico - EPA (20:5) e o &cido
docosahexaendico - DHA (22:6), e os da familia omega-6 que sao os acidos linoléico
(18:2) e o araquiddnico (20:4). Dentre esses acidos, o linoléico e o linolénico séo
acidos graxos essenciais, pois ndo podem ser produzidos pelo organismo humano e,
portanto, devem ser obtidos pela dieta (MARECHA et al., 2002).

O consumo frequente de alimentos ricos em &cidos graxos 6mega-3, presentes
principalmente nos peixes, tém sido associados a reducéo dos riscos de doencas
cardiovasculares, depressao, diabetes, de alguns tipos de cancer, bem como no
tratamento de doencas inflamatorias, como a artrite (FERNANDES et al., 2014;
SAYYED-ALANGI E KOHESTANI, 2015; SONG et al., 2016).

O peixe constitui uma das principais fontes de renda da populacdo e tem um
papel importante nos habitos alimentares da regido. Por isso, necessita-se de
pesquisas constantes com objetivo de avaliar a qualidade nutricional desses
pescados da regido amazénica. O objetivo deste estudo foi avaliar o perfil de &cidos
graxos, a influéncia sazonal na quantificacdo desses acidos graxos e os indices de
gualidade nutricional, indice de aterogenicidade (lA), indice de trombogenicidade (IT)
e a razao entre os acidos graxos hipocolesterolémicos e hipercolesterolémicos (HH)

em quatro espécies das mais consumidas no municipio de Humaita, AM.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material

2.1.1. Coleta das amostras de peixes

Foram analisadas 96 amostras das quatro espécies de peixes mais
comercializadas em Humaita-AM: curimatd (Prochilodus nigricans), jaraqui
(Semaprochilodus insignis), pacu manteiga (Mylossoma duriventre) e sardinha
(Triportheus angulatus). Na estacdo cheia, no més de maio de 2015, foram

adquiridas 24 amostras (seis peixes de cada espécie), provenientes do igarapé
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Puruzinho e 24 amostras (seis peixes de cada espécie) provenientes de Santa Rosa
(Figura 1.1).

Trés Casas

LONGITUDE: 62°59'08.5" W,
LATITUDE: 7°21'50.2’ S

IGARAPE
PURUZINHO

230 LONGITUDE; 62°00'04.8" W,
LATITUDE: 7:2214.9'5

|?3-'.'J|

—

FIGURA I.1 - Identificacdo dos pontos de coletas dos peixes capturados no rio Madeira,
préoximo a Humaita, AM.

Fonte: (www.google. com. br e acervo pessoal).

O mesmo procedimento foi efetuado na estacdo seca, no més de outubro de
2015. A pesca de ambos os casos foi efetuada no periodo noturno e, no dia
seguinte, as amostras foram transportadas em pequenas embarcac¢des, canoas
motorizadas, denominadas de “rabetas”, em caixas de isopor com gelos, por cada

pescador, até o ponto de comercializacdo, em Humaité.
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Em seguida, foram transferidas cuidadosamente, para outras caixas de isopor
com gelo e, imediatamente, levadas para o Laboratério de Engenharia Ambiental da
Universidade Federal do Amazonas (UFAM) em Humaita, para o preparo. Os peixes
foram identificados taxonamicamente, pesados em balanca semi-analitica (Ohaus
Explorer Pro, Barueri, SP, Brasil), medidos o comprimento e imediatamente filetados,
triturados e armazenados em embalagens apropriadas, congeladas e transportadas
para o Laboratério de Bioquimica de Alimentos da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG). As amostras foram mantidas em ultrafreezer (-80 °C) até o

momento da andlise.

2.1.2. Reagentes e solucbes

Foram utilizados uma mistura de esteres metilicos de acidos graxos - FAMEs
Supelco 37; padrao interno tricosanoato de metila (C23:0); e cloroférmio da Sigma-
Aldrich (Cotia, Sdo Paulo, Brasil); hexano P.A. sulfato de sodio anidro P.A., cloreto
de aménio, P.A., cloreto de sédio P.A. Merck (Rio de Janeiro, RJ, Brasil); metanol
grau HPLC da Hexis Cientifica (Jundiai, SP, Brasil); hidroxido de sédio P.A. da Neon
(Sao Paulo, SP, Brasil); e acido sulfarico P.A. 95-98% da Proquimios (Bangu, RJ,
Brasil).

2.1.2.1. Preparo do agente esterificante

Foi pesado 10 g de cloreto de amoénio., adicionado 300 mL de Metanol e,
cuidadosamente, acrescentado 15 mL de acido sulfrico concentrado, em balédo de
fundo redondo de 500 mL, foi colocado em manta aquecedora, sob condensador e a

mistura foi deixado em fervura sob refluxo, durante 15 minutos .
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2.1.3. Métodos de analises

2.1.3.1. Preparo das amostras para analises dos acidos graxos

As amostras foram retiradas do freezer (-80 °C), transferidas e deixadas em
geladeira no periodo da noite, até descongelamento. Foi feita a extracdo dos
lipideos totais seguindo a metodologia descrita por Bligh e Dyer (1959). O solvente
foi evaporado com nitrogénio gasoso e o lipideo extraido, pesado a massa do
extrato, quantificado percentualmente e armazenado em freezer a -20 °C até o

momento do prepraro para a analise cromatografica.

2.1.3.2. Esterificacdo e analises cromatograficas

As amostras foram submetidas a reacdes de esterificacdo baseado no método
descrito por Maia e Amaya (1993). Em um tubo de tampa com roscas, foi adicionado
1 mL do padrdo interno, tricosanoato de metila (C23:0) 1 mg/mL em hexano. O
solvente foi removido com N2 gasoso. Para os tubos contendo o padréo interno, foi
adicionado uma massa de lipideo que variou de 25 a 42 mg do extrato lipidico, 5,0
mL de solucdo de hidréxido de sodio 0,5 mol/L em metanol. Em seguida os tubos
foram aquecidos em banho maria a 100 °C por 5 minutos e resfriados a temperatura
ambiente. Em seguida, foi adicionado 5,0 mL do agente esterificante (mistura de
acido sulfarico concentrado, cloreto de aménio e metanol) e aquecido ao banho
maria a 100 °C por 5 minutos e resfriado a temperatura ambiente. A seguir, foi
adicionado 3,0 mL de hexano, agitado em Vortex por 30 s e adicionado 5,0 mL de
solucdo saturada de cloreto de sodio. Foi deixado em repouso em geladeira até
separacao das fases. A fase superior (sobrenadante) foi separada e armazenada em

freezer até andlise cromatografica.
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2.1.3.3. Andlise por cromatografia gasosa dos acidos graxos esterificados

Foi utilizado o cromatégrafo G-CROM, Geracao 8000 (S&o Paulo, SP, Brasil),
equipado com detector de ionizacdo de chamas (CG-DIC). A coluna utilizada foi da
Agilent J&W DB — 23 (60 m, comprimento, 0,25 mm de diametro interno e espessura
do filme, 0,25 um). As condi¢Bes de operacdo do cromatogréafico foram temperatura
do detector foi de 300 °C, Injetor a 270 °C, temperatura da coluna em gradiente de
130°C por 1 min, rampas de 130 a 170°C por 7 min, de 170 a 215 °C por 16 min,
manter a 215 °C por 12 min, rampa de 215 a 230 °C por 1 min e manter a 230 °C por
10 min, totalizando a corrida cromatogréafica em 47 min. O gas de arraste utilizado foi
0 N2, 40 psi e como os gases da chama, o Hz, 16 psi e ar sintético, 16 psi . O
volume injetado foi de 1 pL no modo split (1:1). A identificacdo dos esteres dos
acidos graxos (metil ésteres) foi feita comparando os tempos de retencdo da
amostra com os do padréo.

2.1.3.4. Quantificacdo dos ésteres dos acidos graxos

A quantificacédo foi feita em mg/g do lipideo total de acordo com Visentainer
(2012), conforme equacdo 1, usando o padrdo interno, tricosanoato de metila
(C23:0). Os resultados obtidos da equacdao 1, em mg/g, foram convertidos para
mg/100 g do tecido muscular (filé) do peixe.

Mx =( Ax. Mp. Fct)/(Ap.Ma.Fcea) Equacéo (1)
Sendo Mx= massa do acido graxo em mg/g do lipideo;
Ma= massa do lipideo total da amostra em g;
Mp = massa do padréo interno;
Ap= area do padrao interno;
Ax= area do acido graxo da amostra;
Fcea= Fator de conversao do metil éster para acido graxo; e

Fct= Fator de correcao teodrico do acido graxo.
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2.1.3.5. indices de qualidade nutricional

Os indices de aterogenicidade (IA) e trombogenicidade (IT) foram calculados,
conforme as equacgdes 2 e 3 (Ulbricth e Southgate, 1991) e a razéo entre os acidos
hipocolesterolémicos e hipercolesterolémicos (HH) foi calculada pela equacao 4
(Santos-Silva et al., 2002). C12:0, C14:0 e C16:0 sdo os acidos laurico, miristico e
palmitico, respectivamente; AGMI representa a soma das concentracdes de todos 0s
acidos graxos monoinsaturados; e AGPI a soma dos acidos graxos poli-insaturados,
2n-6 , 2n-3, a soma dos &cidos graxos das séries Omega-6 e Omega-3,

respectivamente.

IA= [(C12:0) + 4xC14:0) + (C16:0) Eq. (2)
(ZAGMI+Zn-6+ Zn-3)

O IT foi calculado segundo a equacdo 3, sendo C14:0, C16:0 e C18:0,

respectivamente, os acidos miristico, palmitico e estearico.

IT= (C14:.0 + C16:0 + C18:0) Eq. (3)
[(0,5xZAGMI) + (0,5xZn-6) + (3 x Zn-3) + (Zn-3/Zn-6)]

A razdo entre os acidos graxos hipocolesterolémicos e hipercolesterolémicos
(HH) pode ser calculada segundo a Equacéao 4, sendo C18:1n-9, C18:2n-6, C18:3n-
3, C20:4n-6, C20:5n-3, C22:5n-3 e C22:6n-3, os acidos oléico, linoleico, linolénico,
araquidoénico, eicopentaenoico (EPA), docopentahexaendico e docosahexaenoico
(DHA), respectivamente.

HH=(C18:1n-9 + C18:2n-6 + C20:4n-6 + C18:3n-3 + 20:5n-3 +C22:5n-3+ C22:6n-3) Eq.(4)
(C14:0 + C16:0)
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2.1.3.6. Andlise estatistica

Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as medias
foram comparadas a 5% de significancia pelo teste de Tukey. Foram usados os
softwares INFOStat, UNC, Cérdoba, AR (2008) e o SISVAR, versédo 5.0, DEX/UFLA,
Lavras, MG (2007).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Teores de lipideos totais e da composi¢cdo dos acidos graxos em tecidos

musculares de curimata, jaraqui, pacu e sardinha

Os teores de lipideos totais dos peixes variaram de 1780 mg/100g a 7690
mg/100 g (tabela 1.1). Os menores valores médios de lipideos foram encontrados
para jaraqui e curimata (1760 £ 830 e 1920 + 480 mg/100 g, respectivamente), nao
havendo diferenca significativa entre eles. Os maiores teores médio foram
observados para a sardinha e o pacu (7080 + 3420 e 7690 + 3420 mg/100 g,
respectivamente), também sem diferenca significativa entre eles. Os peixes sao
reconhecidamente uma baixa fonte de lipideos, em relacdo a outras fontes de
proteina animal e a variacdo do teor de lipideos encontrada (1780 a 7690 mg/100 g)
€ comum em estudos com peixes, tanto para peixes de dgua doce como para peixes
de origem marinha (SHERR et al., 2014).

Estes resultados séo similares aos teores de lipideos encontrados em peixes
marinhos do Brasil (FERNANDES et al.,, 2014). Sdo também similares aqueles
obtidos por Vasconi et al. (2015) para peixes de agua doce de diversas espécies
capturadas em 10 lagos subalpinos na Italia (570 a 9690 mg/100 g) e em peixes do
mar mediterraneo (PRATO e BIANDOLINO, 2012). Os resultados para o pacu foram
semelhantes aos maiores teores encontrados por Hiane et al. (2002), para o pacu
capturado na regido pantaneira do Mato Grosso do Sul, cuja concentracao variou de
700 a 8700 mg/100 g. Entretanto, os resultados obtidos para os peixes do rio
Madeira foram menores que 0s encontrados para 17 espécies de agua doce do sul
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do Brasil, o total de lipideos variou de 270 a 19750 mg/100 g, sendo que o pacu
(Colossoma mitrei) foi um dos peixes com maior teor (18310 mg/100 g) (ANDRADE
et al., 1995).

3.1.1. Teores de acidos graxos saturados, monoinsaturados e polinsaturados em

tecidos musculares de curimaté, jaraqui, pacu e sardinha

A composicdo dos 4cidos graxos em amostras de filés das quatro espécies de
peixes estudados encontra-se na tabela 1.1 com destaque para acidos graxos
saturados, monoinsaturados e os polinsaturados (Tabela 1.2). Os peixes com o0s
menores teores médios de gordura saturada foram curimatd (551,90 mg/100 g) e
jaraqui (586,94 mg/100 g), quantidade cerca de quatro vezes menor que a
encontrada no pacu (2369,42 mg/100 g) e sardinha (2387,25 mg/100 g), tabela 1.2.
Embora esses valores sejam superiores aos de outros peixes de agua doce, como
dourado (500 mg/100 @) e tilapia (1100 mg/100 g) (ANDRADE et al., 1995), ainda
assim, essas quantidades séo inferiores as encontradas em alguns cortes de carnes
vermelhas (3869 mg/100 g) e superiores ao de corte de frango (2044 mg/100 Q)
(SANTOS et al., 2013).

Na tabela 1.1 estdo descritos os teores dos diferentes &acidos graxos
encontrados nos peixes. Observa-se que houve uma predominancia dos &cidos
graxos insaturados no total de lipideos de todos os peixes avaliados. Dentre os
acidos graxos saturados, destacaram o palmitico (C16:0) e o estearico (C18:0). Os
teores médios de &cido palmitico foram 350,0 mg/100 g para o curimatd; 331,3
mg/100 g para o jaraqui; 1230,0 mg/100 g para o pacu; e de 1547,3 mg/100 g para a
sardinha. Para o acido estearico foram curimatd, 88,4 mg/100 g; jaraqui, 110,5
mg/100 g; pacu, 740,9 mg/100 g; e sardinha, 640,4 mg/100 g. Para esses dois
acidos graxos, os valores encontrados no pacu e sardinha foram significantemente
maiores comparado aos do curimata e jaraqui. Outros trabalhos avaliando peixes de
agua doce, tais como piau, pintado e tucunaré oriundos do estado de Goias
(RODRIGUES et al., 2017), curimatd, dourado, piau, piraiba e tambaqui,
provenientes de Roraima na Amazbnia, também encontraram predominancia de

acido palmitico e acido estearico.



62

O consumo de pelo menos duas porg¢des de peixe (cerca de 200 g) por semana
contribui com a melhora da salde cardiometabdlica e, consequentemente, reducéo
do risco de doencas cardiovasculares (MOZZAFFARIAN, 2011). Essa
recomendacao € justificada ndo apenas pelo valor nutricional dos peixes como um
todo ou o conteudo de acidos graxos polinsaturados da série dGmega-3, mas pelo
fato de que o consumo de peixe poderia facilitar a substituicdo de consumo de
outros alimentos ricos em gorduras saturadas da dieta, como as carnes gordurosas
(LICHTENSTEIN et al., 2006). Os peixes sao reconhecidamente uma fonte baixa de
acidos graxos saturados, quando comparados as carnes vermelhas (3869 mg/100
g). A restricdo da ingestdo do consumo de acidos graxos saturados é recomendada
por varias organizacées como estratégia para uma reducédo dos riscos de doencas
cardiacas (SANTOS et al., 2013; FERNANDES et al., 2014).

O consumo de acidos graxos saturados em quantidades menores que 10% do
valor energético total da dieta estd relacionado a redugdo do LDL-colesterol
(SANTOS et al.,, 2013). Essa quantidade representa, numa dieta de 2.000 kcal,
cerca de 22000 mg de gordura saturada. O consumo de curimatd e jaraqui
contribuiriam de forma praticamente irriséria no alcance desses limites de ingestéo,
tanto em 100 g de filé (cerca de 600 mg/100 g; 2,7% do limite méaximo
recomendado), quanto considerando-se o consumo médio per capita da populacéo
ribeirinha do rio Madeira, 406000 mg/dia/pessoa (OLIVEIRA et al., 2010), o que
representaria um total de 2400 mg e 11,0% do limite de ingestdo de gordura

saturada.

Com relacdo aos acidos graxos monoinsaturados, a sardinha apresentou o
maior teor (2900 mg/100 g), seguido do pacu (1980 mg/100 g), curimata (472
mg/100 g) e jaraqui (450 mg/100 g) (Tabela 1.2). Os teores médios de acidos graxos
encontrados em curimata e jaraqui estdo proximos do valor encontrado em tucunare,
que € uma espécie da regido amazbnica e o0 seu teor de acido graxo
monoinsaturado foi de 400 mg/100 g (SARTORI e AMANCIO, 2012). Ja os teores
médios de monoinsaturados no curimatd foram inferiores aos encontrados por
Petenuci et al. (2016), os quais encontraram, na mesma espécie do peixe, 1180
mg/100 g deste acido graxo (4,33% de lipideos totais; 273,47 mg de acido oleico/g
de lipideo).



TABELA 1.1 - Teores médios de lipideos totais e de &cidos graxos (mg/100 g), de tecido muscular de curimata, jaraqui, pacu
e sardinha, capturados no rio Madeira, no municipio de Humaita, AM, nos meses de maio e outubro de 2015

Lipideos totais/

Acidos

Teores (mg/100 g) / peixes

graxos curimata jaraqui pacu Sardinha

(Continua)
LIPIDEOS 1920+4802 1760+ 8302 7690 + 342 7080 + 342
C12:0 2,25+2,092 3,65+ 3,232 18,41+15,30¢ 9,08+6,20°
C13:.0 3,57+£2,502 8,62 + 12,50 0,99+1,562 1,04+1,252
C14:.0 34,11+19,662 37,82+28,692 195,62+214,43b 106,07+56,392
Cl4:1 20,07+11,52° 20,43+13,77° 2,22+2,062 6,42+5,172
C15:.0 26,71+13,360° 38,09+42,86° 6,79+3,872 13,63+7,83%
Ci15:1 14,15+7,03b 17,58+10,02° 8,39+3,832 8,75+4,972
C16:0 349,98+173,732 331,34+200,312 1230,00+589,59 1547,26+1041,94°
Cle:1l 160,48+90,14° 152,95+128,36P 111,18+83,62 258,50+182,032
C17:0 27,83+14,50v 31,12+22,26° 14,28+9,542 18,78+11,612
Cir:1 16,13+£11,24" 16,32+13,52 6,23%4,522 10,38+5,54ab
C18:.0 88,43+45,132 110,51+69,792 740,87+288,420 640,44+409,78°

C18:1 Cis(n9)
C18:1 Trans(n9)
C18:2 Cis (n6)
C18:2 Trans(n6)
C18:3 (n3)
C18:3 (n6)
C20:0

227,74+137,302
2,24+1,53%
65,72+40,742
1,54+1,642b
34,24+24,592
5,05+3,692
7,235,082

211,55+121,932
3,21+2,84b
50,90+40,302
1,53+1,592
29,98+31,092
8,17+8,52a
7,626,002

1772,55+836,21°
1,10+1,752
1056,53+564,64°¢
1,09+1,962
673,03+742,51°
8,26+4,972
123,794155,14

2562,84+1615,11°¢
2,27+3,5320
562,31+323,42°
2,69+2,22°
98,86+60,272
10,81+6,95P
26,22+17,162




Lipideos totais/

Acidos

Teores (mg/100 g) / peixes

graxos curimata jaraqui pacu Sardinha

(Conclusao)
LIPIDEOS 1920+4802 1760+ 8302 7690 + 342° 7080 + 342b
C20:1 (n9) 12,38+10,392 18,17+£12,1020 61,86+22,03¢ 30,81+19,59P
C20:2 (n6) 4,432,842 3,86+3,132 24,05+12,71¢ 9,98+6,02°
C20:3 (n3) 16,55+25,582 17,48+29,372 14,23+20,112 12,51+16,822
C20:3 (n6) 18,65+19,472 26,50+£19,832 24,83+11,242 30,50+28,082
C20:4 (n6) 22,59+31,222 19,31+34,492 26,49+18,312 28,03+18,722
C20:5 (n3)- EPA 14,82+9,562° 11,7345,64 24,77+33,99° 10,449,002
C21.0 4,01+5,132 4,77+4,612 15,50+ 16,69 10,23+10,992b
C22:0 5,84+5,732 8,35+7,302 17,68+10,85° 8,74+9,922
C22:1 (n9) 3,30+6,132b 0,54+0,412 5,26+8,54 5,55+6,25P
C22:6 (n3)-DHA 22,704£9,172 28,54+15,41ab 35,37+13,39b 45,37+13,45¢
C24:0 3,81+9,502 5,05+6,142 5,49+2,722 5,76+3,20
C24:1 (n9) 8,94+4,332 9,9545,522 9,64+3,90° 7,68+1,682

t=24. Médias, com letras iguais, na mesma linha, ndo diferem estatisticamente (teste de Tukey, p>0,05).

Acido laurico (C12:0), acido tridecandico (C13:0), &cido miristico (C14:0), acido miristoleico (C14:1), acido pentadecandico(C15:0), Acido cis-10- pentadecendico (C15:1), acido palmitico (C16:0), acido
palmitoleico (C16:1), acido heptadecandico (C17:0), acido cis-10-hepatadecendico (C17:1), acido esteérico (C18:0) acido oleico (C18:1), acido linoléico (C18:2), acido alfa-linolénico (C18:3 n-3), &cido gama-
linolénico (C18:3 n-6), acido araquidico (C20:0), acido eicosenoico (C20:1 n-9),acido Cis-11,14 Eicosadienoico(C20:2 n-6), Ac.cis-11,14,17-eicosatrienoico(C20:3 n-3), Ac. Cis-8,11,14-eicosatrienoico (C20:3 n-6), acido
araquidonico (C20:4 n-6), acido cis- 5,8,11,14,17- Eicosapentenoico (EPA-C20:5 n-3), Ac. Heneicosanoico (€21:0), acido Behenico (C22:0), acido erucico (C22:1 n-9), acido cis-4,7,10,13,16,19 docosahexenoico (C22:6 n-3 DHA),
acido lignocérico (C24:0), acido nervénico (C24:1 n-9).
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Dentre os &cidos graxos monoinsaturados, a maior contribuicdo foi do acido
oleico (C18:1 cis n-9) para a sardinha (2560 mg/100 g, que corresponde a 88,6% do
total), seguido do pacu (1780 mg/100 g; 89,6%); curimatd (230 mg/100 g; 48,2%) e
jaraqui (210 mg/100 g; 47,0%). A contribuicdo do acido oleico na composicao total
dos monoinsaturados para pacu e sardinha, também foi semelhante aquela
encontrada nos peixes do estreito de malaca na Malasia, avaliados por Aziz et al.
(2013) que foi de 83,5% (2550 mg/100 Q).

A concentracdo total dos acidos graxos polinsaturados foi significantemente
maior no pacu (1888,64 mg/100 g) do que nos outros peixes. A sardinha também
teve teores mais altos (811,50 mg/100 g) que o curimata (206,29 mg/100 g) e jaraqui
(198,00 mg/100 g).

Petenuci et al. (2016) estudaram a composicdo de &cidos graxos de cinco
espécies de peixes da amazbnia, provenientes do estado de Roraima, incluindo
Colossoma macropopomum (tambaqui), Leporinus friderici (piau), Prochilodus
nigricans (curimaté), Brachyplatystoma filamentosum (piraiba) e Brachyplatystoma
flavicans (dourado). Os resultados desse estudo revelaram uma quantidade de
acidos graxos polinsaturados de 969 mg/100 g para o curimatd, quase cinco vezes
maiores que o apresentado neste trabalho (206,29 mg/100 g), porém, coerente com
o teor de lipideos totais (5,66%), cerca de trés vezes maior do que o valor

encontrado no presente estudo (1,92%).

Os peixes sao, tradicionalmente, uma fonte de acidos graxos polinsaturados,
sendo que a composicdo desses acidos graxos pode variar entre diferentes
espécies, tanto de agua doce, quanto de 4guas marinhas (JABEEN e CHAUDHRY,
2011). Em peixes de agua doce, ja foram descritos valores de 400,0 mg/100 g
(SARTORI e AMANCIO, 2012) e outros autores descreveram quantidade variavel de
acidos graxos polinsaturados variando de 110,0 a 530,0 mg/100 g, para o pintado
(Pseudoplatystoma coruscans), cachara (Pseudoplatystoma fasciatum), pacu
(Piaractus mesopotamicus) e dourado (Salminus maxillosus) da regido pantaneira do
Mato Grosso do Sul (RAMOS FILHO et al., 2008). No presente estudo, o pacu foi o
peixe que apresentou 0s maiores teores de acidos graxos polinsaturados. O
consumo dietético desses acidos é recomendado em diretrizes internacionais para a
populacdo em geral, pois contribuem na prevencdo da ocorréncia de doencas
cardiovasculares (MOZZAFFARIAN, 2011; ENDO E ARITA, 2016).



TABELA 1.2 - Teores médios dos somatorios dos acidos graxos (mg/100g), de tecido muscular de curimata, jaraqui, pacu e
sardinha, capturados no rio Madeira, no municipio de Humaita,AM, nos meses de maio e outubro de

2015.

Somatérios dos

Teores (Mmg/100 g)/peixes

sardinha

acidos graxos curimata jaraqui pacu
2AGPI 206,29+93,58? 198,00+130,952 1888,64+1197,95¢
2AGMI 472,57+221,202 449,88+286,182 1978,43+867,87°
2AGS 551,90+277,722 586,94+373,722 2369,42+888,99°
2n-6 117,98+ 59,662 110,27+79,752 1141,25+573,16°
n-3 88,31+53,462 87,73+68,652 747,39+742,80°
EPA + DHA 37,52+17,742 40,27+20,23% 60,13+33,53¢
2Cis 293,45+168,302 262,45+157,112 2829,08+1190,50°
2Trans 3,782,972 4,74+4,222 2,19+3,412

811,50+388,87"
2893,19+1725,37¢
2387,25+1484,71°
644,32+341,73°
167,18+60,70°
55,81+16,74°
3125,15+1829,99°

4,96+4,642

n=24/ Médias, com letras iguais, na mesma linha, n&o diferem estatisticamente ao nivel de 5% de significancia
pelo teste de Tukey .

>AGPI(somatério dos acidos graxos polinsaturados), XAGMI somatdrio dos acidos graxos monoinsaturados),
>AGS(somatoério dos acidos graxos saturados), Zn-3 ( somatério de acidos graxos 6mega-3), Zn-6

( somatorio de acidos graxos 6mega-6).
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3.1.2. Acidos graxos polinsaturados linoleico (C18:2 n-6) e linolénico (C18:3 n-3)

Os resultados das concentracbes dos acidos C18:2n-6 - acido linoleico, e
C18:3n-3 - &cido linolénico encontrados nos peixes, estdo apresentados na tabela
[.3. A ingestdo estimada diéria desses &cidos graxos considerando-se 0 consumo
médio de peixes pela populacédo ribeirinha do rio Madeira, proximo a Humaita
(OLIVEIRA et al.,, 2010), tambem foi apresentada, assim como a comparacao
desses valores com as recomendacdes. O pacu foi 0 peixe que apresentou maiores
quantidades desses acidos, seguido pela sardinha, curimatd e jaraqui. O teor de
acido linolénico, foi de 673,03 mg/100 g para o pacu, 0 que representou 90,0% do
total (747,39 mg/100 g). J& a sardinha, apresentou 98,86 mg/100 g de &acido
linolénico, correspondente a 59,1% do total de 167,18 mg/100 g de Omega-3,
seguido de uma contribuicdo de 34,24 mg/100 g e de 29,98 mg/100 g do total de
88,31 mg/100 g e de 87,73 mg/100 g para o curimata e jaraqui, respectivamente. O
acido linoleico, pertecente a série 6mega-6, também esteve presente em maior
guantidade no pacu (1056,53 mg/100 g; o que representou 92,6% de todos os
acidos graxos da série 6mega-6) e na sardinha (562,31 mg/100 g, o que representou
87,3% de todos os acidos graxos da série 6mega 6). O curimata e jaraqui tiveram
menores teores de linoleico, 65,72 mg/100 g (55,70%) e 50,90 mg/100 g (46,16%),

respectivamente.

Os &cidos linoleico e alfa-linolénico sdo acidos graxos essenciais; 0s quais
precisam ser adquiridos via dieta. A deficiéncia de acidos graxos essenciais esta
relacionada a deficiéncia no crescimento, lesdes dermatoldgicas e até infertilidade
(SPECTOR e KIM, 2015) uma vez que esses acidos graxos sdo necessarios para
manter sob condi¢gbes normais, as membranas celulares, as fungdes cerebrais e a
transmissdo de impulsos nervosos. Esses acidos graxos também participam da
transferéncia do oxigénio atmosférico para o plasma sanglineo, da sintese da
hemoglobina e da divisédo celular (MARTIN et al., 2006).

Considerando-se as recomendac¢fes do Dietary... (2005), a ingestdo de acido
linoleico diaria deve ser de no minimo 17000 mg para os homens e de 12000 mg
para as mulheres. O pacu foi o peixe que melhor contribuiu no fornecimento dos

dois acidos graxos, oferecendo 25,7% e 36,4% da quantidade recomendada de
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acido linoleico para homens e mulheres adultos, respectivamente, considerando-se
a ingestdo meédia diaria de peixes das populagbes ribeirinhas (OLIVEIRA et al.,
2010).

TABELA 1.3 - Teores médios de &cidos linoléico (C18:2n-6) e linolénico (C18:3n-3), em
mg/100 g, em curimatd, jaraqui, pacu e sardinha do rio Madeira, Humaita,
AM e a contribuicdo ao consumo/dia na dieta recomendada

Informagdes nutricionais Curimatd  Jaraqui  Pacu Sardinha

Quantidade encontrada (mg/100 g)

Acido linoleico 70 50 1060 560

Acido linolénico 30 30 670 100
Quantidade consumida (mg/dia)*

Acido linoleico 280 200 4300 2270

Acido linolénico 120 120 2720 410

Consumo recomendado (%)?

Adulto masculino

Acido linoléico (17000 mg/dia) 1,65 1,20 25,29 13,35

Acido linolenico (1600 mg/dia) 7,50 7,50 170,00 25,62
Adulto feminino

Acido linoléico (12000 mg/dia) 2,33 1,70 35,83 18,92

Acido linolenico (1100 mg/dia) 10,91 10,90 247,27 37,27

1 Consumo de peixes pela populagéo ribeirinha do rio Madeira, pr6ximo a Humaita, 406 g/dia ou
148,2 kg/pessoa/ano (Oliveira et al., 2010).

2 Ingestdo adequada segundo o Instituto de Medicina (2005).

bY

Com relacdo a necessidade diaria de &acido linolénico, o pacu também se
destacou, uma vez que as recomendagOes situam-se entre 1100 mg/dia para
mulheres adultas e 1600 mg/dia para homens adultos e a quantidade encontrada é
de 670 mg/100 g. Dessa forma, considerando-se o consumo médio de 406000
mg/dia de peixes por populagdes ribeirinhas do rio Madeira (OLIVEIRA et al., 2010),
essa quantidade de pacu ofertaria aproximadamente o dobro do recomendado de

acido graxo essencial da série 6mega 3.

A contribuicdo da sardinha para o suprimento de acidos graxos essenciais

também € relevante e forneceria pelo menos 25% das recomendacdes de alfa
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linolénico, considerando-se o consumo médio de peixe por populacdes ribeirinhas

da Amazobnia.

3.1.3. Acidos graxos poliinsaturados, eicosapentaenoico(EPA) e docosaheaenoico
(DHA)

A quantidade média de EPA e DHA, em mg/100 g de todos o0s peixes
analisados, bem como a soma EPA+DHA, consumo médio estimado de EPA e
DHA/por dia, estdo contidos na tabela 1.4. A quantidade dos acidos graxos EPA e
DHA, dois acidos graxos da série 6mega 3, somados, foi de 37,52 mg/100 g para o
curimatd; 40,27 mg/100 g para o jaraqui; 55,81 mg/100 g para a sardinha; e de 60,13
mg/100 g para o pacu. Com base nas estimativas de consumo de peixes por
populacao ribeirinha préxima a Humaita (OLIVERIA et al., 2010), o consumo médio
desses peixes ofertaria aproximadamente 200 mg/dia de EPA e DHA, o que equivale
a aproximadamente 80% da recomendacao de ingestao diaria desses acidos graxos
preconizada pela Organizacdo Mundial de Saude (FAST..., 2010), que é de 250
mg/dia.

TABELA 1.4 - Teores médios de acido eicosapentaenoico (EPA), acido docosahexaenoico
(DHA), EPA+DHA, estimativa do consumo/dia pela populacdo ribeirinha de
Humaita, AM, e a contribui¢cdo (%) do consumo minimo/dia recomendado pela FAO

Informacgdes nutricionais curimata jaraqui pacu sardinha

Teores médios (mg/100 g)

EPA 14,82 11,73 24,77 10,44
DHA 22,70 28,54 35,37 45,37
EPA + DHA 37,52 40,27 60,14 55,81

Consumo (mg/dia)?
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EPA 60,17 47,62
DHA 92,16 115,87
EPA + DHA 152,33 163,50

Contribuicao (%) do
consumo recomendado?

EPA + DHA 60,9 65,4

100,57
143,60
244,17

97,7

42,39
184,20
226,59

90,6

1 Consumo de peixe de 148,2 kg/ano/pessoa= 406 g/dia/pessoa (Oliveira et al., 2010).
2Recomendacgéo FAO (2010): 250 mg/dia (consumo minimo/dia).
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Nesse quesito, o0 pacu e a sardinha sdo os que mais contribuem para o
fornecimento desses acidos graxos, sendo que o consumo de 406000 mg/dia
supriria as necessidades desses acidos graxos quase na sua totalidade. No caso do

curimatd e jaraqui, a contribuicdo também é importante, mas da ordem de

aproximadamente 60%.

A ingestdo adequada desses acidos graxos € importante para todas as faixas
etérias e estados fisiologicos. Entretanto, é especialmente importante para mulheres
gestantes e lactantes em virtude da elevada demanda de DHA no desenvolvimento
do sistema nervoso central e retina do feto e recém nascido. De acordo com
Guesnet et al. (2011), a recomenda¢do para o consumo diario para mulheres
gestantes e lactantes € de 200 mg de DHA. Dessa forma, mulheres gestantes e
lactantes ribeirinhas, de forma estimada, consumiriam 143,60 mg/dia e 184,20
mg/dia de DHA advindos de pacu e sardinha, o que representaria aproximadamente

72% e 92% das recomendacdes, respectivamente.

Dietas com DHA ao longo dos periodos pré e pés natal, sdo determinantes
para o desenvolvimento do sistema neurolégico dos bebés, especialmente o
cerebral, no ultimo trimestre (SUN et al., 2017), bem como todo o desenvolvimento
normal do feto (MAAS et al., 2017). Além disso, o DHA tem atividade anti-
inflamatoria, contribui para o sistema imunolégico, possui acdo antioxidante, e vem
sendo estudado na prevencdo e como coadjuvante promissor no tratamento de

doencas cardiovasculares; obesidade; diabetes e cancer (YUM et al.., 2016).

3.2.  Teores de acidos graxos em curimatd, jaraqui, pacu e sardinha em duas

estacdes do ano

A composicdo dos acidos graxos em amostras de filés dos quatro peixes
estudados nas diferentes estacdes, encontra-se na tabela 1.5. Observou-se que
somente o pacu e a sardinha apresentaram diferencgas significativas na composi¢cao
de &cidos graxos entre as estagfes cheia e seca, sendo que, em geral, os valores
de acidos graxos foram maiores na estagdo cheia (p<0,05). No entanto, alguns

acidos graxos apresentaram quantidades superiores no periodo da seca em relacao
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a cheia em alguns peixes, isso ocorreu com o DHA e o linolénico (18:3 n-6) para o
jaraqui e com DHA para o pacu.

As variacbes nos teores de determinados acidos graxos foram téo
pronunciadas que causaram reducdo de pelo menos metade dos teores de acido
linoleico (1363,05 e 750,0 mg/100 g); &cido linolénico (936,92 e 409,15 mg/100 g) e
EPA (35,37 e 14,16 mg/100 g) no pacu, em relacdo aos periodos de cheia e seca,

respectivamente.

A reducdo da quantidade encontrada na estacdo chuvosa, para a estacéo
seca, também foi significativa para o &cido linoleico (704,23 e 420,39 mg/100 @), e
acido linolénico (137,12 e 60,60 mg/100 g), na sardinha. Inhamuns et al. (2009)
observaram comportamento semelhante no tucunaré, peixe da regido amazonica,
em que seus resultados revelaram valores de acidos graxos polinsaturados no

periodo da cheia (35,8%), maior do que no periodo da seca (24,2%).

As variacbes nos teores de acidos graxos observadas no periodo de cheia e
seca podem estar relacionadas com as mudancas nos habitos alimentares dos
peixes (KALYONCU et al., 2009). Yamamoto et al. (2004) estudaram o
comportamento alimentar da sardinha (Triportheus angulatus) na cheia e na seca
amazobnica e observaram que no periodo da enchente/cheia, a disponibilidade de
alimento é maior (zooplancton, algas, restos vegetais, frutos, sementes e insetos),
enquanto que no periodo da seca, hd uma menor disponibilidade de alimentos,
sendo insetos e material vegetal os mais consumidos. No entanto, Luzia et al. (2003)
nao encontraram influéncia da sazonalidade em pescados marinhos (corvina e

sardinha) e de 4gua doce (curimbata e tilapia) doados na cidade de Séo Paulo.



TABELA 1.5 - Perfil de &cidos graxos (mg/100 g) de tecido muscular(filé) dos peixes capturados no rio Madeira, municipio de Humaita, AM, nas duas

estacdes(chuvosa e seca) do ano de 2015

Teores de acidos graxos (mg/100 g) em peixes / Estacao climatica

Acidos graxos curimata jaraqui sardinha
Seca
Cheia Seca Cheia Seca Cheia Seca Cheia )

(Continua)
C12:0 2,622m 1,874m 1,45% 5,84de0 23,89 12,94% 9,753 8,419z
C13:.0 3,778m 3,374 3,042 14,21¢° 0,71 1,28% 0,992 1,08
C14.0 29,052m 39,174m 20,05% 55,599 120,22% 271,02%Y 130,062 82,07
Cl4:1 17,79 22,344m 15,22 25,649 1,92 2,51 8,763 4,07V
C15:0 25,15am 28,26°™M 17,55 58,620 5,83 7,75% 16,632 10,63°"
Ci15:1 15,54am 12,769 14,882 20,28%° 7,37 9,41% 9,382 8,12
C16 329,842m 370,134m 218,40% 444,29% 1378,04 1081,95% 1973,12% 1121,40%
Cl6:1 153,332 167,624m 94,312 211,58% 96,74 125,62% 324,55b% 192,44
C17:0 23,602™ 32,06°™ 18,882 43,35 13,17 15,38% 23,772 13,809
Ci7:1 18,58 13,68 8,712 23,93¢° 5,83 6,63% 12,683 8,089
C18:0 83,09am 93,76 73,35% 147,66% 846,31% 635,43 750,90 529,08¢-
C18:1 Cis(n9) 184,113 271,369™ 154,422 268,68% 2112,34> 1432,75% 3167,63% 1958,04°"
C18:1 Trans(n9) 2,443m 2,03dem 2,590 3,82¢° 0,77 1,420 3,45 1,089
C18:2 Cis(n6) 59,70am 71,739 34,212 67,599 1363,05% 750,00% 704,23 420,39%%
C18:2 Trans(n6) 1,94am 1,139m 0,92 2,14d0 0,82 1,36% 1,743 3,64¢*
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C18:3 (n3) 28,762™ 39,72dm 11,65% 48,30% 936,92 409,15% 137,123 60,602
C18:3 (n6) 5,30%m 4,819m 3,65% 12,68 10,79 5,73% 10,582 11,04d%w
C20:0 5,962" 8,504m 4,10%° 11,15% 176,73Y 70,85% 28,002 24,449
Teores de acidos graxos (mg/100 g) em peixes / Estacdo climatica
Acidos graxos curimata jaraqui pacu sardinha
Seca
Cheia Seca Cheia Seca Cheia Seca Cheia .

(Concluséo)
C20:1(n9) 8,954 15,819m 12,85% 23,49¢% 64,13 59,59¢ 37,8402 23,78
C20:2(n6) 5,08%m 3,78 1,91% 5,82% 26,99% 21,11 10,39 9,569
C20:3 (n3) 0,352™ 32,754 0,09% 34,879 1,48% 26,97% 2,313 22,70%
C20:3 (n6) 28,852" 8,444m 39,182 13,81% 30,73* 18,42% 50,85"z 10,159
C20:4 (n6) 25,482™ 19,719m 1,94 36,687 17,76% 35,23% 22,892 33,169
C20:5 (n3)-EPA 16,463 13,199 9,26%° 14,20% 35,37 14,16% 7,408 13,499
C21:0 6,112m 1,919m 7,86 1,69% 25,59 5,40% 14,59% 5,519
C22:.0 5,123m 6,559 4,29%° 12,4Q9%r 17,58 17,78% 10,473 7,009
C22:1 (n9) 0,94am 5,654m 0,612 0,48% 8,68 1,85% 6,592 4,524
C22:6(n3)-DHA 22,168m 23,23dm 21,55 35,534 29,53 41,19% 48,52 42,21
C24.0 0,84am 6,779 4,992 5,10% 5,39% 5,59% 4,552% 6,96
C24:1 (n9) 8,814 9,07d%m 7,10% 12,80°° 7,78* 11,49%y 6,732 8,619

n=12. Médias, comparadas entre as espécies, na estagdo cheia (a,b,c), entre as espécies, na estacdo seca(d,e,f), entre as esta¢des para o Curimaté(m,n), Jaraqui(o,p), pacu(x,y) e para a
sardinha(w,z). Letras iguais, na mesma linha, ndo diferem estatisticamente )ao nivel de 5% de significancia pelo teste de Tukey.

Acido laurico (C12:0), acido tridecandico (C13:0), acido miristico (C14:0), Acido miristoleico (C14:1), &cido pentadecandico(C15:0), 4cido cis-10- pentadecendico (C15:1), acido palmitico (C16:0),
acido palmitoleico (C16:1), acido heptadecandico (C17:0), acido cis-10-hepatadecendico (C17:1), acido estearico (C18:0), acido oleico (C18:1), acido linoléico (C18:2), acido alfa-linolénico (C18:3 n-
3), acido gama-linolénico (C18:3 n-6), acido araquidico (C20:0), acido eicosenoico (C20:1 n-9),acido Cis-11,14 Eicosadienoico(C20:2 n-6), Ac.cis-11,14,17-eicosatrienoico(C20:3 n-3), Ac. Cis-8,11,14-
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eicosatrienoico (C20:3 n-6), acido araquidonico (C20:4 n-6), acido cis- 5,8,11,14,17- Eicosapentenoico (EPA-C20:5 n-3), Ac. Heneicosanoico (C21:0), acido Behenico (C22:0), acido erdcico (C22:1 n-9), acido cis-
4,7,10,13,16,19 docosahexenoico (C22:6 n-3 DHA), 4cido lignocérico (C24:0), dcido nervonico(C24:1 n-9).
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Petenuci et al. (2016) também observaram em peixes da Amazonia, variacdes
na composi¢cao dos acidos graxos em funcdo das estacdes chuvosa e seca. Esses
autores relatam que a sazonalidade € um fendmeno que afeta os ciclos de vida dos
peixes, como sua reproducéo, condi¢des corporais, consumo de alimentos. Ainda,
segundo esses autores, na bacia amazbnica, a mudanca € pronunciada por

oscilagdes no volume de agua do rio, o que altera a disponibilidade de alimentos.

3.3. _Indices de qualidade nutricional da fracéao lipidica do tecido muscular de

curimata, jaraqui, pacu e sardinha

Os indices de qualidade dos lipideos do tecido muscular dos peixes estdo
apresentados na tabela 1.6. Os resultados para a relacdo de acidos graxos
polinsaturados/acidos graxos saturados (AGPI/AGS) revelaram valores de 0,36 para
o jaraqui a 0,90 para o pacu, sendo esse valor diferente significativamente dos
demais (p<0,05). Esses resultados foram inferiores aos encontrados por Rodrigues
et al. (2017), os quais foram da ordem de 2,11 a 3,47, para cinco espécies
brasileiras de peixes de agua doce tais como Prochilodus lineatus (curimbatd),
Brycon cephalus (matrinxa), Leporinus friderici (piau), Pseudoplatystoma corruscans
(pintado) e Cichla ocellaris (tucunaré) . Os Valores de AGPI/AGS acima de 0,45 tém
sido recomendados por 6rgdos internacionais, como o Departamento de Saude e
Seguranca Social do Reino Unido (TONIAL et al., 2014; RODRIGUES et al., 2017).
O pacu apresentou um valor da relacdo AGPI/AGS dentro dessa recomendacéo.
Enquanto que o curimatd, jaraqui e sardinha apresentaram valores abaixo de 0,45
qgue significa maiores teores de acidos graxos saturados em compara¢cdo com 0s
acidos graxos insaturados. Alimentos com baixa proporcdo de AGPI/AGS podem
induzir aumento na colesterolemia (SANTOS et al., 2002).

A relacdo bmega-6/6mega-3 nos peixes variou de um minimo de 1,59 para o
curimatd a no maximo de 3,80 para a sardinha. Esses valores foram superiores
agueles encontrados em cinco espécies de peixes de agua doce, cuja variacao foi
de 0,66 a 1,28 (RODRIGUES et al., 2017) e também daqueles relatados por Ramos
Filho e Ramos (2008) que foram de 0,95 para o pintado e de 3,65, para o pacu.
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De acordo com Santos et al. (2013), a relacdo n-6/n-3 é de 15:1 a 40:1 na dieta
ocidental e para a promoc¢do da saude, essa relagdo deveria ser mais baixa. O
aumento da ingestao de n-6 poderia elevar a geracdo de mediadores inflamatérios
implicados com diversos processos patolégicos, como a aterosclerose e seus fatores
de riscos tradicionais, como a hipertensao arterial, diabetes e obesidade (SANTOS
et al., 2013). O Departamento de Saude do Reino Unido recomenda valores abaixo
de 4:1 (RODRIGUES et al., 2017). Dessa forma, o consumo dos peixes avaliados
contribuiria para baixar a relacdo n-6/n-3, especialmente curimatd e jaraqui que
apresentaram valores mais baixos em comparacdo com o0 pacu e a sardinha.
Alimentos com maiores quantidades de acidos graxos polinsaturados n-3 e menores
de acidos graxos polinsaturados n-6 favorecem a saude humana, a medida que

contribuem para a reducédo dessa relacdo (HUYNH e KITTS, 2009).

TABELA 1.6 - indices de qualidade nutricional da fracdo lipidica do tecido muscular de
curimatd, jaraqui, pacu e sardinha capturados no rio Madeira, no municipio de
Humaita em maio e outubro de 2015

Parametros Peixes
curimaté jaraqui pacu sardinha
AGPI/AGS 0,39+ 0,092 0,360,082 0,90+0,68" 0,370,122
n-6/n-3 1,59+ 0,722 1,64+ 0,69% 3,37+4,30" 3,80+1,49°¢
HH 1,07+0,362 1,02+0,29?2 2,95+1,80° 2,08+0,49°
IA 0,70+0,112° 0,74+0,17° 0,59+0,382° 0,54+0,152
IT 0,84+0,172 0,91+0,152 0,76+0,38?2 0,93+0,232
n=24.

Médias, com letras iguais, na mesma linha, ndo diferem estatisticamente ao nivel de 5% de
significAncia pelo teste de Tukey.

AGPI- Acidos graxos polinsaturados, AGS- Acidos graxos saturados, n-6(dmega-6), n-3(6mega-3).

IA - indice de aterogenicidade, IT - indice de trombogenicidade e HH —
Hipocolesterolémicos/hipercolesterolémicos.
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Os indices de acidos graxos Hipocolesterolémico/Hipercolesterolémico(HH),
observados nesses peixes, revelaram a sardinha e o pacu como os de maiores
indices, 2,08 e 2,95, respectivamente. Tais indices foram significativamente
diferentes (p<0,05) entre eles e entre os indices do curimaté (1,07) e jaraqui (1,02).
O indice HH é uma indicacdo dos efeitos dos acidos graxos no metabolismo do
colesterol. Do ponto de vista nutricional, valores de HH mais altos sdo considerados
mais benéficos para a saude do homem (PETENUCI et al., 2016), uma vez que a
hipercolesterolemia est4 associada a formacédo de placa de ateroma na parede dos
vasos sanguineos, tendo como consequéncias clinicas o infarto do miocardio e
acidente vascular encefélico (SANTOS et al., 2013). Dessa forma, o pacu e a
sardinha, possuem, além de um bom perfil de acidos graxos, certo equilibrio entre

acidos graxos que promovem reducao e aumento da colesterolemia.

Os indices de aterogenicidade (IA) para o curimatd, jaraqui, pacu e sardinha,
foram de 0,70; 0,74; 0,59 e 0,54, respectivamente. SO foi observada diferenca
significativa entre os indices para o jaraqui e sardinha. Enquanto para os indices de
trombogenicidade (IT) ndo houve diferenca significativa (p>0,05) dos indices

observados para o curimata, 0,84; jaraqui, 0,91; pacu, 0,76 e sardinha, 0,93.

Ramos Filho e Ramos (2008) analisaram os indices HH, IA e IT em quatro
peixes do Pantanal Matogrossense e o0s valores encontrados para o pacu, foi de
1,66; 0,86 e 1,16, respectivamente, valores diferentes dos apresentados para esse
mesmo peixe no presente estudo (2,95; 0,59 e 0,76, respectivamente). J& 0s
resultados apresentados por Petenuci et al. (2016), os valores dos indices IA, IT e
HH para o curimata foram de 0,43; 0,69 e 2,11, respectivamente, e tais valores
foram similares apenas para o indice IA (0,70) na avaliacdo desse mesmo peixe no
presente trabalho (HH de 1,07 e IT de 0,84) .

De acordo com Tonial et al. (2011), os indices IA e IT podem indicar o potencial
de estimulo & formacdo de ateroma e agregagdo plaquetaria (ULBRICTH e
SOUTHGATE, 1991), de forma que, quanto menores esses valores, maior € a
quantidade de &cidos graxos anti-aterogénicos presentes nos lipideos e,
consequentemente, maior € o potencial de prevencédo de doencas coronarianas. Os
menores indices de IA foram observados para o pacu (0,59) e sardinha (0,54) e os

menores indices de IT para o pacu (0,76) e curimatd (0,84). Nao ha valores
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recomendados para esses indices, porém, consideram-se que valores mais baixos
sugerem uma relacdo de &cidos graxos que podem favorecer a saude humana
(TONIAL et al., 2011).

4. CONCLUSAO

O pacu e a sardinha que foram os peixes com maiores teores médios de
lipideos totais e de acidos graxos polinsaturados, destacando-se os acidos graxos
essenciais, linoleico (C18:2 n-6) e linolénico (C18:3 n-3). Também esses foram os

peixes com maior fornecimento de EPA e DHA.

Na comparagédo sazonal, o pacu e a sardinha se destacaram apresentando
maiores teores de acidos graxos polinsaturados (linolénico), monoinsaturados
(oleico) e saturados (palmitico e estearico) na estacdo chuvosa, comparada a

estacao seca.

Para os indices de qualidade nutricional da fracao lipidica, a relacdo AGPI/AGS
, foi melhor para o pacu (valores acima de 0,45 que é uma relacdo mais saudavel)
enguanto que os demais indices, IA para o pacu e sardinha e IT para o curimata e o
pacu, apresentaram valores compativeis com os recomendados por oOrgaos de

saude.

De acordo com os resultados apresentados nesse estudo, pode-se concluir que
as quatro espécies de peixes da Amazodnia podem contribuir para o fornecimento
adequado de &cidos graxos da dieta, podendo ser benéfico a saude de um modo
geral e especialmente na reducdo do risco de doencas cardiovasculares da

populacdo consumidora desses peixes.
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CAPITULO Il

MERCURIO EM PEIXES DO RIO MADEIRA E ESTIMATIVA DO RISCO A SAUDE
DA POPULACAO DO MUNICIPIO DE HUMAITA, AM

(Trabalho publicado no Food Research International- Anexo I)

1. INTRODUCAO

O municipio de Humait4 esta localizado no sul do estado do Amazonas (Lat
07°30°22S, Long. 63°01’15"W), as margens do rio Madeira, que € um dos vinte
maiores rios do mundo e o terceiro do pais em extensdo. E propicio a pesca, sendo,
portanto, importante fonte de alimento e sustento para a populacdo da regiao
(HERRAIZ e SILVA, 2015).

O garimpo ainda é uma pratica comum nesse rio (Figura Il.1) e o uso do
mercurio na extracado do ouro, pode promover a contaminacao e por conseguinte o
seu acumulo nos peixes e colocar em risco a saude da populacdo que se alimenta
desses. O mercario é um metal pesado que se apresenta em varias formas
quimicas, conhecidas como espécies, sendo as mais importantes o mercurio
elementar (Hg°), o inorganico (Hg* e Hg?*') e o organico (metilmercurio e
etilmercurio) (LEMOS e SANTOS, 2014).

As transformacfes do mercurio no meio ambiente envolvem uma série de
reacoes quimicas complexas, podendo combinar com outros elementos inorganicos
para formar compostos inorganicos de mercurio; ou com compostos organicos
envolvendo biotransformacdo por microorganismos aquaticos, formando o
metilmercurio - MeHg (GUINDACE...,, 2008).

A exposicdo humana ao mercuario ocorre, principalmente, pela ingestdo de
alimentos contaminados, sendo este considerado um importante contaminante para
populacdes que se alimentam diariamente de peixes (BARBOSA et al., 2001;
GUINDACE...,, 2008). O mercurio acumulado pelos peixes encontra-se
principalmente na forma de metilmercurio, representando de 70 a 98% do mercurio
total analisado (BRABO et al.,, 1999; MAURICE-BOURGOIN et al., 2000; WEIS,
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2004; GUINDACE...,, 2008; GENDZIER, 2010; BASTOS et al., 2015). Mais de 95%
do metilmercurio ingerido € absorvido pelo organismo humano (GENDZIER, 2010).

FIGURA II.1 - Préatica de garimpo no rio Madeira pr6ximo a Humaita, AM.

Fonte: Associacdo dos garimpeiros de Humaita.

O consumo de peixes contaminados com metilmercurio pode causar varios
problemas de saude no ser humano, tais como danos sensoriais, motores e
neurolégicos (DENG et al., 2015). A legislacdo brasileira (BRASIL, 2013)
estabeleceu o limite para espécies de pescados néo predadoras de 0,5 mg/kg para o
mercurio total e para espécies predadoras de 1,0 mg/kg. De forma semelhante, a
Comissao do Codex Alimentarius (GENERAL..., 2016) recomenda o limite de 1,0
mg/kg de MeHg para peixes predadores e de 0,5 mg/kg de MeHg para peixes,

excluindo os predadores.

A exposicao alimentar ao mercurio presente em peixes € uma estimativa que
envolve informacédo de consumo, teor do mercurio nos peixes e o peso corporal,
constituindo uma pratica essencial para a avaliagdo do risco a saude humana. O
Joint Expert Committee on Food Additivos (JECFA), Comité Cientitico Internacional
de Especialistas em Aditivos Alimentares pela Food and Agriculture Organization of
the United Nations (FAO) e pela World Health Organization (WHO), propds um limite
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de ingestdo semanal toleravel provisoria (PTWI) de 1,6 pg/kg de peso corporal

aplicavel a exposicao alimentar para o metilmercurio.

S&o poucos os dados referentes a contaminacdo de mercurio em peixes das
espécies mais comercializadas e consumidas nessa regido. Sabendo-se do real
consumo de peixes nessa regido do municipio de Humaita, da toxicidade do

mercurio e da capacidade de bioacumulacdo nos peixes, é importante o

monitoramento constante para conhecer o comportamento deste nessa regiéo.

Portanto, o objetivo desse trabalho foi avaliar a qualidade das quatro espécies
de peixes mais comercializadas no municipio de Humaita, AM, em relacdo ao teor
de mercurio total em diferentes partes ao longo do peixe e nos filés, em dois locais
préximos a garimpos e em duas estacdes climaticas, chuvosa e seca, bem como
avaliar o risco para a saude da populacdo, pela estimativa da exposicdo ao
metilmercurio, devido ao alto consumo de peixes nessa regido do estado do

Amazonas.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material

2.1.1. Coleta das amostras de peixes

Foram coletados 96 peixes de quatro espécies das mais comercializadas no
municipio de Humaita-AM, curimatd  (Prochilodus nigricans), jaraqui
(Semaprochilodus insignis), pacu manteiga (Mylossoma duriventre) e sardinha
(Triportheus angulatus). A classificacdo taxon6mica dos peixes, encontra-se na
tabela II.1. Foram seis peixes de cada espécie, em dois locais de pesca do rio
Madeira Igarapé Puruzinho (rio Madeira no sentido Humaita- Manicoré) e Santa
Rosa e em duas estagfes climaticas, chuvosa (maio de 2015) e seca (outubro de
2015). Sendo que em cada local a pesca foi efetuada por um pescador, morador da

localidade correspondente.
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TABELA II.1 - Classificacdo taxonémica das quatro espécies de peixes analisadas do rio
Madeira, no municipio de Humaita, AM

Nome vulgar Familia Nome Cientifico

Curimata Prochilodontidae  Prochilodus nigricans (Agassiz, 1829)
Jaraqui escama grossa Prochilodontidae ~ Semaprochilodus insignis (Schombugk, 1841)
Pacu manteiga Characidae Mylossoma duriventre (Cuvier, 1817)

Sardinha chata Clupeidae Triportheus angulatus (Spix & Agassiz, 1829)

Fonte: Santos et al. (2006), Souza e Inhamuns (2011).

Os peixes foram recebidos de seus respectivos pescadores, em caixas de
isopor com gelo e transportados para o Laboratdrio da Engenharia Ambiental 01 da
Universidade Federal do Amazonas, Campus de Humait4, onde imediatamente
foram feitos os preparos das amostras. Totalizaram 384 amostras para analises,
sendo 96 de filés triturados e homogeinizados, das duas estac¢des (chuvosa e seca)
e 288 amostras (—seis porcbes) extraidas dos 48 peixes coletados na estacao

chuvosa.

21.1.1 Coleta das amostras na estacéo chuvosa

Das 48 amostras de quatro espécies dos peixes, curimatd, jaraqui, pacu e
sardinha, vinte e quatro peixes foram da Entrada do puruzinho e vinte e quatro de
Santa Rosa. As amostras foram, imediatamente, levadas para o Laboratério de
Engenharia Ambiental 01 da Universidade Federal do Amazonas (UFAM) em
Humaita, para o preparo. Os peixes foram pesados em balangca semianalitica,
medidos com régua o comprimento (cm) e em seguida foram extraidas trés porcdes
dos musculos dos peixes descamados, da parte superior (regido dorsal),
denominadas de P1, P2 e P3; e trés da parte inferior (regido lateral), denominadas
de P4, P5 e P6 (Figura I1.2) num total de 288 amostras (48 peixes x 6 porcdes)
armazenadas em embalagens devidamente identificadas. Em seguida, esses peixes
foram filetados e os filés foram triturados e armazenados em embalagens
apropriadas. Todas as amostras (porgées e filés homogeinizados) foram congeladas

e transportadas para o Laboratério de Bioquimica de Alimentos da Universidade
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Federal de Minas Gerais (UFMG). As amostras foram mantidas congeladas em
ultrafreezer (-80 °C) até o momento da andlise.

2.1.1.2. Coleta das amostras na estacéo seca

Foram obtidas 48 amostras das mesmas espécies, dos mesmos pescadores e
nos mesmos locais do rio Madeira, igarapé Puruzinho (n=24) e Santa Rosa (n=24),
em outubro de 2015. As amostras foram imediatamente levadas para o Laboratorio
de Engenharia Ambiental 01 da Universidade Federal do Amazonas (UFAM) em
Humaita, para o preparo. Os peixes foram pesados em balan¢ga semi-analitica,
medido o comprimento (cm), descamados, filetados e os filés foram triturados,
armazenados em embalagens apropriadas, congelados e transportados para o
Laboratério de Bioquimica de Alimentos da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG). As amostras foram mantidas congeladas em ultrafreezer (-80 °C) até o

momento da analise.

FIGURA II.2 - Fotografia ilustrativa dos pontos de coleta de amostras em cada tipo de peixe
para investigar a distribuicdo de mercurio no tecido muscular de peixes coletados na
estacdo chuvosa no municipio de Humaita, AM.
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2.1.2. Reagentes e solugdes

Foram usados acido nitrico P.A. 70%, solucédo padrdo de mercurio, 1000 + 2
mg/L (Sigma- Aldrich), agua ultrapura (Milli-Q System Milipore Corp., Milford, MA,
EUA). Para a extracdo de lipideos foram usados cloreto de sédio P.A., sulfato de
sédio P.A., nitrogénio gasoso comercial, metanol P.A. e cloroférmio P.A.

2.2. Métodos

2.2.1. Métodos de andlises

2.2.1.1. Metodologia analitica para determinacédo de mercurio total em peixes

O mercurio total foi determinado nas amostras utilizando o equipamento DMA-
80 (Figura 11.3), que se baseia na espectrometria de absorcao atbmica de combustao
apos amalgamacao em ouro (METHOD..., 2007; TORRES et al., 2012; LEMOS E
SANTOS, 2014; MAKEDONSKI et al., 2015; PANICHEV e PENICHEVA, 2015),
equipado com um sistema catalisador (DMA 8133, Milestone) para liberar o mercurio
contido na amostra, um sistema amalgamador de ouro (DMA 8134, Milestone)
utilizado para reter os vapores de mercurio. O amalgamador retém o mercurio
seletivamente depois que o sistema € purgado com ar comprimido, para a remocao
de gases remanescentes e ou produtos da decomposicdo. Em seguida, este é

aguecido e o vapor de mercurio € liberado.

As temperaturas de secagem e decomposic¢do foram, respectivamente, 250 °C
e 650 °C e os tempos foram 150 e 60 segundos, respectivamente. O tempo de
aguecimento do amalgamador foi o recomendado pelo fabricante, de 12 segundos.

As leituras de absorvancia foram feitas a 253,7 nm.

As amostras congeladas foram retiradas do congelador e deixadas a
temperatura ambiente por 2 h. Uma simples homogeneizacdo da amostra foi

suficiente para a andlise, sem pré-tratamento quimico. As massas das amostras
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foram pesadas, em triplicatas, variando de 10 a 100 mg em barcas de niquel
previamente limpas e secas em estufa a temperatura de 80°C.

Os resultados foram obtidos por meio de curva analitica construida na faixa de
1 a 8,5 ng de mercurio (ANDRADE, 2015). Para a constru¢céo da curva padrao foram
utilizadas barcas de quartzo, utilizadas para a solugdo de mercurio preparada em
acido nitrico a 2% (METHOD..., 2007). Os teores de mercurio total foram expressos

em mg/kg, em base umida.

Detector ; Leitura
Filtro
Cell2 |
: Amostrador
: E automatico
' Amalgamator | Barquinha da amostra
Cellt— i ' s
Modulador == 1 Amalgamador Forno Forno de secagem
Lampada : catalisador e decomposicao
de Hg R——

FIGURA I1.3 - Representacéo esquematica do equipamento DMA-80 (Milestone)
Fonte: (Torres et al., 2012).

2.2.1.2. Metodologia de avaliacdo do risco a saude humana, pela estimativa da

exposicdo alimentar do metilmercurio em peixes

O risco a saude, de acordo com o valor da exposi¢ao alimentar quando excede
o PTWI, foi calculado pela equacdo (GUINDACE...,, 2008): Exposicdo =
[Concentracdo media de metilmercurio (ug/kg) x Quantidade semanal consumida

(kg)] / Peso corpéreo (kg).
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A estimativa de ingestdo semanal para cada espécie de pescado foi calculada
usando os valores médios de metilmercuario total para cada espécie e a média de
todas as espécies estudadas, considerando o consumo per capita do estado do
Amazonas populacdo ribeirinha de 148.2 kg/ano (OLIVEIRA et al.,, 2010), que

equivale a 2.85 kg semanal.

O teor de metilmercurio foi calculado, considerando-se que 90% do mercurio
total no peixe esta na forma de metilmercurio (MICARONI et al., 2000; WEIS, 2004;
GUINDACE..., 2008; PIMENTEL, 2011; THE STATE..., 2013). Foi utilizado o peso

corpoéreo estabelecido pela Guindace... (2008); de 60 kg para adultos.

2.2.1 3. Metodologia para extracédo de lipideos

Os lipideos totais foram extraidos de acordo com o método de Bligh e Dyer
(1959).

2.2.2. Andlises estatisticas

Para investigar a distribuicAo do mercurio no tecido muscular ao longo dos
peixes das diferentes espeécies foi utilizado o delineamento em blocos ao acaso
testando seis regibes do musculo do peixe, com 12 repeticbes (n=12). Para
investigar a influéncia dos locais de captura dos peixes préximos as atividades
garimpeiras no rio Madeira e das estacfes (chuvosa e seca) no teor de mercurio das
diferentes espécies de peixes, foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado
em fatorial 2x2x4 (2 locais, 2 estagfes climaticas e 4 espécies) com 6 repetices.
Foram testadas as premissas de normalidade e homocedasticidade dos dados. Para
os dados néo paramétricos foram utilizados os testes Friedman e de Kruskal Wallis e

para os dados paramétricos foram utilizados o teste de Tukey (SAMPAIO, 2015).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Caracteristicas dos peixes

Os peixes foram caracterizados com relacédo ao comprimento, peso e o teor de
lipideos, conforme apresentados na tabela 1.2. De forma geral, o comprimento dos
peixes variou de 16,67 cm no pacu a 27,83 cm no curimatd, com 0s maiores valores
para 0 curimatd e jaraqui e 0s menores valores para o pacu e sardinha. O
comprimento dos peixes ndo foi afetado pelo local ou estacdo climatica para o
curimata e o jaraqui; entretanto, o pacu apresentou um valor maior em Santa Rosa,
comparado com Puruzinho na estacdo chuvosa e a sardinha foi maior em Santa

Rosa comparado com o Puruzinho na estagao seca.

TABELA 1.2 - Teores medianos de mercurio e lipideos nos filés, teores médios de
comprimento e peso de peixes capturados em dois locais do rio Madeira,
Humaita, AM e em duas estagfes do ano de 2015

Peixes Estacgéo Parametros
Local Hg Lipideo Comprimento Peso
(mgkg)  (g/100g) ©™ (@)
(Continua)
Curimata
Puruzinho Chuvosa 0,173bc 1,85% 25,50¢% 233,98bcde
Seca 0,173v¢ 1,893 27,83¢ 327,71¢9
St Rosa Chuvosa 0,133bc 2,253b¢ 26,75° 299,933k
Seca 0,133c 1,713 26,75° 311,98¢
Jaraqui
Puruzinho Chuvosa 0,12¢de 1,892 25,504 281,26%f

Seca 0,223 2,032 24,42% 431,179
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Peixes Estacéao Parametros
Local Hg Lipideo Comprimento Peso
(mgkg)  (g/100g) ©™ (@)
(Conclusao)
St? Rosa Chuvosa 0,09¢f 0,722 22,17° 170,753
Seca 0,183 2,41bcd 25,50% 258,690
Pacu
Puruzinho Chuvosa 0,05¢f 6,68¢ 18,082 165,762¢
Seca 0,04 6,59° 16,672 195,513bcd
St Rosa Chuvosa 0,05¢f 11,63° 22,42bcd 357,621
Seca 0,06%f 5,86% 20,082 200,603
Sardinha
Puruzinho Chuvosa 0,283 5,480 22,08bcd 119,102
Seca 0,213bc 5,51¢d€ 19,25% 117,752
St* Rosa Chuvosa 0,292 11,36¢ 20,08%c 135,31%
Seca 0,13bcd 5,92¢de 23,08 123,582
n= 96

Para o mercurio e lipideo, as médianas seguidas, com pelo menos uma letra igual nas colunas, nédo
diferem significativamente ao nivel de 5% pelo Teste de Kruskal- Wallis.

Para o comprimento (cm) e Peso (g), as médias seguidas, com pelo menos uma letra igual nas
colunas, ndo diferem significativamente ao nivel de 5% pelo Teste de Tukey.

Com relagdo ao peso para os peixes, a variagdo do teor foi de 117,75 g

(sardinha) a 431,17 g (jaraqui). O curimatd, jaraqui e o pacu foram os mais pesados

comparados com a sardinha. O local de captura e a estacdo climatica ndo afetaram

0 peso do curimatd e da sardinha; entretanto, o jaraqui do Puruzinho apresentou

pesos maiores comparados com os de Santa Rosa em ambas as estagbes

climaticas e o pacu de Santa Rosa foi mais pesado do que o pacu do Puruzinho na

estacao chuvosa.

Os teores de lipideo dos musculos variaram de 720 mg /100 g no jaraqui a

11630 mg/100 g no pacu. Os maiores teores de lipideos foram encontrados no pacu
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e na sardinha comparados ao curimatd e jaraqui. A estacdo climatica afetou os
teores de lipideos no jaraqui de Santa Rosa, com valores mais elevados na estacao
seca comparada com a estacdo chuvosa. N&o foi encontrada na literatura,

informacéo associada a essas caracteristicas para essas espécies de peixes.

De acordo com a tabela 11.3, houve uma correlagéo positiva significativa entre o
comprimento e o peso para todas as quatro espécies; entretanto, houve uma
correlacdo positiva significativa entre lipideo e comprimento somente para o pacu e
entre lipideo e peso para pacu e sardinha. Segundo Soares et al. (2016), uma
correlagcdo significativa foi encontrada também entre o peso e comprimento para

outros tipos de peixes do rio Negro, na Amazonia.

TABELA 1.3 - Correlacdo de Pearson entre os teores de mercurio, comprimento,
peso e teores de lipideos nos filés das espécies de peixes analisadas do rio
Madeira, municipio de Humaita, AM

Correlacao Espécies
Curimatd Jaraqui Pacu Sardinha
Hg (mg/kg ) x Comp. Coeficiente 0,06 0,52 -0,03 -0,57
(cm) p (valor) 0,7775 0,0095 0,8741 0,0038
Hg (mg/kg) x peso (g) Coeficiente -0,06 0,80 -0,08 -0,28
p (valor) 0,7815 <0,0001 0,7067 0,1890
Hg (mg/kg) x lipideo filé  Coeficiente -0,13 0,25 -0,15 0,09
(9/100 g) p (valor) 0,5399 0,2470 0,4847 0,6852
Comp. (cm) x peso (g)  Coeficiente 0,88 0,59 0,86 0,44
p (valor) <0,0001 0,0023 <0,0001 0,0311
Comp. (cm) x lipideo Coeficiente 0,16 0,17 0,58 -0,15
filé (g/100 g) p (valor) 0,443 0,4359 0,0030 0,4858
Peso (g) x Lipideo filé Coeficiente 0,21 0,29 0,72 0,41
(9/100 g) p (valor) 0,3208 0,1744 0,0001 0,0454

n =24 para cada uma das espécies.
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3.2. Distribuicdo do mercurio ao longo do musculo do peixe

Como os teores médios de mercurio nas diferentes partes do peixe (Figura
[1.2), ndo apresentaram distribuicdo normal e ndo foram homocedasticos, foi utilizado
o teste ndo paramétrico de Friedman (p<0,05) (SAMPAIO, 2015). Os resultados
dessas analises estdo apresentados na Tabela Il.4, onde € possivel verificar que os
teores de mercurio ao longo do peixe variaram em funcéo da espécie de peixe. Para
0 pacu, os teores meédios de mercurio, na parte superior (regido dorsal) do peixe
(P1-P3) foram significativamente maiores comparados com a parte inferior (P4-P6).
N&o foi observada diferenca significativa entre as amostras da parte dorsal dos
peixes, exceto, para o curimatd, que apresentou diferenca entre P1 e P3. Na parte
inferior (barriga), os maiores valores foram encontrados proximos do ponto P4
comparado com o meio (P5) e proximo a cabeca (P6), exceto para sardinha que
apresentou maior valor em P5. Para o jaraqui, os valores mais elevados de mercurio
estavam na area dorsal (P4), ndo havendo diferenca significativa nos outros locais.
No caso da sardinha, néo foi encontrada diferenca signiticativa entre os locais de

coleta de amostra.

TABELA I1.4 - Teores médianos (minimos e maximos) de mercurio total, em mg/Kg em base
Umida de tecido muscular de diferentes partes dos peixes capturados no rio

Madeira
Local amostra no Teor de mercurio (mg/kg)/Espécie
_ _ ) . Sardinha
peixe Pacu Jaraqui Curimata i
(Continua)
b1 0,0502 0,103 0,126° 0,278
(0,030 - 0,140) (0,080 -0,140) (0,090-0,180) (0,080 - 0,460)
b2 0,052 0,099 0,1372 0,268
(0,030 -0,140) (0,070-0,130) (0,090 -0,180) (0,080 -0,420)
p3 0,0512 0,0992 0,146 0,2842
(0,030 -0,140) (0,070-0,140) (0,090 -0,210) (0,090- 0,480)
- 0,045 0,0992 0,136 0,273

(0,030 - 0,150) (0,070 - 0,150) (0,090 - 0,180) (0,080 - 0,450)
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Local amostra no Teor de mercurio (mg/kg)/Espécie
_ _ ) . Sardinha
peixe Pacu Jaraqui Curimata .
(Concluséo)
pE 0,036°¢ 0,094° 0,132° 0,289
(0,030 - 0,150) (0,060 - 0,140) (0,100 - 0,180) (0,060 - 0,640)
- 0,039¢ 0,100 0,1382 0,250

(0,020 - 0,100) (0,060 - 0,140) (0,100 - 0,200) (0,090 - 0,440)

n = 12. Na mesma coluna, valores médianos com uma mesma letra, ndo diferem estatisticamente
pelo Teste de Friedman (p>0,5%) .

Baseado nesses resultados, cada espécie de peixes acumulou o mercurio total
no tecido muscular em diferentes partes; entretanto, houve a tendéncia para valores
mais elevados na parte dorsal comparado com a parte inferior do peixe, com valores
menores especialmente no meio da parte inferior. No entanto, diferentemente
desses resultados, uma distribuicdo relativamente uniforme de mercurio nos peixes,
foi observada por Cizdziel et al. (2002) no musculo de seis espécies de peixes de
um lago nos Estados Unidos, incluindo truta, stripped e largemouth bass, tilapias,
catfish e bluegill. Estes autores pesquisaram o0s niveis de mercurio total em 27
diferentes locais no musculo esquelético e ndo encontraram diferenca significativa

(p>0,05) entre os locais.

Entre os fatores que podem afetar os teores de mercurio no tecido muscular, a
dieta e gordura corporal desempenham papel importante. Diferencas dos teores de
mercurio ao longo do musculo do mesmo peixe poderiam ser associadas com 0O
depdsito de gordura no musculo que varia entre as espécies de peixes e também
afetados pelos fatores dietéticos (SILVA et al., 2016). Na verdade, a maior parte de
mercurio em peixe esta disponivel na forma de metilmercurio, que € lipofilico
(GUINDACE..., 2008). Logo, o peixe com grande quantidade de tecido adiposo
retem mais mercurio (SOARES et al., 2016). No entanto, quando correlacionando
mercurio total com o teor de lipideo, ndo foi encontrada uma correlacdo para estas
espécies (Tabela 11.3). Porém, a distribuicdo do mercurio no peixe resulta de sua
mobilidade, que depende da rota de aborgao da guelra, pele e trato gastrointestinal

para 0 sangue e 0rgdos internos para a deposicdo final no musculo e rins ou



93

eliminacéo através da bile (CIZDZIEL et al., 2002; REGINE et al., 2006; WATANABE
et al., 2012; CECCATTO et al., 2016).

Uma vez que o musculo da area dorsal ao longo do peixe foi considerado a
melhor para avaliar o conteddo do mercurio total, e que isso representa a massa do
musculo do peixe, um procedimento de amostragem foi estabelecido para as
andlises de amostras de peixes, a homogeneizacao de todo o filé para analise. Este
procedimento foi usado nesse estudo. Posteriormente, todo musculo dorsal foi tirado
de cada peixe, homogeneizado em um misturador comercial, lavado com agua
deionizada e deixado pronto para o uso com objetivo de obter uma amostragem com

maior representativade para essa analise.

3.3. Teores de mercdario total em diferentes espécies de peixe

Todas as amostras dos filés de cada espécie de peixe analisada, continha
teor detectavel de mercuario total. Os teores de mercurio total nos peixes nédo
seguiram uma distribuicdo normal e ndo homocedastico. Sendo assim, foi usado o
teste de Kruskal Wallis e os resultados foram comparados ao nivel de 5% de
significAncia (SAMPAIO, 2015). No geral, o mercurio total nos peixes, variou de 0,01
a 0,46 mg/kg (n=96, LOQ= 0,01 pg/kg), e a variacdo do conteudo de cada espécie
estd apresentado na Figura I1.3. Os menores teores de mercurio total foram
observados para o pacu (0,01 a 0,11 mg/kg) e os maiores para a sardinha (0,07 a
0,46 mg/kg). Semelhantemente, o menor valor mediano foi observado para o pacu
(0,04 mg/kg), seguido por jaraqui (0,13 mg/kg) e curimata (0,16 mg/kg), com uma

mediana mais elevada para a sardinha (0,24 mg/kg).
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FIGURA 11.4 - Valores minimos, maximos e mediana dos teores de mercurio total nas
amostras de peixes capturados no rio Madeira préximo a Humaita, AM.

Esses resultados estdo coerentes com a biomagnificacdo do mercurio. De fato,
a presenca de mercurio nos peixes segue 0 processo de bioacumulacédo relacionada
com o hébito alimentar dos peixes ao longo da cadeia tréfica, aumentando na ordem
de herbivoros, detritivoros, onivoros e carnivoros (LIMA et al., 2015). Uma vez que o
pacu, herbivoro, jaraqui e curimata sdo detritivoros e a sardinha é onivora, os teores
de mercurio total em cada peixe sdo coerentes com 0s seus habitos alimentares
(REGINE et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2010; BASTOS et al.; 2015; AZEVEDO-
SILVA et al., 2016).

Esses niveis de mercurio total sdo semelhantes ou menores, comparados com
os valores relatados na literatura para peixes de diferentes locais da bacia do
Madeira (BASTOS e LACERDA., 2004; HACON et al., 2014; BASTOS et al., 2015) e
também para localizagdes proximo do Puruzinho, mas no lago (OLIVEIRA et al.,
2010; AZEVEDO-SILVA et al., 2016). Em estudos realizados no lago do Puruzinho
em 2005-2006 (OLIVEIRA et al., 2010), uma média mais baixa do nivel de mercurio
total foram encontrados para curimata, valores semelhantes para o pacu e jaraqui e

mais baixo na sardinha. Nessa comunidade, relativamente isolada, o consumo de
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peixe diério per capita foi de 406 g/dia com refei¢cdes de peixes variando de 4 a 14

VeZes por semana.

A correlacdo de Pearson indicou que a correlacéo significativa foi observada
somente para 0 jaraqui entre 0 mercurio total x peso e mercario X comprimento
(positivo), e para a sardinha, entre mercurio total e o comprimento-correlacao
negativa (Tabela 11.3). De forma semelhante, uma correlagéo negativa foi observada
entre o mercurio total x tamanho de outros peixes onivoros (BASTOS et al., 2015).

Baseado nesses resultados, os niveis de mercurio total em peixes do rio
Madeira, tem semelhanca ou levemente niveis mais baixos comparados com
estudos anteriores, e, sendo assim, a contaminagédo do rio permanece, apesar de
medidas adotadas por oOrgdos oficiais para controlar o uso do mercurio,
especialmente proximo as comunidades ribeirinhas que dependem basicamente do
peixe que fornece a principal fonte de proteina (OLIVEIRA et al., 2010; BASTOS et
al., 2015). Esses resultados enfatizam a possibilidade de problema de saude gerado
pela continuidade ao longo tempo da exposicdo do mercurio da comunidade

ribeirinha.

Os teores de mercurio total encontrados nos peixes estao abaixo do limite de
0,5 mg/kg estabelecido no Brasil (BRASIL, 2013) e também em outros paises e
comunidades (ENVIRONMENTAL..., 1990); entretanto, h4 uma necessidade de
continuar monitorando 0s, principalmente, nas espécies mais comumente
consumidas pelas comunidades ribeirinhas. Medidas sdo também necessarias para
minimizar a contaminagdo, pelo melhor monitoramento através de agéncias que
regulamentam e com programas educacionais com informacdes, especialmente,
individuos vulneraveis, como as criancas, mulheres gestantes e mulheres com
criancas em fase de amamentacao referentes ao consumo elevado de peixes e 0s

gue contém maiores teores de mercurio.
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3.4. _Teores de mercuario nos peixes em diferentes locais de captura do peixe

Os teores de mercurio nos peixes coletados em dois locais do rio Madeira,
Igarapé Puruzinho e Santa Rosa, nas proximidades de Humaita, AM estédo
apresentados na Tabela I1.2. Estas sdo areas tipicas de locais de pesca de onde se
obtém o0s peixes para as comunidades ribeirinhas e também para Humaita.
Puruzinho esta mais proximo de Humaita, no sentido da descida do rio; e Santa
Rosa, mais a frente no mesmo sentido de descida do rio, porém, mais préximo dos

pontos de garimpos de extracdo do ouro.

N&o houve diferenca estatistica nos teores de mercurio entre os dois locais de
capturas dos peixes (p>0,05) para o curimatd, pacu e sardinha. Entretanto, os teores
de mercdario total no jaraqui do igarapé Puruzinho e Santa Rosa foram diferentes
entre as duas estacdes, sendo os teores maiores em ambos os locais, na estagéo
seca. Entre os dois locais, apenas a estacdo seca do igarapé Puruzinho foi diferente

da estacédo chuvosa de Santa Rosa.

Sendo assim, esses resultados sugerem que os locais de capturas dentro do
rio Madeira ndo afetaram os teores de mercurio total nos peixes, apesar das
diferentes caracteristicas dos dois locais. Resultados semelhantes foram descritos
na literatura, em outros locais do rio Madeira, sugerindo que os teores de mercurio
nos peixes, nao esta relacionado com um local especifico (BASTOS e LACERDA,
2004; BASTOS et al., 2015).

3.5. Teores de mercuario nos peixes em diferentes estacfes

Os teores de mercurio nos peixes coletados nas duas estacdes climaticas do
ano de 2015, chuvosa e seca néao foram diferentes estatisticamente (p>0,05) para os
peixes curimatd e pacu, conforme indicado na tabela 1.2. Semelhantemente, néo
houve diferenca significativa entre as estacdes para o jaraqui e sardinha, embora
houvesse duas situacbes peculiares nas quais foram observadas diferencas.

Primeiramente, o jaraqui de ambos, Puruzinho e Santa Rosa tiveram os maiores
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teores de mercurio total na estacdo seca, comparados com a estagédo chuvosa; mas
0 jaraqui da estacao seca foi maior comparado com a estagcdo chuvosa, que pode
explicar a diferenca nos teores do mercurio total. Resultados similares tém sido
reportados para outros peixes detritivoros o que foi justificado pelo fato de que na
estacdo chuvosa, o0 maior volume do rio causa diluicdo do mercurio, diminuindo
assim a sua disponibilidade. Alé do mais, durante a estacdo chuvosa, a pratica do
garimpo de ouro € interrompida devido ao alto volume de agua no rio (BASTOS e
LACERDA, 2004).

No segundo caso, a sardinha de Santa Rosa, na estacdo chuvosa, teve
elevado teor de mercurio total comparado com a estagcdo seca. Também teve
maiores teores de lipideos, o dobro para ambos, mercurio total e lipideos, entretanto,
nao houve correlacdo entre o teor de mercurio e lipideos na sardinha (Tabela 11.3).
Além disso, estudos sobre os habitos alimentares da sardinha indicaram que na
estacdo chuvosa h& maior disponibilidade de alimentos (zooplancton, algas, restos
de vegetais, frutas, sementes e insetos), 0s quais tém baixo poder de
bioacumulacéo de mercurio (OLIVEIRA et al., 2010).

3.6.Avaliacdo do risco a saude, pela exposicao do metilmercirio no consumo

de peixes

A estimativa de exposicao ao metilmercurio em funcdo do consumo de peixes,
considerando os teores de mercurio total nos peixes demonstrados no presente
estudo esta descrito na tabela II.5. Para caracterizar o risco da populagdo do norte
do Brasil e da populagéo ribeirinha do rio Madeira, quanto a exposicdo do
metilmercurio pelo consumo de peixes, a ingestdo estimada foi comparada com o0s
parametros toxicolégicos de ingestdo segura, por exemplo PTWI 1,6 pg/kg por
semana (FOOD..., 2003). Um risco potencial para saude da populacdo pode ser

indentificada quando a exposi¢ao estimada ultrapassar o valor de referéncia.

E interessante observar que embora os teores de merctrio detectados estejam
compativeis com os limites estabelecidos pela legislacdo, o consumo da maioria
desses peixes poderia representar uma exposicdo ao metilmercurio acima do limte

de ingestdo segura, o que colocaria em risco a populagdo amazonica. De acordo
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com os resultados, se o pacu (peixe herbivoro) for a Unica fonte de peixe para a
populacdo norte brasileira, o teor de metilmercario proporcionaria uma exposi¢ao
abaixo do limite de seguranca da ingestdo do metilmercurio (31,2% do PTWI)
estabelecido pelo Food... (2003). Quando considerado o teor de metilmercuario
calculado nos peixes detritivoros, a exposicdo seria de 69% a 93,5% (jaraqui e
curimatd, respectivamente) do PTWI, A mais elevada exposicdo ao metilmercurio
(181% do PTWI) seria obtida pelo consumo de sardinha, que € um onivoro. Esses
valores da exposicdo de metilmercurio sdo preocupantes, principalmente para
grupos susceptiveis, como as criangas, mulheres gravidas e mulheres no periodo
fértil.

Considerando as comunidades ribeirinhas do rio Madeira que tém o peixe
como principal fonte de proteina, o consumo de peixe (148,2 a 180 kg por
pessoa/ano) € muito elevado comparado com a populagdo da Amazénia (OLIVEIRA
et al., 2010; HACON et al., 2014). Com este consumo de peixe (OLIVEIRA et al.,
2010), a exposicdo ao metilmercurio seria de 133% a 773% acima do limite de
ingestdo segura. Esses valores sédo cerca de quatro vezes mais elevados do que 0s
estimados para a exposicdo do metilmercurio da populacdo do Norte do Brasil.
Alteracdes na visao, audicdo, manifestacdo no comportamento neurolégico e nas
funcdes motoras, foram obervadas na populacdo da Bacia Amazonica, sintomas
estes, tipicos da exposicdo ao metilmercurio, tém sido relatados na literatura
(CARDOSO et al., 2014; HOSHINO et al., 2015).
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TABELA 11.5- Niveis do mercurio total e metilmercurio em peixe e estimativa de exposicéo
para o metilmercurio, pelo consumo de quatro espécies de peixes do rio Madeira
e pela regido Norte do Brasil e populacgédo ribeirinha, préximo a Humaita, AM.

Peixes Teor (ug/kg)/peixe Exposicédo PWTI

Hg MeHg (ug/kg/pc/semana) %

Regido Norte?

Pacu 50 45 0,499 31,2
Jaraqui 110 99 1,097 68,6
Curimata 150 135 1,496 93,5
Sardinha 290 261 2,893 180,8
Média 150 135 1,496 93,5
Ribeirinho®
Pacu 50 45 2,132 133,3
Jaraqui 110 99 4,689 2929
Curimata 150 135 6,395 399,7
Sardinha 290 261 12,363 772,7
Média 150 135 6,395 399,7

MeHg: Metilmercurio; pc: peso corporal (60 kg); PTWI: Ingestdo semanal toleravel provisoria.

aConsumo semanal de peixe na regido Norte do Brasi : 0,665 kg (Pesquisa..., 2011).

b Consumo semanal de peixe pela populacéo ribeirinha do rio Madeira: 2,842 kg (Oliveira et al., 2010).

Em funcdo da contaminacdo do metilmercurio em peixes e devido a
importancia do peixe para a dieta dos ribeirinhas do rio Madeira, seria importante
uma selecédo da dieta, direcionando-a ao consumo de peixes herbivoros por esses
terem apresentados concentracdes mais baixas de mercurio. Dentre 0s peixes
incluidos neste estudo o pacu é a espécie que poderia ser utilizada sem restrigdes;
curimata e jaraqui deveriam ter consumo moderado; e a sardinha deve ser evitada

principalmente para mulheres em idades férteis.

A concentracdo do metilmercurio calculada no peixe e a ingestdo estimada
para a regido amazonica confirma que o mercurio ainda é um sério problema que

ameca a saude da populacao na regido e, nesse sentido, € necessario que haja um
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programa continuio de monitoramento para minimizar os problemas relacionados

com esse metal pesado.

4. CONCLUSAO

Correlacdes significativas foram encontradas entre 0 peso e o comprimento
para todos os peixes; lipideo e comprimento para o pacu e lipideo e peso para o

pacu e sardinha.

O teor total de mercurio variou ao longo do musculo do peixe, exceto para a
sardinha. Portanto, a amostragem foi realizada com o tecido muscular da parte

dorsal ao longo do peixe, seguida de homogeneizacdo das amostras.

Os teores de mercurio total variaram amplamente (0,01 a 0,46 mg/kg) nos
peixes. A mediana mais elevada foi encontrada na sardinha (0,24 mg/kg), seguido
pelo curimatd (0,16 mg/kg), jaraqui (0,13 mg/kg) e pacu (0,04 mg/kg),

correspondente com o respectivo habito alimentar ao longo da cadeia tréfica.

O teor de mercurio total ndo foi afetado pelos locais de captura dos peixes e
pelas estagbes climaticas, chuvosa e seca. Houve uma correlagdo positiva
significativa entre o teor do mercurio total e 0 comprimento para o jaraqui, a0 passo
gue houve uma correlagédo negativa para a sardinha. Houve correlacdo significativa
do mercurio total com o comprimento e 0 peso para jaraqui € com 0 comprimento

para a sardinha (correlacao negativa).

Os teores do mercurio nos peixes foram compativeis com a legislacao;
entretanto, em funcdo do consumo elevado, a estimativa de ingestdo segura
excedeu o PTWI de 1,6 ug/kg por semana (FOOD..., 2003), o que representa um

potencial risco para a saude da populacao.
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CAPITULO IlI

AMINAS BIOATIVAS E AMINOACIDOS EM PESCADOS DO RIO MADEIRA,
COMERCIALIZADOS NO MUNICIPIO DE HUMAITA, AM

1. INTRODUCAO

Na Amazonia, ha o costume de se adquirir o peixe em feiras e mercados por se
entender que estes estdo com suas caracteristicas naturais preservadas, ou seja,
um produto fresco (JUNIOR, 2010). Vérias espécies de peixes estao disponiveis ao
longo da bacia do rio madeira. oito espécies sdo as mais amplamente consumidas.
Entre eles, pacu (23%), jaraqui (12%), sardinha (10%) e curimata (7%) compdem
quase 60% do total (BASTOS e LACERDA, 2004; LIMA et al. 2016).

Uma parte da quantidade do peixe capturado é consumido pelas
comunidades ribeirinhas e a outra parte é levada para cidades proximas e
comercializada em feiras e mercados, montados de forma improvisada, em locais
proximos a margem dos rios ou em locais sem qualquer estrutura higiénico-sanitaria
para a venda de produtos pereciveis, embora seja conhecido que o peixe € muito
suscetivel a deterioracdo (PRESTER, 2011; VISCIANO et al., 2012; BlJI et al., 2016;
EVANGELISTA et al., 2016).

Um dos centros de maior comercializacdo de pescado do municipio de
Humaita, AM, foi constatado que o pescado fica exposto a contaminacdo, o que

pode colocar em risco a saude do consumidor (Figura 5).

Condicdes inadequadas de manutengcdao do peixe, incluindo, elevadas
temperaturas de armazenamento e condigdes higiénico-sanitarias improprias,
podem induzir & formacéo e acumulo de algumas aminas. As aminas biogénicas sao
consideradas relevantes parametros na avaliacdo da qualidade de diferentes peixes.
Neste sentido, diversos paises utilizam a histamina e outras aminas biogénicas

como um indicador da qualidade do peixe.

O Fish... (2011) estipulou teores de histamina de 50 mg/kg como um ponto
critico para aceitacdo do peixe para a industria alimenticia e diversos outros paises,

como paises da Unido Europeia (UE) e o Brasil estipularam 100 mg/kg como um
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limite para peixes no mercado, inclusive produtos processados (BILGIN e
GENCCELEP, 2015). Ainda, existem relatos de varios surtos de intoxicacdo por
histamina, tiramina e outras aminas biogénicas associadas ao peixe (EVANGELISTA
et al., 2016). Desta forma, a ocorréncia e os teores de aminas em peixes podem ser
usados como um indice de qualidade dos peixes, refletindo as condicbes
prevalentes durante sua cadeia e o potencial toxico com prejuizo a saude humana
(ARAUJO, 2013).

Nesse contexto, devido a escassez de estudos relacionados com a qualidade
de pescados no rio Madeira, proximo ao municipio de Humait4, AM, e a importancia
econdmica que a pesca extrativista representa para a regido, o objetivo deste estudo
foi investigar o perfil e os niveis de aminas bioativas e seus aminoacidos precursores
em peixes dos mais consumidos no rio Madeira, proximo ao municipio de Humaita,
AM e investigar a influéncia de espécies de peixes, em relacdo ao nivel das aminas
biogénicas, local de captura e as estacdes climéticas, chuvosa e seca.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material

2.1.1. Amostras

Foram analisadas 96 amostras das quatro espécies de peixes mais
comercializadas em Humaita, AM: curimatd (Prochilodus nigricans), jaraqui
(Semaprochilodu sinsignis), pacu manteiga (Mylossoma duriventre) e sardinha
(Triportheus angulatus). Na estacdo cheia, no més de maio de 2015, foram
adquiridas, 24 amostras, 6 peixes de cada espécie, provenientes do igarapé
Puruzinho (Latitude 07°23’'14.9” S; Longitude 62°00°04.8” W) 24 amostras (6 peixes
de cada espécie) provenientes do local Santa Rosa (Latitude 07°21°50.2” S;
Longitude 62°59'08.5" W (Figura 1.1). O mesmo procedimento foi efetuado na

estacdo seca, no més de outubro de 2015. A pesca foi efetuada no periodo noturno



103

e, no dia seguinte, as amostras foram transportadas em pequenas embarcacdes,
canoas motorizadas, denominadas de “rabetas”, em caixas de isopor com gelos, por
cada pescador, até o ponto de comercializacdo, em Humaita. Em seguida, foram
transferidas cuidadosamente, para outras caixas de isopor com gelo e,
imediatamente, levadas para o Laboratério de Engenharia Ambiental da
Universidade Federal do Amazonas (UFAM) em Humaita, para o preparo. Os peixes
foram classificados taxonomicamente (SANTOS et al., 2006; SOUZA e INHAMUS,
2011), pesados e medido o comprimento. Em seguida foram lavados, filetados,
triturados e armazenados em embalagens apropriadas, congeladas e transportadas
para o Laboratério de Bioquimica de Alimentos da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG). As amostras foram mantidas em ultrafreezer (-80 °C) até o

momento da andalise.

2.1.2. Reagentes para as andlises de aminas bioativas e amino&cidos livres

Foram utilizados os padrées das aminas, agmatina (AGM, sal sulfato),
cadaverina (CAD, dicloridrato), espermidina (EPD, tricloridrato), 2-feniletilamina
(FEM, cloridrato), histamina (HIM, dicloridrato), putrescina (PUT, dicloridrato),
serotonina (SRT, cloridrato), tiramina (TIM, cloridrato) e triptamina (TRM, cloridrato)
e o-ftalaldeido (OPA) adquiridos da Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO,
EUA). Os padrdes dos aminoacidos foram preparados como alanina (98%),
cloridrato de arginina (98%), acido aspartico (98%). Acido glutamico (98%), cistina
cristalina (98%), fenilalanina (98%), glicina (99%), cloridrato de histidina
monohidratada (98%), isoleucina (98%), leucina (98%), metionina (98%),L-norvalina
(99%, como padréo interno), prolina (99%), serina (99%), tirosina (98%), treonina
(98%), valina (98%), cloridrato de beta-feniletilamina (98%) adquiridos da Sigma-
Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). Acetonitrila e metanol de grau
cromatogragrafico (HPLC) adquiridos da Hexis Cientifica (Jundiai, SP, Brasil). Para o
preparo das solucdes foi utilizada agua ultrapura obtida do Sistema Milli-Q Plus
(Millipore Corp., Milford, MA, EUA). Os solventes aquosos foram filtrados em
membrana HAWP e os solventes organicos em membrana HVLP, com 47 mm de

diametro e 0,45 ym de tamanho do poro (Millipore Corp., Milford, MA, EUA).
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2.1.3. Solugbes para as analises das aminas bioativas e aminoacidos livres

As solucdes foram acondicionadas em frasco de vidro ambar e os padrdes de
aminas em tubos hermeticamente fechados. Todos foram identificados e
armazenados sob refrigeracéo (7 £ 3 °C) para a realizacdo das analises, exceto a
solucdo tampéo acetato de sédio octanossulfonato de sédio e hidroxido de sodio

0,55 mol/L que foram mantidas a temperatura de 22 °C.

1+111.2.1.3.1. Solugéo padréo das aminas

Para o preparo da solucdo padrdo de cada amina considerou-se a massa da
base livre (sem a utilizacdo da massa de cloreto ou sulfato) para resultar em uma
concentragcdo de 1 g/mL em acido cloridrico 0,1 mol/L. A partir de aliquotas de 1 mL
de cada uma das solucdes individuais, obteve-se 10 mL de solucdo padrdo contendo
dez aminas na concentragdo de 100 pg/mL. As solugdes de trabalho foram
preparadas nas concentracdes de 1; 10; 20; 30; 40; 50; e 60 ug/mL. Estas solugbes
foram utilizadas para o preparo da curva de calibracdo que foi usada para quantificar

as aminas

11.1.2.2.1.3.2. Solucdo tampéo acetato de sodio: octossulfonato de sodio- fase

movel para a cromatografia

Como uma das fases mdveis, empregou-se a solucdo tampao de acetato de sédio
0,2 mol/L e octanossulfonato de sodio 15 mmol/L, com ajuste de pH para 4,9 em
potenciometro digital (Digimed, SP, Brasil) utilizando &cido acético glacial. Esta
solucéo foi filtrada em membrana HAWP, em éster de celulose, com 47 mm de
diametro e 0,45 um de tamanho do poro (Millipore Corp., Milford, MA, EUA) e
desgaseificada em aparelho ultra-som (UltraSonic Cleaner, Unique, SP, Brasil). A

outra fase moével era constituida de acetonitrila filtrada em membrana HVYWP, em
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éster de celulose, com 47 mm de diametro e 0,45 pm de tamanho do poro (Millipore
Corp., Milford, MA, EUA).

2.1.3.3. Solucéo derivante

A solucdo derivante foi preparada dissolvendo-se 25 g de &cido borico e 22 g
de hidroxido de potassio em 500 mL de agua ultrapura, cujo pH foi ajustado para
10,5 com hidréxido de potassio 0,01 mol/L. A esta solucédo foram adicionados 0,2 g
de o-ftalaldeido (OPA) dissolvidos em 3 mL de metanol previamente filtrado, 1,5 mL
de Brij 35 e 1,5 mL de mercaptoetanol. A solucdo derivante foi preparada
imediatamente antes do uso, foi desgaseificada, durante 5 minutos, em aparelho
ultrassom (UltraSonic Cleaner, Unique, SP, Brasil) e mantida sob abrigo da luz. A

validade dessa solucéo é de 24 horas.

2.2. Métodos

2.2.1. Fatores que afetam os niveis de aminas bioativas no peixe

As quatro espécies dos peixes foram coletadas em dois locais diferentes:
Igarapé Puruzinho e em Santa Rosa, ambos no rio Madeira, préximo a cidade de
Humaita, AM (Figura I.1). As amostras foram coletadas no periodo chuvoso (maio de
2015) e no periodo de seca (outubro de 2015). Foi utilizado um delineamento fatorial
inteiramente casualizado (2x2x4, dois locais, duas estacfes e quatro espécies) com
seis repeticbes. Foram analisadas as aminas bioativas, aminoacidos livres e
determinada a correlagdo de Pearson entre os teores das aminas bioativas e

tamanho, peso e teor de lipideos.
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2.2.2. Teores de amino&cidos livres nas amostras dos peixes

Foram quantificados os aminoacidos livres e aminas bioativas nas quatro
espécies dos peixes do igarapé Puruzinho, no periodo da estacdo chuvosa (maio
2015). Dos seis peixes (repeticdo) de cada especie, foram feitos trés pools (dois
peixes de cada espécie) para essas analises. Foi feita uma correlacdo de Pearson

entre aminoacidos e aminas bioativas detectadas.

2.2.3. Métodos de andalises

2.2.3.1. Determinacéo dos aminoacidos livres

Para andlise de aminoacidos livres, a extracdo foi realizada com solugcédo de
acido tricloroacético 5% (m/v), de acordo com o método modificado de Bandeira et
al. (2012), alterando-se a massa das amostras pesadas para 2,0 g e o volume final

para 10 mL.

Os aminoécidos livres foram analisados segundo a metodologia descrita por
Fiechter et al. (2013). Apés extracdo dos aminoacidos livres, a solucdo foi
neutralizada com NaOH 0,55 mol/L. Em seguida foram derivados (derivacdo pré-
coluna) por reacdo com 6-aminoquinolilcarbamato de N-hidroxisuccinimidil (AQC),
utilizando o Kit Waters AccQFluor®. Pipetou-se 500 pL do extrato, neutralizou-se
com 230 pL de NaOH 0,55 mol/L, 2 pL de L-Norvalina a 50 pmol/mL e 68 pL de
agua purificada. Apdés, retirou-se 5 pL e adicionou-se 35 pL de tampdo borato
AccQ.Fluor® e 10 pL do reagente AQC. Depois de 1 minuto de repouso, a mistura
foi aquecida a 55 °C, por 10 minutos em banho-maria para completar a reacdo de
derivagdo. As amostras derivadas foram filtradas em membrana de 0,20 pm de
tamanho do poro (Whatman®, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e analisadas por

cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UPLC).
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A analise cromatografica dos aminoacidos derivados foi realizada em
cromatografo liquido de ultra eficiéncia, modelo Waters Acquity®, Ultra Performance
LC (UPLC®) (Waters, Milford, MA, EUA) equipado com um detector Acquity tunable
ultravioleta (TUV) (Waters, Milfor MA, EUA). Utilizou-se coluna de fase reversa
Acquity UPLC® CSH, C18 (2,1 x 50 mm, 1,7 um) Waters, para separacdo dos
analitos. Foram empregadas duas fases moveis, na separacao, (A) tampédo acetato
de sodio 0,01 mol/L em agua ultrapura com pH ajustado para 4,8 com acido acético,
(B) acetonitrila, ambas fases filtradas a vacuo em membrana de poro tamanho de
0,22 um (GV Durapore Merck®) e sonicados por 30 minutos para remocao de bolhas
de ar. O volume de injecdo de amostra na coluna foi de 2 pL, o fluxo foi de 0,9
mL/min e o comprimento de onda de deteccdo UV foi de 249 nm a uma taxa de
amostragem de 40 pontos/seg. O software Empower 2 foi utilizado para controle do
UPLC e armazenamento dos dados para a identificagdo e quantificagdo dos

aminoacidos.

A identificacdo dos aminoacidos foi feita por comparacdo do tempo de retencéo
dos picos das analitos na amostra em relacdo aos da solucdo padrédo e também pela
adicdo do padréo interno (norvalina) na solucdo obtida da extracdo. O calculo da
concentracdo dos aminoacidos foi feito por interpolacdo nas respectivas curvas

analiticas.

2.2.3.2. Determinacéo das aminas bioativas livres

A determinagéo das aminas bioativas foi feita de acordo com o método descrito
por Oliveira et al. (2012) e Evangelista et al. (2016). A extracdo das aminas foi feita
pesando-se 5,00 £ 0,01 g do filé de peixe homogeneizado em tubo de centrifuga de
polipropileno, adicionando 7,0 mL de acido tricloroacético (TCA) 5% p/v em cada
tubo e agitando a 250 rpm em mesa agitadora por 5 minutos. Em seguida, cada
amostra foi centrifugada a 10.000 g a 4 °C durante 20 min. O sobrenadante foi
fitrado em papel de filtro qualitativo Whatman n® 1 em baldo volumétrico de 25 mL.
O residuo foi extraido por mais duas vezes, seguindo as mesmas condicbes
anteriores e o0 baldo volumétrico foi completado com a solucdo de TCA 5% plv,

homogeneizado e transferido para frasco de polietiieno devidamente identificado e
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fitrado em membrana de HAWP (13 mm de diametro, 0,45 um de porosidade,
Milipore Corp., Milford, MA, EUA) imediatamente antes da injecdo no cromatografo.

Para a analise cromatograficas das aminas foi utilizado o cromatografo liquido
de alta eficiéncia (CLAE) da Shimadzu (Kioto, Jap&o), constituido por trés bombas
LC-20 AD, sistema de derivacdo pés-coluna, conjunto de lavagem automética de
pistdo, detector espectrofluorimétrico modelo RF-10 AXL, forno de coluna, modelo
CTO — 10 ASVP, auto-injetor modelo SIL 20 AHT, com rack para 115 vials de 1,5
mL, unidade de controle das interfaces CBM-20A. Foram utilizadas coluna Novapack
C18 (3,9 x 300 mm, 4 um) e pré-coluna Novapack C18 (3,9 x 20 mm, 4 um) da
Waters (Milford, MA, EUA). As fases méveis usadas foram: fase A (solucao tampéo
de acetato de sodio/ octossulfonato de sédio) e fase B (acetonitrila). Apos a
separacédo, as aminas foram derivadas com o-ftalaldeido (OPA), usando-se solucdo
derivante (hidroxido de potassio/acido bérico/OPA). A deteccdo das aminas foi feita
a 340 nm e 450 nm de excitacdo e emissao, respectivamente.

A identificacdo das aminas foi realizada por comparacao do tempo de retencéo
dos picos das aminas presentes nas amostras em relacdo ao da solucao padréo e a
confirmacéo pela adicdo de padrao da amina suspeita a amostra. A solucdo padréo
de concentracdo intermediaria (4 mg/L) foi injetada de maneira intercalada as
amostras e o célculo da concentracéo das aminas foi feito mediante interpolacdo em
curva analitica preparada pela dissolucédo da solucdo padrdo de aminas (100 mg/L)
com &cido cloridrico 0,1 M nas concentracbes de 0,1; 0,2; 1,0; 2,0; 4,0; 6,0; 8,0;
10,0; 12,0 mg/L; e corrigido pelo fator de correcdo baseado na concentracao
encontrada para o padrdo intermediario. O coeficiente de correlagdo da curva
padréo calculado foi = 0,9989 e o limite de quantificacdo do método (LOQ) é 0,1

mg/kg. Os resultados foram expressos em mg/kg do musculo do peixe.

2.2.3.3. Analises estatisticas

A fim de se observar a influéncia dos locais de coletas e das estagfes, chuvosa
e seca, nos teores de aminas bioativas e dos aminoéacidos livres, foi utilizado o
delineamento inteiramente casualizado estudando o fatorial 2x2x4 (2 locais, 2

estacles climaticas e 4 espécies) com 6 repeticdes. Foram testadas as premissas
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de normalidade e homocedasticidade dos dados. Para os dados ndo paramétricos
foi utilizado o teste de Kruskal Wallis (SAMPAIO, 2015). As analises foram rodadas
utilizando o Software Infostat. Também foi feito ANOVA, e as médias comparadas
pelo teste de Tukey, para as aminas e aminoacidos, usando o software SISVAR.

Todas as analises foram realizadas ao nivel de 5% de significancia.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. _Aminoé&cidos livres no peixe

O perfil e os teores de aminoéacidos livres nos musculos esqueléticos dos
peixes capturados no Igarapé Puruzinho durante o periodo da estacdo chuvosa,
estdo indicados na tabela Ill.1. Entre os 19 aminoé&cidos pesquisados, 16 foram
detectados (limite de quantificacdo = 0,1 mg/kg) nos peixes. Somente o acido

aspartico, glutamina, triptofano e leucina ndo foram detectados em nenhum peixe.

A sardinha teve o teor mais elevado de aminoé&cidos livres, comparado ao
curimata e jaraqui, enquanto o pacu apresentou teores intermediarios. Entretanto,
quando considerado somente aminoacidos livres essenciais, ndo houve diferenga

significativa entre os quatro diferentes peixes.
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TABELA Ill.1 - Teores de aminoacidos livres no tecido muscular de quarto espécies de peixes
capturados no rio Madeira em Humaita, em dois locais, Igarapé Puruzinho e Santa

Rosa, na estacdo chuvosa do ano de 2015

Amino Media dos teores de aminoacidos livres (mg/kg)

acidos Pacu Curimata Jaraqui Sardinha
Alanina 3,980,702 6,47+2,732 4,202,132 4,74+0,832
Arginina 82,34+4,08% 61,10+11,90% 84,71+13,862 63,12+8,98?
Asparagina 8,16+0,62? 11,31+3,162 11,63+0,642 12,50+3,252
Cystina 56,56+2,922 54,04+1,622 54,39+2,532 53,58+2,082
Glicina 29,43+6,18° 45,02+3,58° 34,11+7,04° 312,58+37,112

Ac. glutamico
Histidina
Isoleucina
Lisina

Methionina

47,21+13,05°
1092,2+323,73"

11,12+2,532
431,89+164,362

28,99+1,05P

100,13+28,772
1176,6+317,25%
16,05+5,91°2
30,43+26,62°

30,62+2,76%

65,18+9,06%
941,49+66,31°
19,63 + 2,612
158,37+21,68°

33,13+0,93%

68,59+13,82%
1802,8+205,63%
19,04+1,282
71,16+15,21°

34,61+2,452
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Phenilalanina 32,57+1,242 39,03+5,212 38,51+1,912 39,84+1,242
Prolina 22,64+7,072 21,87+3,572 20,08+2,092 25,65+1,70%
Serina 10,68+5,902 14,81+7,66% 5,32+0,422 10,81+2,30%
Treonina 34,73+6,08?2 41,47+12,06% 53,10+11,31% 43,54+7,11%
Tirosina 64,00+2,65?2 69,55+10,37°2 65,72+4,122 67,15+2,55%
Valina 11,86+3,59° 19,68+8,63% 23,97+4,58% 27,57+1,872
Essenciais 1352,9+ 123,192 1725,7+344,70*  1415,0+376,48% 2101,7+233,96?
Total 1968,4+376,37%° 1738,1+429,72°  1613,5+144,87° 2657,2+276,762

Valores médios (+ desvios padrdo) com letras diferentes na mesma linha séo diferentes siginificativamente pelo
teste de Tukey (p<0.05).

A histidina foi o aminoacido que teve a maior contribuicdo ao teor total,
correspondendo a 55,5% no pacu, e 67,8% na sardinha e curimata. Houve diferenca
significativa nas concentracdes de alguns aminoacidos nas diferentes espécies:
histidina, lisina, methionina, valina, acido glutamico e glicina. Pacu continha teores
significativamente maiores de lisina, comparado a outros peixes. O curimata
continha maior teor de acido glutamico, comparado com o pacu. A sardinha continha
maior teor de glicina e histidina comparado com 0s outros, € maior teor de
methionina e valina comparado com o0 pacu. Baseado nesses resultados ha

diferenca significativa entre os peixes em relacdo aos teores dos aminoécidos livres.

Os fatores que podem ter afetado os teores de aminoacidos livres no tecido
muscular dos peixes seriam as espécies de peixes, os habitos alimentares, a
captura e também o periodo de jejum. Na auséncia da glicose, pode ter ocorrido a
mobilizacdo de aminoacidos livres para a producdo de energia, no processo de
metabolismo dos aminoacidos, para a obtencdo de glicose, a gluconeogénese
(MELO et al., 2016).

Correlacdo de Pearson entre os teores de aminoacidos e aminas indicou que
ndo houve uma correlacdo significaticva para o jaraqui. Houve correlagcéao
significativa para o curimata, entre a putrescina e arginina (1,00; p=0,0014), serina
(1,00; p=0,0297), glicina (1,00; p=0,0305) e lisina (1,00; p=0,0014); e entre

espermidina e cistina (-1,00; p=0,0153). No pacu, houve uma correlacéo significativa
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entre putrescina e lisina (1,00; p=0,0032); e também entre cadaverina e prolina
(1,00; p=0,0482). A sardinha mostrou correlagao significativa entre espermidina e
asparagina (1,00; p=0,0052); entre putrescina e acido glutamico (1,00; p= 0,0032),
cistina (1,00; p=0,0182), e tirosina (1,00; p= 0,0186); e também entre cadaverina e
acido glutdmico (1,00; p=0,0032), cistina (1,00; p=0,0182) e tirosina (1,00;
p=0,0186).

Os teores médios de histidina encontrados nos peixes (941,49-1802,8 mg/kg)
estdo dentro daqueles encontrados por Biji et al. (2016) para varios peixes
scombroides (620-23610 mg/kg), que sao considerados ricos em histidina livre e sédo
usualmenre associados a surtos de intoxicacdo por histamina (AL BULUSHI et al.,
2009). E interessante observar que mesmo que haja histidina livre abundante
nesses peixes, histamina ndo foi detectada em nenhum deles. Entretanto, a
histamina pode ser produzida se as condi¢es higiénico-sanitarias e a temperatura
de armazenamento nao forem adequadas, permitindo, dessa forma, a contaminagao
e o crescimento de bactéria histidina descarboxilase (GLORIA, 2006; VISCIANO et
al., 2012; BlJI et al., 2016). Portanto, deve-se tomar os devidos cuidados no controle

desses parametros, para evitar a producdo e o acumulo de histamina.

Os teores médios de lisina livre variaram de 30,43 a 431,89 mg/kg, em
curimatd e no pacu, respectivamente. Esses teores sdo semelhantes em peixes
marinhos (60 - 1080 mg/kg) relatados por Al Bulushi et al. (2009). Embora néo
houvesse diferenca significativa entre os teores de tirosina nos peixes, teores mais
elevados de tiramina foram encontrados no pacu, curimatd e jaragqui, mas nao
encontrado na sardinha. Novos estudos sdo necessarios, sob condicbes
controladas, para uma melhor avaliagdo do impacto dos aminoacidos livres nos

peixes.

3.2. __Ocorréncia de aminas nos peixes

Dentre as nove aminas pesquisadas, cinco aminas (55,5%): espermidina
(EPD), agmatina (AGM), putrescina (PUT), cadaverina (CAD), e tiramina (TIM) foram
detectadas nas 96 amostras de peixes analisadas. Esta é a primeira vez que essas

espécies de peixes sdo analisadas para as aminas. De fato, h4 poucas informacdes
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sobre aminas em peixes de &gua doce, principalmente, peixes da bacia do rio

Amazonas, no Brasil.

Outras quatro aminas (triptamina, feniletilamina, serotonina e histamina) foram
pesquisadas, porém, ndo foram detectadas em peixes do rio Madeira. Ja a histamina
tem sido detectada em peixes marinho (AL BULUSHI et al., 2009; PRESTER, 2010;
OLIVEIRA et al., 2012; VISCIANO et al., 2012; EVANGELISTA et al., 2016). Além
disto, bactérias associadas a producédo de histamina estdo normalmente presentes
em ambientes de &guas salgadas (VISCIANO et al, 2012). A histamina,
feniletilamina e triptamina foram detectadas em cinco peixes de agua doce da China
(ZHAI et al., 2012).

A ocorréncia destas aminas ja foi relatada na literatura para outros tipos de
peixe de agua salgada (AL BULUSHI et al., 2009; PARK et al., 2010; PRESTER,
2010; VISCIANO et al., 2012; KORAL et al.,, 2013; EVANGELISTA et al., 2016).
Porém, sao poucos os dados sobre aminas em peixes de agua doce (PRESTER,
2011; ZHAI et al., 2012). Carpa tem baixos niveis de putrescina, cadaverina e
tiramina, ao passo que a truta arco-iris tem histamina, putrescina, cadaverina
(PRESTER, 2011). Alguns peixes de agua doce da China como orbfish, carpa,
pompano, dourado, perch chinés e wuchang bream, contém baixos niveis de
putrescina, cadaverina, espermidina, espermina, histamina e tiramina (ZHAI et al.,
2012).

A presenca de algumas das aminas detectadas nos peixes desse trabalho era
esperada, como a espermidina e espermina. Estas duas aminas, chamadas
poliaminas, estdo presentes em todas as células vivas, onde desempenham papel
importante na renovacgéo celular; sintese de DNA, RNA e proteina; e outras fungbes
relevantes. A presenca de pequenas quantidades de putrescina também é esperada,
pois € um intermediario na sintese de poliaminas (GLORIA, 2006; AL BULUSHI et
al., 2009; VISCIANO et al., 2012; BlJI et al., 2016).

A presenca de aminas biogénicas, como a cadaverina em peixe, pode ser
associada com o0 processo de deteriorizagao do peixe ou pela contaminagao
microbiana, devido a condi¢es higiénicas e sanitarias inadequadas apos a captura
e durante o processamento, armazenamento e comercializa¢do do peixe (GLORIA,
2006; PRESTER, 2011). A presenca de grande quantidade de cadaverina no peixe
pode acarretar um aroma indesejavel, ocasionando a rejeicdo do produto pelo
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consumidor (GLORIA, 2006 ). Alérm disto, teores elevados de cadaverina e
putrescina podem potencializar um efeito toxico de histamina (AL BULUSHI et al.,
2009; PANEL..., 2011; PARK et al., 2010; KORAL et al., 2013). A tiramina é obtida
pela descarboxilacdo da tirosina (GLORIA, 2006; PRESTER, 2011) e tem sido
encontrada em anchova e em varios outros peixes marinhos. Esta amina biogénica
tem sido sugerida como indice de qualidade e seguranca, porque € o segundo tipo
de amina biogénica envolvida em intoxicac&o alimentar (GLORIA, 2006; PARK et al.,
2010; PRESTER, 2011; BlJI et al., 2016). A agmatina tem sido encontrada em varios
peixes marinhos em niveis até 30,6 mg/kg, incluindo cutlass fish, anchova, cuttl
efish, redlip croaker (PARK et al., 2010), mas nédo foi detectado em peixes de agua

doce.

Considerando-se as espécies de peixes do presente estudo (Tabela 111.2), pode
se observar que essas espécies analisadas foram afetadas por essas cinco aminas .
Espermidina, putrescina e cadaverina foram detectadas em todas as espécies;
agmatina somente no pacu e a tiramina foi detectada no curimata, jaraqui e pacu,

mas nao foi encontrada na sardinha.

O pacu foi o peixe com maior diversidade de aminas, incluindo a putrescina,
espermidina, tiramina, cadaverina e agmatina. No curimatd e no jaraqui, quatro
aminas foram detectadas, putrescina, cadaverina, espermidina e tiramina. A
sardinha apresentou um menor tipo de aminas, somente espermidina, putrescina e
cadaverina. Esses resultados demonstraram a influéncia dessas espécies de peixes
na ocorréncia de aminas bioativas, que também foram encontradas na literatura
(GLORIA, 2006; AL BULUSHI et al., 2009; PRESTER, 2011). Possivelmente, devido
as condi¢Bes higiénicos-sanitarias inadequadas nos locais de pesca e no transporte,

dificultados pela cheia do rio Madeira.

TABELA I11.2 - Teores médios, medianas e maximos de aminas bioativas encontradas nas
espécies dos peixes curimatd, jaraqui, pacu e sardinha capturados no rio Madeira
no municipio de Humaita, AM
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Espécie / Teores médios, medianas e maximo de amina em mg/kg
Valor EPD AGM PUT CAD TIM Total
Curimata

Média 1,16 0,00 0,81 0,10 3,77 5,83

Mediana 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,32

Maximo 5,61 0,00 5,09 2,36 31,57 36,66
Jaraqui

Média 0,74 0,00 1,45 0,58 2,40 5,16

Mediana 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,59

Maximo 4,53 0,00 15,47 7,72 18,62 21,04
Pacu

Média 0,66 0,05 0,51 0,57 0,70 2,50

Mediana 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,78

Maximo 3,18 1,25 2,65 12,83 12,29 16,69
Sardinha

Média 0,66 0,00 0,02 0,12 0,00 0,80

Mediana 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Maximo 3,64 0,00 0,50 2,90 0,00 5,90

n = 24 amostras por espécie. -

Para teores de aminas néo detectados, zero foi utilizado para calculo das médias e medianas.

SPD= Espermidina, AGM= agmatina, PUT= putrescina, CAD= cadaverina e TYM= tiramina.
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3.3. _Teores de aminas bioativas nos peixes

Os teores de aminas detectados em cada uma das espécies investigadas
estdo apresentados na tabela 111.2. Observa-se que os teores totais das aminas
encontradas foram mais elevados para o curimatd e jaquari comparado ao pacu,

que, por sua vez, foi maior que os teores totais em sardinha.

Ao investigar a influéncia de cada amina ao teor total, considerando os teores
médios (Figura Ill.1) observa-se para cada tipo de peixe um perfil de distribuicdo
diferenciado para as espécies de peixe. A sardinha se destacou por ter a mais
elevada contribuicdo de espermidina (82,5%) ao teor total, seguida da cadaverina e

putrescina.

Para o pacu, houve uma contribuicdo semelhante de todas as quatro aminas,
espermidina, putrescina, agmatina e tiramina, para o teor total, variando de 20,4 a
28,1%. No curimata e jaraqui, a tiramina foi a que mais contribuiu ao total, com 64,6
e 46,4% respectivamente. Essa alta prevaléncia de tiramina pode ser relevante
como indice de qualidade e seguranca desses peixes. No curimata, a espermidina
foi a segunda amina prevalente (19,9%), seguido da putrescina (13,8%) e da
cadaverina (1,7%). Em relacdo ao jaraqui, a putrescina foi a segunda amina

prevalente (28,1%), seguido da espermidina (14,4%) e da cadaverina (11,2%).

Quando comparado a quantidade de cada amina entre as espécies (Tabela
[11.1), o maior teor de espermidina foi encontrado no curimatd. A agmatina foi
detectada somente em um pacu e foi 0 menor teor de todas as aminas detectadas.
Teores elevados de putrescina foram encontrados no jaraqui e curimatd. Teor
elevado de cadaverina foi encontrado no jaraqui e no pacu. Altos teores de tiramina
foram encontrados no curimatd e jaraqui. Quantidades semelhantes de aminas
foram observadas para o curimatd e jaraqui, entretanto, pacu e sardinha,
apresentaram teores de aminas diferentes. Baseado nesses resultados, as espécies
de peixes foram afetadas por estas aminas, provavelmente, devido as condi¢des

higiénico-sanitarias inadequadas.

Quando se observa os habitos alimentares dos peixes (SANTOS et al., 2006),

curimata e jaraqui sdo detritivoros, pois alimentam-se de algas, microorganismos e
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matéria organica em decomposicdo. Este pode ser o motivo da acumulacdo de
tiramina no tecido muscular, devido a presenca dessa amina ha matéria organica ou
a descarboxilacdo da tirosina pela acdo bacteriana (GLORIA, 2006). O pacu é um
peixe herbivoro com tendéncia onivora. Alimenta-se basicamente de frutas,

sementes e larvas de insetos aquaticos. A sardinha é onivora e alimenta-se,

principalmente, de frutas, insetos e outros invertebrados.

Portanto, é provavel que o habito alimentar também possa afetar os teores de
aminas, e s contribuicAo de cada amina ao teor total. Mais estudos serao

necessarios para avaliar o papel da dieta no perfil e teores de aminas no musculo de

peixes.
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FIGURA IIl.1 - Contribuicdo de cada amina ao teor total, considerando 0s respectivos teores
médios, nos peixes curimata, jaraqui, pacu e sardinha capturados no rio
Madeira no municipio de Humaita, AM.

EPD= espermidina, AGM= agmatina, PUT= putrescina, CAD= cadaverina e TIM= tiramina.

3.4. _Influencia do tamanho, peso e teores de lipideos dos peixes nas aminas

Em todos os peixes foram medidos o tamanho, peso e teor de lipideos. O
comprimento médio dos peixes variou de 16,67 a 27,83 cm, com maiores valores

para 0 curimatd e jaraqui comparados com pacu e sardinha. O peso dos peixes
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variou de 117,75 a 431,17 g. Curimatd, jaraqui e pacu tiveram maiores pesos em
comparacao com a sardinha. Esses valores sé@o similares aos da literatura (SANTOS
et al., 2006). Os teores de lipideos no musculo dos peixes variam de 0,72 a 11,63

g/100 g, com maior teor no pacu e sardinha comparados com curimata e jaraqui.

A correlagéo de Pearson foi usada para investigar a influéncia do tamanho do
peixe (comprimento) no peso e nos teores de lipideos e de aminas. Para o pacu,
houve correlacdo negativa significativa entre os niveis de espermidina e 0 peso
(0,88, p=0,0002), comprimento do peixe (-0,87, p=0,0002) e teor lipideo (-0,81, p=
0,0013). Houve correlacdo positiva significativa entre a putrescina e o peso do peixe
(0,78, p= 0,0031), comprimento (0,76, p=0,0041) e teor de lipideo (0,74, p=0,0055).
Para a sardinha, houve correlacdo negativa entre o teor de espermidina e o peso do
peixe (-,59, p= 0,0436) e o teor de lipideo (-0,72, p= 0,0086). O jaraqui apresentou
correlacao significativa entre o teor de espermidina e o de lipideo (0,85, p=0,0005) e
também entre o teor de tiramina e o peso (-0,62, p= 0,0323), comprimento (-0,63, p=
0,0265) e teor de lipideo (-0,68, p=0,0151) do peixe. Ndo houve correlacéo

significativa para o curimata.

De acordo com esses resultados, os teores de aminas, no curimatad nao foi
afetado pelo peso e comprimento do peixe, e pelo teor de lipideo. Entretanto, os
teores de espermidina foram afetados pelo peso, comprimento e teor de lipideo para
o pacu e sardinha (negativamente) e jaraqui (positivamente). A putrescina foi afetada
pelo peso do peixe, comprimento e teor de lipideo no pacu, enquanto a tiramina foi
afetada negativamente pelo peso do peixe, comprimento e teor de lipideo no jaraqui.
Sendo assim, nos peixes mais velhos (peso e comprimento mais elevados), teores
de espermidina sdo mais baixo (pacu e sardinha) e tiramina (jaraqui) e teores mais
elevados de putrescina (pacu). Os peixes mais gordos, que possivelmente, sdo 0s
mais velhos, tiveram os menores teores de espermidina (pacu e sardinha). De
acordo com Matsumoto (2015), o teor de poliamina (por exemplo a espermidina) do
corpo diminue durante o processo de envelhecimento nos mamiferos. E possivel

gue isso também ocorra nos peixes.
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3.5. _Influencia da estacédo climatica da captura de peixes nas aminas

Quando comparados os resultados das aminas em peixes afetados pelas
estacdes, chuvosa (maio, 2015) e seca (outubro, 2015), pode-se observar que nao
foram detectadas aminas durante a estacdo seca (Tabela 111.3), diferindo
significativamente dos teores de aminas nos peixes capturados na estagéo chuvosa.

Esse resultado foi observado para todos os peixes pesquisados.

Comparando as duas estacdes investigadas, durante a estacdo chuvosa, ha
um aumento significativo de efluentes domeésticos, rural e industrial que séo levados
pelas inundacdes. Tais fatores antropogénicos podem contaminar os rios causando
impactos ambientais negativos (LIMA et al., 2015). Além disso, durante a estacéo
chuvosa, as condi¢cdes para a pratica da pesca sdo menos favoraveis devido ao
grande volume e velocidade da agua que leva a uma maior demora de captura,
deixando o peixe mais estressado e levando mais tempo para o transporte do peixe.
Esses fatores podem contribuir para uma baixa qualidade do peixe (GLORIA et al.,
1999; GLORIA, 2006; KRIZEK, 2009).

TABELA 111.3 - Teores de aminas bioativas encontradas em quatro espécies de peixes ro rio
Madeira no municipio de Humaita, AM, capturados em duas estagbes
climaticas (chuvosa e seca) no ano de 2015

Peixe / Estacdo Ocorréncia e teor médio e faixa de aminas em mg/Kg

Espermidina Agmatina Putrescina Cadaverina Tiramina

(Continua)
Curimata
Chuvosa 7112 0/12 11/12 1/12 6/12
2,31 0,00 1,61 0,20 7,53
(nd-5,61) nd (nd- 5,09) (nd-2,36) (nd- 31,57)
Seca 0/12 0/12 0/12 0/12 0/12
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

nd nd nd nd nd
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Peixe / Estacdo Ocorréncia e teor médio e faixa de aminas em mg/Kg

Espermidina Agmatina Putrescina Cadaverina Tiramina
(Concluséo)
Jaraqui
Chuvosa 5/12 0/12 9/12 3/12 8/12
1,49 nd 2,89 1,15 4,79
(nd-4,53) (nd- 15,47) (nd- 7,72) (nd- 18,62)
Seca 0/12 0/12 0/12 0/12 0/12
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
nd nd nd nd nd
Pacu
Chuvosa 6/12 1/12 8/12 2/12 5/12
1,32 0,10 1,02 1,15 2,82
(nd-3,18) (nd-1,25) (nd- 2,65) (nd-12,83) (nd- 12,29)
Seca 0/12 0/12 0/12 0/12 0/12
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
nd nd nd nd nd
Sardinha
Chuvosa 6/12 0/12 0/12 1/12 0/12
1,32 0,00 0,00 0,24 0,00
(nd-3,64) nd nd (nd-2,90) nd
Seca 0/12 0/12 0/12 0/12 0/12
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
nd nd nd nd nd

n=12 peixes de cada espécie por estacao.

3.6. Influéncia do local de captura no perfil e teores de aminas bioativas

Ao comparar o0s teores de aminas bioativas nos peixes capturados em
diferentes locais do rio Madeira, proximo a Humaita, AM (Tabela I111.4), maiores
teores de espermidina foram encontrados em Puruzinho, comparado com Santa
Rosa para as quatro espécies. De fato, a espermidina néo foi detectada em peixes
de Santa Rosa. Entretanto, altos teores de putrescina e tiramina foram detectadas
em pacu, curimata e jaraqui capturados em Santa Rosa, comparado com Puruzinho.

Houve diferenca significativa nos teores de cadaverina e agmatina em peixes, em
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relacdo ao local de captura. A espermidina é formada via putrescina e € precursora
de espermina. E uma poliamina natural em musculo de peixe e o seu teor
permanece inalterado ou diminue post mortem, dependendo da espécie de peixe
(GLORIA, 2006; VISCIANO et al., 2012). A diferenca dos teores de espermidina
pode estar associada com o0s habitos alimentares e com a qualidade da &gua,
incluindo a contaminacdo (LIMA et al., 2015). A tiramina e a putrescina foram
encontradas em teores mais elevados no pacu, curimata e jaraqui de Santa Rosa. A

agmatina somente foi encontrada no pacu de Puruzinho na estacdo chuvosa.

E possivel que as diferencas nos teores das aminas, devido ao local de captura
possa ser afetada pelas caracteristicas desses dois locais. Em Puruzinho, que esta
entre o lago Puruzinho com o rio Madeira, ha vasta quantidade de vegetacdo que
fornece ampla quantidade de alimentos para os peixes herbivoros e detritivoros.
Além do mais, a vegetacdo serve de sombra e mantém a dgua mais fria. Além do
mais o igarapé é menos susceptivel a contaminagéo por efluentes. Por outro lado,
em Santa Rosa, o rio € mais largo, sendo mais aberto para a contaminacdo com 0s
efluentes domeésticos, rural, industrial e as demais atividades dos ribeirinhos. E
também caracterizado por uma alta carga de sedimentos e material em suspensao,
tipico do rio Madeira (BASTOS et al., 2015; HERRAIZ e SILVA, 2015).

Provavelmente, é esta a razdo pela qual o peixe de Santa Rosa tem teores
mais elevados de putrescina e tiramina e baixos teores de espermidina comparado
ao local Puruzinho. De fato, o habitat ambiental e o grau de poluicdo podem afetar a
carga microbiana e a contaminacdo dos peixes, leva a formacdo de aminas
biogénicas nos peixes. Aeromonas spp. sdo tipicas de peixes de agua doce,
enquanto que em aguas poluidas, elevada contagem de Enterobacteriaceae séo
também encontradas (VISCIANO et al., 2012).
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TABELA 1.4 - Ocorréncia e teores de aminas bioativas livres (mediana, minimo, e maximo
de aminas bioativas livres), em quatro espécies de peixes do rio Madeira, afetados
pelo local de captura (Igarapé Puruzinho e Santa Rosa), no municipio de Humata,

AM, em 2015.
Espécie Teores de aminas em mg/kg
IEELEEEL Espermidina Agmatina Putrescina Cadaverina Tiramina
Curimata
Puruzinho 6/6 0/6 5/6 1/6 0/6
4,2b 0,002 0,33% 0,002 0,002
(2,72- 5,61) (nd-0,46) (nd- 2,36 (nd)
Santa 1/6 0/6 6/6 0/6 6/6
Rosa 0,002 0,002 2,96% 0,002 15,07¢
(nd-0,23) (nd) (0,05- 5,09) (nd) (2,09-31,57)
Jaraqui
Puruzinho 5/6 0/6 3/6 3/6 2/6
3,22° 0,002 0,613c 1,422 0,002
(nd — 4,53) (nd) (nd-15,47) (nd-7,72) (nd-2,30)
Santa 0/6 0/6 6/6 0/6 6/6
Rosa 0,002 0,002 2,764 0,002 8,17¢
(nd) (nd) (2,42-3,35) (nd) (2,15-18,62)
Pacu
Puruzinho 6/6 1/6 2/6 2/6 0/6
2,62° 0,002 0,002 0,002 0,00?
(2,15-3,18) (nd-1,25) (nd-0,46) (nd-12,83) (nd)
Santa 0/6 0/6 6/6 0/6 5/6
Rosa 0,00° 0,002 1,860 0,002 0,51
(nd) (nd) (1,40-2,65) (nd) (nd-12,29
Sardinha
Puruzinho 6/6 0/6 1/6 1/6 0/6
2,74° 0,002 0,002 0,002 0,002
(1,25-3,64) (nd) (nd-0,50) (nd-2,90) (nd)
Santa 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6
Rosa 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002
(nd) (nd) (nd) (nd) (nd)

nd=0,04 mg/kg. Medianas com letra diferente em uma mesma linha séo diferente significativamente
(Kruskal Wallis, p<0,05).
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3.7. __Aspectos toxicoldgicos associados as aminas no peixe

A auséncia de histamina nas espécies de peixes altamente consumidas no rio
Madeira, mas a presenga de tiramina, indicam que, diferente dos peixes marinhos,
0s peixes de agua doce podem ser preocupantes em relacdo a seguranca alimentar
devido a presenca de tiramina. Os sintomas da intoxicacdo por tiramina incluem
crises de hipertensdo que séo frequentemente acompanhadas por fortes dores de
cabeca. A intoleranca a tiramina pode ser causada ou por predisposi¢cao genética ou
devido a reducdo do catabolismo de tiramina. A tiramina tem sido também
idenfiticada como um iniciador da hipertensdo durante o tratamento com inibidores
de monoamina oxidase (IMAO), usado no tratamento de tuberculoses, Parkinson e
depressédo (GLORIA, 2006; PRESTER, 2011). De acordo com Panel... (2011), teores
de tiramina de 600; 50; e 6 mg por refeicdo/pessoa podem causar efeitos adversos a
saude de individuos saudaveis, aqueles em tratamento com —-IMAO de terceira

geracao, e daqueles em tratamento com o -IMAO classico, respectivamente.

Entretanto, a presenca de elevados teores de tiramina em alguns peixes, tais
como curimata e jaraqui, é indesejavel, pois pode causar efeitos adversos a saude
do homem. De fato, quando considerado o alto consumo de peixe, associado com o
habito alimentar da populacéo ribeirinha do rio Madeira, a ingestdo de tiramina via

peixe consumido pode acarretar em risco de intoxicag&do por tiramina.

O consumo de 203 g de peixe por refeicdo, que é tipico da populacao ribeirinha
do rio Madeira (OLIVEIRA et al., 2010), por uma pessoa sob tratamento com o
medicamento classico IMAO (Tabela 111.5), é provavel que tenha dores de cabecga,
enxaqueca, nausea, vOmito e crise de hipertensdo consumindo curimata.
Considerando o consumo de peixes pela populacdo da regido norte do Brasil
(PESQUISA..., 2011), ndo haveria dano algum no consumo desse peixe, porém,
outras fontes de tiramina nas refei¢cdes, como queijos, salames, salsichas, molho de
soja, bebidas fermentadas, entre outras podem elevar o teor de tiramina no
organismo humano (GLORIA, 2006; PANEL..., 2011; PRESTER, 2011).
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TABELA III.5 - Exposicao da populacdo do Norte do Brasil e da populacgao ribeirinha do rio
Madeira proximo a Humaita, AM, pelo consumo de peixes com niveis de

tiramina
Espécie Peixe Tiramina/peixe Tiramina/ Tiramina/
(mg/kqg) dia (mg) refeicdo(mg)

Regido Norte @

Pacu 12,29 1,16 0,58

Curimata 31,47 3,00 1,50

Jaraqui 18,62 1,77 0,88

Sardinha 0,00 0,00 0,00

Média 15,62 1,48 0,74
Populacdo Ribeirinha ®

Pacu 12,29 4,99 2,50

Curimata 31,47 12,82 6,41

Jaraqui 18,62 7,56 3,78

Sardinha 0,00 0,00 0,00

Média 15,62 6,34 3,17

a Consumo de peixe por pessoa/dia na regido Norte do Brasil: 95 g de peixe/dia ou 47,5 g peixe/refeicdo
(Pesquisa..., 2011).

b Consumo de peixe por dia pela populacéo ribeirinha = 406 g peixe/dia ou 203 g peixe/ refei¢do (Oliveira et al.
2010)

Nivel de tiramina, 600, 50 e 6 mg por pessoa/refeigdo, capaz de causar danos a salde de indididuos que nédo
usam o medicamento IMAO, até a 32 geragéo dos que usaram o medicamento e daqueles que usam o
medicamento, respectivamente (Panel..., 2011)

IMAO = Inibidor da monoaminoxidase-.

4. CONCLUSAO
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Entre as nove aminas pesquisadas, cinco foram detectadas nesses peixes
(55,55%). Pacu (herbivoros) teve a maior diversidade de aminas (espermidina,
agmatina, putrescina, cadaverina e tiramina), curimatd e jaraqui (detritivoros)
apresentaram quatro aminas (espermidina, putrescina, cadaverina e tiramina), ao
passo que a sardinha (onivora) teve a menor diversidade (espermidina, putrescina e
cadaverina). Curimata e jaraqui tiveram os maiores teores de aminas, seguidos pelo
pacu e pela sardinha. O perfil e os teores de aminas foram afetados pelas espécies
de peixes, local de captura e pela estacdo climatica (chuvosa e seca). Durante a
estacdo chuvosa, os peixes continham maiores niveis de aminas comparados com a
estacdo seca. Dezesseis aminoacidos estavam presentes nas quatro espécies de
peixes, com a prevaléncia de histidina, representando 55,5 a 67,9% do total dos
aminoécidos livres. O maior teor de histidina encontrado em sardinha, comparado
com as outras espécies, indica que esse peixe estd mais susceptivel a formacéo de
histamina, em condicfes higiénicos-sanitérias inadequadas.

Embora esses peixes tenham apresentado elevado teores de histidina livre, a
histamina néo foi detectada; entretanto, a temperatura de armazenamento adequada
e as condi¢cdes higiénico-sanitarias, sdo necessarios para prevenir a producado e
acumulo de histamina. Os teores de tiramina presentes nesses peixes S80 seguros
para a populacdo da regido norte, entretando, é preocupante para a populacédo
ribeirinha, especialmente para individuos sob o uso do medicamento IMAO, devido

ao alto consumo de peixe.



126

CONCLUSOES INTEGRADAS

Os quatro peixes do rio Madeira, dos mais consumidos pela populacdo da
regido, foram caracterizados com relacdo ao peso, tamanho (comprimento) e 0s
teores de lipideos. Uma correlacdo significativa foi encontrada entre o peso e o
comprimento para todos os peixes. Correlacdes entre lipideo e o comprimento para

0 pacu e com 0 peso para o pacu e sardinha foram significativas.

Com maiores teores de lipideos, o pacu e a sardinha, se destacaram
apresentando os maiores teores de acidos graxos polinsaturados, principalmente,
linoleico, linolénico e foram também os que mais contribuiram com formecimento na
dieta de EPA e DHA.

O consumo das quatro espécies de peixes da Amazbnia proveriam o
fornecimento adequado de &cidos graxos da dieta, podendo contribuir para a saude
de um modo geral e, especialmente, na reducdo do risco de doencas

cardiovasculares da populacdo consumidora desses peixes.

O teor de mercurio total variou ao longo do musculo do peixe, exceto para a
sardinha. Portanto, a amostragem deve ser realizada com o tecido muscular da
parte dorsal ao longo do peixe, seguida por uma homogeneizagdo representativa
das amostras. Os teores de mercurio nos peixes atenderam a legislacao; entretanto,
por causa do consumo elevado, a estimativa de ingestao segura excedeu o PTWI de
1,6 ug/kg por semana (FOOD..., 2003) e, sendo assim, representa um potencial

risco para a saude da populacéo. .

O perfil e os teores de aminas foram afetados pelas espécies de peixes, local
de captura e pela estacdo climatica (chuvosa e seca). Elevados teores de
espermidina foram observados em peixes de Puruzinho; mesmo assim, os peixes de
Santa Rosa tiveram altos niveis de putrescina e cadaverina. Durante a estacao

chuvosa, os peixes continham altos niveis comparados com a estacao seca.

Foram detectados dezesseis aminoacidos nas quatro espécies de peixes, com
a prevaléncia de histidina, representando 55,5 a 67,9% do total dos aminoacidos

livres.
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Embora esses peixes tenham apresentado elevados teores de histidina livre, a
histamina ndo foi detectada; entretanto, temperatura de armazenamento e as
condicbes higiénicas sanitarias adequadas, sao necessarias para prevenir a
producdo e acumulo de histamina. Os teores de tiramina presente nesses peixes
sdo seguros para a populacdo da regido norte, entretando, é preocupante para a
populacdo ribeirinha, especialmente para individuos sob o uso do medicamento

IMAO, por causa do alto consumo de peixe.
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ABSTRACT

The objective of this study was to quantify total mercury in highly popular Amazonian fish pacu, curimatd, jaraqui, and
sardinha from the Madeira River and to estimate the exposure to methylmercury from fish con-sumption. The samples were
obtained from two locations - Puruzinho Igarapé and Santa Rosa - near Humaitd, Amazonia, Brazil in two seasons of 2015
(high and low waters). The fish were identified, weighed and measured, and lipids were quantified. Total mercury was
determined by gold amalgamation-atomic absorption spectro-metry. Mean levels were used to calculate exposure of
Amazonian and riverine populations. There was sig-nificant correlation (p < 0.05) between length x weight for all fish; length
x lipid and weight x lipid were significant only for pacu. Total mercury levels varied along muscle tissue for the fish, except
for sardinha; therefore muscle from the dorsal area along the fish were sampled, homogenized and used for analysis. The
levels of total mercury varied from 0.01 to 0.46 mg/kg, with higher median levels in sardinha (0.24 mg/kg), followed by
curimata (0.16 mg/kg), jaraqui (0.13 mg/kg) and pacu (0.04 mg/kg), corresponding with the re-spective feeding habits along
the trophic chain. Total mercury levels were not affected by the location of fish capture and by high and low waters seasons.
Total mercury correlated significantly with length and weight for jaraqui and with length for sardinha (negative correlation).
Total mercury levels in fish complied with legisla-tion; however, exposures to methylmercury from fish consumption
overpassed the safe intake reference dose for sardinha for Amazonians; however, for the riverine communities, all of the fish
would cause potential health risk, mainly for children and women of childbearing age.

PubChem

Nitric acid (PubChem CID: 944)
Mercury (PubChem CID: 23931)

1. Introduction

daily per capita (148.2-180.0 kg per capita per year) by nearly 500,000
inhabitants of the rural and riverine areas of the Amazon basin (Hacon et al.,
2014; IDAM/SEPROR, 2015; Oliveira et al., 2010).

However, fish can also be a source of environmental mercury (Hg)
exposure (Oliveira et al., 2010). Mercury has a complex biogeochemical
cycle, which includes biomagnification and biotransformation into more
bioavailable forms. Mercury in fish is mainly present in the muscle tissue as

It is well recognized that moderate consumption of fish plays im-portant
roles in human nutrition and health (Mozaffarian & Rimm, 2006). Fish can
also be the main protein and nutrients source for some individuals, like those
from communities in the Amazon basin, where fish complements a cassava-
based diet. Around 500 g fish is consumed
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methylmercury (MeHg), representing up to 98% of the total mercury. > 95%
of the ingested methylmercury is absorbed by the human body.
Methylmercury is the main toxic form of mercury with neurotoxicity effects
that may also adversely affect early neurodeve-lopment (Azevedo-Silva et al.,
2016; Bastos et al., 2015; Gendzier,
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2010; Watanabe, Tayama, Inouye, & Yasutake, 2012; WHO, 2008). As a

result, exposure to methylmercury in fish is a health concern,
especially to the Amazonian population (Azevedo-Silva et al., 2016; Bastos et
al., 2015; Bastos, Rebelo, Fonseca, Almeida, & Malm, 2008; Mozaffarian &
Rimm, 2006; WHO, 2008). In 2003, in the light of new information, JECFA
recommended reduction of the methylmercury provisional tolerable weekly
intake (PTWI) to 1.6 pg per kg body weight per week based on the most
sensitive toxicological end-point (developmental neurotoxicity) in the most
susceptible species (hu-mans), mainly women of childbearing age in order to
protect the em-bryo and fetus (FAO, 2016). Due to mercury
biomagnifications, the Codex Alimentarius Commission (2015) established
guidelines levels for methylmercury in non-predatory and predatory or
piscivorous fish species (0.5 and 1.0 mg/kg respectively). In a similar way,
according to Brazilian legislation (Brasil, 2013), the maximum levels for total
mer-cury in non-predatory and predatory fish species are, respectively, 0.5
and 1.0 mg/kg.

The Amazon region has been the main gold producer in Brazil since the
1970s resulting in the release of tons of mercury to the environ-ment.
Although gold mining in the Madeira River basin has decreased significantly
from 1995 onwards in Brazil, there are still artisanal gold-mining activities
making use of mercury, for example, near Humaita, AM. Furthermore,
mining activities continue in the Bolivian and Peruvian side. The mercury
released eventually drains into Brazilian waters and it is also transported
through sediments (Azevedo-Silva et al., 2016; Bastos et al., 2015; Bastos &
Lacerda, 2004; Hacon et al., 2014; Herraiz & Silva, 2015).

The relevance of fish to the Amazonian relies not only as a source of
food/protein but of income as well. Artisanal fishing is one of the segments
which provide more jobs in the state of Amazonas. There are > 45,000
fishermen and > 200,000 directly related jobs associated with its productive
chain and byproducts. Fishing, therefore, provides income to the riverines and
also to individuals in the cities, contributing to the fixation of man at their
origins (Bastos et al., 2008; Hacon et al., 2014; IDAM, 2017). In the
municipalities of Humaitd, AM, artisanal fishing has high socioeconomic
expression. The production varies from
178 to 298 t monthly and it involves several different fish species. Among the
eight most captured fish species, pacu, jaraqui, curimatd and sardinha
represent 60% of the consumed fish (Bastos & Lacerda, 2004; Lima, Freitas,
Moraes, & Doria, 2016).

Madeira River is the main affluent of the Amazonas River and it is also
the main source of suspended sediments and dissolved solids (Herraiz &
Silva, 2015). Studies have been undertaken in the Madeira River in order to
diagnose the presence of mercury in fish. Studies since the 1980s indicated
that mercury has been detected in every fish ana-lyzed at different levels
(Bastos et al., 2008; Hacon et al., 2014). However, information concerning
mercury in fish from Amazonian Rivers is frequently unsatisfactory because
of insufficient information of fish names (which vary from region to region),
precise description of fish feeding hierarchy, and information related to fish
size (length or weight), which are important parameters in controlling the
random nature of fish sampling (Bastos et al., 2015). Furthermore, data are
scarce on mercury levels in fish from the region of Humaitd, AM, in which
fishing is relevant as food and income source and there are still artisanal
mining activities (Herraiz & Silva, 2015; Lima et al., 2016). Information is
needed on mercury levels in the most consumed fish and also on the exposure
of individuals to this toxic compound.

Several methods are available for total mercury quantification, in-cluding
commercial analyzers based on combustion-atomic absorption spectrometry
(AAS) such as a system that integrates combustion of the sample, pre-
concentration of mercury by amalgamation with gold, and AAS. It can be
used reliably to determine total-mercury in fish tissues with accuracy,
precision, and detection limits acceptable for most ap-plications. The method
is rapid, requires small amounts of sample and no sample preparation, it
exhibits excellent mercury recovery, has low risk of contamination, and
produces virtually no laboratory waste
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(Cizdziel, Hinners, & Heithmar, 2002; USEPA, 2007). Although me-
thylmercury is the toxic form of mercury, total mercury has been widely used
to estimate the occurrence and the impact of mercury in the po-pulation health
(Brasil, 2013; WHO, 1990).

Based on this information, the objective of this study was to in-vestigate
the contents of total mercury in four widely consumed fish from the Madeira
River; the spatial distribution of mercury along the fish; and the influence of
location of fish capture and season (high and low waters) on mercury
contents. Furthermore, total mercury contents in fish were used to estimate the
exposure of the population to me-thylmercury through the consumption of
fish. The generation of knowledge on mercury in Amazonian environments is
very important from the human health point of view, due to the importance of
fish in the diet of Amazonian riverines and general population (Azevedo-Silva
et al., 2016).

2. Experiments/material and methods
2.1. Material

2.1.1. Reagents

Nitric acid p.a. (68—70%) was purchased from Exodo Quimica (Sumaré,
SP, Brazil) and mercury standard for Inductively Coupled Plasma - ICP
(99.8%) was purchased from Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, USA).
Ultrapure water was obtained from Milli-Q™ (Millipore Corp., Milford, MA,
USA).

2.1.2. Fish samples

Four of the most widely consumed fish species in Humaita, AM, Brazil,
were used in this study, including pacu (pacu manteiga, Mylossoma
duriventre, Characidae family, herbivorous), jaraqui (jar-aqui escama grossa,
Semaprochilodus insignis, Prochilodontidae family, detritivorous), curimata
(Prochilodus nigricans, Prochilodontidae fa-mily, detritivorous), and sardinha
(sardinha chata, Triportheus angu-latus, Clupeidae family, omnivorous). The
fish (384 samples) were obtained from fishermen/warehouse immediately
after arrival, in two different locations of the Madeira river — Puruzinho
Igarapé (Latitude 07°23'14.9" S; Longitude 62°00'04.8" W) and Santa Rosa
(Latitude 07°21'50.2" S; Longitude 62°59'08.5" W). They were obtained
during two different seasons — high water/rainy (May 2015) and low water/
dry season (October 2015).

The fish were kept in isothermal boxes containing crushed ice and were
taken immediately to the Laboratério de Engenharia Ambiental at
Universidade Federal do Amazonas-UFAM, Humaita, AM. The fish were
taxonomically classified (Santos, Ferreira, & Zuanon, 2006; Souza &
Inhamuns, 2011), weighed and the length was measured. The samples were
further processed, if necessary, and frozen for transportation to the
Laboratério de Bioguimica de Alimentos at Universidade Federal de Minas
Gerais (LBgA-UFMG) for analysis.

2.2. Experimental design

2.2.1. Distribution of mercury along the fish

Fish samples (12 from each species) were used to investigate the spatial
distribution of mercury along the fish muscle tissue, which are shown
schematically in Fig. 1. The fish were captured in Puruzinho during the high
water season (May 2015). The fish scales were removed and six pieces of
muscle were taken using a stainless steel scalpel (2 cm diameter and 1 cm
deep) along the fish muscle, three from the dorsal (P1, P2 and P3) and three
from the upper belly area (P4, P5 and P6). The skin was removed from the
fish muscle. The scalpel was cleaned between uses. The samples (12 x 4 x 6 =
288) were frozen and kept at —80 °C until analysis. A randomized block
design was used for the six points along the fish muscle and 12 repetitions for
each fish species.
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Fig. 1. Photography illustrating the points along the fish muscle from where samples
were collected to investigate distribution of total mercury along the fish — dorsal area
(P1, P2 and P3) and belly area (P4, P5 and P6).

2.2.2. Influence of the location of capture and the season on total mercury
levels in fish

Fish samples were collected from two different locations — Puruzinho and
Santa Rosa, both in the Madeira river, near Humaita, AM, Brazil. They were
collected during two seasons — high water/rainy (May 2015) and low
waters/dry (October 2015). A completely rando-mized factorial design was
used - 2 x 2 x 4 (2 locations, 2 seasons and 4 species) with six repetitions.

2.2.3. Estimation of methylmercury exposure from fish

The risk to human health by methylmercury exposure from fish
consumption was estimated by a deterministic model using Eq. (1) (WHO,
2008).

Exposure = [Mean methylmercury (ng/Kg)

x weekly fish consumption (Kg)]/[Body weight (kg)] @)

Methylmercury levels were calculated from total mercury, con-sidering
that 90% of the total mercury in fish is in the methylmercury form (FAO,
2013; WHO, 2008). The estimated weekly intake of me-thylmercury was
calculated using mean levels of methylmercury in each species and also the
mean of all species.

The per capita consumption of fish used for the North Region of Brazil
(0.665 kg/week) was derived from a survey conducted by Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica (IBGE, 2011) from July 2008 to June 2009. The per
capita consumption of fish for the riverines of Madeira River (2.842 kg/week)
described by Oliveira et al. (2010) was also considered. The body weight
established by WHO (2008) for adults of 60 kg was used.

Total mercury was converted into methylmercury by multiplying total
mercury by 0.90 (Who, 2008; Watanabe et al., 2012) as most of the mercury
in fish is in the methylmercury form. The estimated dietary exposure to
methylmercury was expressed in micrograms per kilogram body weight per
weekly and compared to a threshold of 1.6 pg/kg body weight (bw),
corresponding to the provisional tolerable weekly intake (PTWI) for
methylmercury (JECFA, 2003).

2.3. Methods of analysis

2.3.1. Characteristics of the fish

The fish were characterized regarding length, weight and content of lipids.
Fish samples were weighed in a semi-analytical balance (Ohaus Explorer Pro,
Barueri, SP, Brazil) and the standard length (the distance from the tip of the
nose until the caudal fin) was measured with a measuring tape.

Total lipids were quantified after extraction from fish muscle by the Bligh
and Dyer method (Bligh & Dyer, 1959).

2.3.2. Determination of total mercury in fish
Total mercury in fish was determined by means of a Direct Mercury
Analyzer® (DMA-80, Milestone, Sorisole, Italy), which is based on gold
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amalgamation-atomic absorption spectrometry (Makedonski, Peycheva,
& Stancheva, 2015; Panichev & Panicheva, 2015; USEPA, 2007). It included
a catalyzing system (DMA 8133, Milestone) which liberates mercury from
the sample and a gold amalgamation system (DMA 8134, Milestone) which
captures mercury vapors. Compressed air was used as combustion and carrier
gas. Quartz and nickel boats were used for standards and samples,
respectively. The drying and decomposition temperatures/time were 250
°C/150 s and 650 °C/60 s, respectively. The amalgamator heating time was 12
s, which was recommended by Milestone. Readings of the absorbance were
taken at 253.7 nm.

The frozen fish samples were semi-thawed at room temperature,
homogenized and blended thoroughly and 10 to 100 mg samples was weighed
into the boats, which were previously cleaned in the oven at 80 °C.

The levels of total mercury, expressed in mg/kg fresh weight, were

quantified by means of analytical curves ranging from 1 to 8.5 ng (R2 >
0.99617) using quartz boats (USEPA, 2007). A blank (i.e., an empty sample
boat) was analyzed periodically to make sure that mer-cury was not being
carried over between samples. Recoveries varied from 96% to 103% (mean =
99%) and the limit of quantification (LOQ) of the method was 0.01 pg/kg.

2.4. Statistical analysis

Normality and homocedasticity of the data were tested. Non para-metric
results were compared by Friedman and Kruskal Wallis tests, whereas
parametric results were compared by Tukey test, at 5% prob-ability (Sampaio,
2015). Pearson correlation was used to investigate correlation among total
mercury content, lipid content and weight and length of the fish.

3. Results and discussion
3.1. Characteristics of the fish

The fish were characterized regarding length, weight and content of lipids
as indicated in Table 1. Overall, the length of the fish varied from 16.67 cm in
pacu to 27.83 cm in curimatd, with largest values for cur-imata and jaraqui
and smaller values for pacu and sardinha. The length of the fish was not
affected by the location or season for curimaté and jaraqui; however, pacu was
larger in Santa Rosa compared to Puruzinho in the high waters season and
sardinha was larger in Santa Rosa com-pared to Puruzinho in the low waters
season.

With respect to the weight of the fish, they varied from 117.75 g
(sardinha) to 431.17 g (jaraqui). Curimatd, jaraqui and pacu were heavier
compared to sardinha. The location of capture and season did not affect the
weight of curimatd and sardinha; however, jaraqui from Puruzinho were
heavier compared to the one from Santa Rosa in both seasons and pacu from
Santa Rosa was heavier compared to pacu from Puruzinho in the high waters
season.

Lipid contents of the fish muscle varied from 0.72 g/100 g in jaraqui to
11.63 ¢/100 g in pacu. Higher contents of lipids were found in pacu and
sardinha compared to curimatéd and jaraqui. The season affected the contents
of lipids in jaraqui from Santa Rosa, with higher levels in the low waters
compared to the high waters season. No information was found regarding
these characteristics for these fish species.

According to Table 2, there was significant positive correlation be-tween
length and weight for all four fish; however, there was significant positive
correlation between lipid and length only for pacu and between lipid and
weight only for pacu and sardinha. Significant correlation was also found
between weight and length for other types of fish from Negro River (Soares et
al., 2016).

3.2. Distribution of mercury along the fish muscle

The levels of total mercury in the different points along the fish
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Table 1

Mean (median) levels of total mercury and lipids in the muscle and length and weight of
four fish species captured in two different locations in the Madeira River (Puruzinho and
Santa Rosa), near Humaitd, AM, Brazil and in two dif-ferent seasons (high and low
waters) in 2015.

Fish/Places  Seasons Parameters
(Waters)
Hg (mg/ Lipid (go/ Length Weight (g)
kg) 100 g) (cm)
Pacu
Puruzinho  High 0.05¢f 6.68° 18.08? 165.76%2°
Low 0.04f 6.59° 16.67% 195.5120cd
Santarosa  High 0.05¢f 11.63° 22.425¢0 357,621
Low 0.06%f 5.86% 20.082b° 200.6020¢d
Jaraqui
Puruzinho  High 0.12%% 1.89% 25.50% 281.26%f
Low 0.22% 2.0 24.42% 431.17°
Santarosa  High 0.09%f 0.72% 22.170¢d 170.7530¢
Low 0.18%  2.41°% 25.50% 258.69°f
Curimata
Puruzinho  High 0.17%¢ 1.85% 25.50% 233.980°de
Low 0.17%¢ 1.89% 27.83° 327.71°9
Santarosa  High 0.13%¢ 2.25¢ 26.75° 299.93%¢
Low 0.133%¢ 1.718 26.75° 311.98°
Sardinha
Puruzinho  High 0.28%¢ 5.48%% 22,085 119.10°
Low 0.213%¢ 551008 19.25% 117.752
Santarosa  High 0.29% 11.36° 20.08232¢ 135.31%
Low 0.13%d 5.9200 23.08% 123582
n=96.

Median values with different superscripts in the same column are sig-nificantly
different (Kruskal- Wallis test, p <0.05).
Mean values with different superscripts in the same column are sig-nificantly
different (Tukey test, p < 0.05).

(Fig. 1) did not show normal distribution and were not homocedastic,
therefore, the non-parametric test of Friedman (p < 0.05) was used (Sampaio,
2015). According to Table 3, the levels of total mercury along the fish muscle
varied depending on the fish species. For pacu, the levels of mercury in the
upper, dorsal part of the fish (P1-P3) were significantly higher compared to
the lower part (P4—P6). No significant difference was observed among
samples from the dorsal part of the fish; however, at the lower (belly) part,
higher levels were found near the tail (P4) compared to the middle and near
the head. For jaraqui, higher levels of mercury were also found in the dorsal
part of the fish and also at the belly part at the extremities (P1-P4 and P6),
and lower levels were found in the middle of the belly part of the fish (P5).
Curimata had higher mercury levels in the dorsal area, near the head (P3) and
lower levels in the middle of the belly area (P5), no significant difference was
found for the levels in the other locations. In the case of sardinha, no
significant difference was found among the locations.

Based on these results, each fish species accumulated total mercury in the
muscle tissue in a different way; however, there was a tendency

Table 2
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Table 3
Median levels (minimum - maximum) of total mercury in mg/Kg muscle tissue from
different points along the fish from the Madeira River.

Locations Total mercury levels (mg/Kg)/fish species

in fish
Pacu Jaraqui Curimatd Sardinha

P1 0.050% 0.103% 0.126° 0.278%
(0.030-0.140) (0.080-0.140) (0.090-0.180) (0.080-0.460)

P2 0.052% 0.099% 0.137%° 0.268%
(0.030-0.140) (0.070-0.130) (0.090-0.180) (0.080-0.420)

P3 0.051% 0.099% 0.146% 0.284%
(0.030-0.140) (0.070-0.140) (0.090-0.210) (0.090-0.480)

P4 0.045° 0.0992 0.136%° 0.273
(0.030-0.150) (0.070-0.150) (0.090-0.180) (0.080-0.450)

P5 0.036° 0.094° 0.132° 0.289%
(0.030-0.150) (0.060-0.140) (0.100-0.180) (0.060-0.640)

P6 0.039° 0.100% 0.138% 0.250%

(0.020-0.100)  (0.060-0.140)  (0.100-0.200)  (0.090-0.440)

n = 12. Mean values in the same column with different superscripts are sig-nificantly
different (Friedman test, p < 0.5%).

for higher levels in the dorsal compared to the belly/bottom area of the fish,
with lower levels especially in the middle of the bottom part. However,
different from these results, a relatively uniform distribution of mercury
within fish muscle were observed by Cizdziel et al. (2002) for six fish species
from a lake in the United States, including trout, stripped and largemouth
bass, tilapia, catfish and bluegill. They in-vestigated total mercury levels at 27
different locations of the skeletal muscle and found no significant difference (p
> 0.05) on mercury le-vels among sites.

Among factors that can affect mercury levels in muscle tissues, diet and
body fat play important roles. Differences in mercury levels along the muscle
of some fish could be associated with fat deposits in the muscle which vary
among fish species and are also affected by dietary factors (Silva et al., 2016).
Indeed, most of the mercury in fish is available as methylmercury, which is
lipophilic (WHO, 2008) and, therefore, fish with higher amounts of adipose
tissue retains higher levels of mercury (Soares et al., 2016). However, when
correlating total mercury with lipids contents very poor correlations were
found, with positive coefficients for pacu and jaraqui, and negative for
curimatd and sardinha (Table 2). In addition, the distribution of mercury in
fish re-sults from its mobility, which depends on the absorption route from
gills, skin and gastrointestinal tract to the blood and internal organs for final
deposition in the muscle and kidney or elimination through the bile (Ceccatto
et al., 2016; Cizdziel et al., 2002; Régine, Gilles, Yannick, & Alain, 2006;
Watanabe et al., 2012).

Considering that the muscle from the dorsal area along the fish was
considered the best to evaluate the contents of total mercury, and that it
represents the bulk mass of the fish muscle, a procedure was established for
the analysis of the fish samples. This procedure was used throughout this
study. Briefly, the whole dorsal muscle was taken from each fish and it was
homogenized by repeated chopping and mixing of the semi-

Pearson correlation among levels of total mercury and lipids in the muscle and length and weight of four fish species from the Madeira River, near Humaita, AM, Brazil in two seasons

(high and low waters) in 2015.

Parameters Correlation coefficients (p-value)/species
Pacu Jaraqui Curimaté Sardinha
Length (cm) x weight (g) 0.86 (< 0.0001) 0.59 (0.0023) 0.88 (< 0.0001) 0.44 (0.0311)

Length (cm) x lipid (g/100 g)
Weight (g) x lipid (g/100 g)
Hg (mg/Kg) x length (cm)
Hg (mg/kg) x weight (g)

Hg (mg/kg) x lipid (g/100 g)

0.58 (0.0030)
0.72 (0.0001)
-0.03 (0.8741)
~0.08 (0.7067)
-0.15 (0.4847)

0.17 (0.4359)
0.29 (0.1744)
0.52 (0.0095)
0.80 (< 0.0001)
0.25 (0.2470)

0.16 (0.4430)
0.21 (0.3208)
0.06 (0.7775)
~0.06 (0.7815)
-0.13 (0.5399)

-0.15 (0.4858)
0.41 (0.0454)
-0.57 (0.0038)
-0.28 (0.1890)
0.09 (0.6852)

n = 24 for each fish species.
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Fig. 2. Median levels of total mercury in different species of fish widely con-sumed in
the Madeira River basin captured at two locations (Puruzinho and Santa Rosa), near
Humaita, AM, Brazil, in May and October 2015. Minimum and maximum levels are also
shown (lower and upper values, respectively, indicated by the vertical lines) for each fish.

thawed tissue followed by blending using a commercial blender that had been
cleaned and rinsed with deionized water prior to use.

3.3. Total mercury contents in the different fish species

Every fish sample analyzed contained detectable levels of total mercury.
The levels of total mercury in the fish did not follow normal distribution and
were not homocedastic. Therefore, the non-parametric test of Kruskal Wallis
at 5% significance was used to compare results (Sampaio, 2015). The overall
contents of total mercury in the fish ranged from 0.01 to 0.46 mg/kg (n = 96,
LOQ = 0.01 pg/kg), and the variation of contents within each species is
shown in Fig. 2. Smaller variation on total mercury contents were observed
for pacu (0.01 to 0.11 mg/kg) and larger variations for sardinha (0.07 to 0.46
mg/kg). In a similar way, lower median value was observed for pacu (0.04
mg/kg), followed by curimatd (0.13 mg/kg) and jaraqui (0.16 mg/kg), with
higher median for sardinha (0.24 mg/kg).

These results are coherent with the biomagnification of mercury. Indeed,
the presence of mercury in fish allows bioaccumulation related to the feeding
habits along the trophic chain, with the increasing order for herbivorous,
detritivorous, omnivorous and carnivorous (Lima et al., 2016). Since pacu is
herbivorous, jaraqui and curimatd are det-ritivorous, and sardinha is
omnivorous, the contents of total mercury in each fish are coherent with their
feeding habits (Azevedo-Silva et al., 2016; Bastos et al., 2015; Oliveira et al.,
2010; Régine et al., 2006).

These levels of total mercury are similar or lower compared to va-lues
reported in the literature for fish from the Madeira basin at dif-ferent locations
(Bastos et al., 2008; Bastos et al., 2015; Hacon et al., 2014) and also for
locations near Puruzinho, but at the lake (Azevedo-Silva et al., 2016; Oliveira
et al,, 2010). In the study undertaken in Puruzinho Lake in 2005—-2006
(Oliveira et al., 2010), which is further inland from the Madeira river, lower
mean total mercury levels were found for curimaté, similar values for pacu
and jaraqui and lower in sardinha. In this relatively isolated community, the
daily per capita fish consumption was 406 g/day with fish meals ranging from
4 to 14 times/week and the mean hair-mercury contents was high (17.4 £ 11.5
Hg/9).

Pearson correlation indicated that significant correlation was only
observed for jaraqui between total mercury x weight and total mer-cury x
length (positive), and for sardinha between total mercury and length —
negative correlation (Table 2). In a similar way, negative correlation was
observed between total mercury x size for other
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omnivorous fish (Bastos et al., 2015).

Based on these results, the levels of total mercury in fish from the Madeira
river have similar or slightly lower levels compared to previous studies, and,
therefore, the contamination of the river remains in spite of official measures
to mitigate mercury use, especially near riverine communities which depend
heavily on fish as the main source of pro-tein (Bastos et al., 2015; Oliveira et
al., 2010). These results emphasize the possibility of health problem
generated by the continuous and long term exposure of riverine communities
to mercury.

The total levels of mercury found in the fish are below the limit of 0.5
mg/kg established by Brazil (Brasil, 2013) and also limits estab-lished in
other countries and communities (WHO, 1990); however, there is need for the
continuous monitoring of mercury levels, mainly the most widely consumed
species by the riverine communities. Mea-sures are also needed to mitigate
contamination, by better monitoring through regulatory agencies and
educational programs with respect to fish consumption especially vulnerable
individuals, i.e. children, preg-nant women and women at childbearing age.

3.4. Total mercury contents in fish captured at different locations

The contents of total mercury in fish from the two locations in the
Madeira River, near Humaita, AM, are described in Table 1 — Santa Rosa and
Puruzinho lgarapé. These are typical fishing areas which provide fish to the
riverine communities and also to Humaita. Pur-uzinho is the closest to
Humaita, downstream; and Santa Rosa is further downstream, but closest to
artisanal gold mining boats sites.

No statistical difference on total mercury contents between loca-tions of
capture for all fish species was found (p > 0.05). However, the contents of
total mercury in jaraqui from Puruzinho in the low waters season were higher
than to the one from Santa Rosa in the high waters season; however jaraqui
from Puruzinho in the dry season were sig-nificantly heavier compared to
other jaraqui, and this may be the reason why the levels of total mercury were
higher in these heavier fish.

Therefore, these results suggest that the place of capture within the
Madeira River did not affect total mercury content in the fish despite the
different characteristics of the two places. Similar results were de-scribed in
the literature for other locations of the Madeira River, sug-gesting that
mercury content in fish in this river is not site-specific (Bastos et al., 2008;
Bastos et al., 2015).

3.5. Total mercury contents in fish captured in the different seasons

The levels of total mercury in fish from the different seasons —high
water/rainy and low waters/dry were not statistically different (p > 0.05) for
both curimaté and pacu, as indicated in Table 1. In a similar way, there seems
to be no significant difference between seasons for jaraqui and sardinha, even
though there were two peculiar situa-tions in which differences were
observed. In the first, jaraqui from both Puruzinho and Santa Rosa had higher
total mercury in the low water season compared to high waters; but jaraqui
from the low water were heavier compared to the high water season, which
can account for the difference in total mercury levels. Similar results have
been reported for other detritivorous fish, and it was reasoned that the high
water season causes dilution of mercury in the water bed, decreasing its
availability. Furthermore, during the high waters season, artisanal gold-
mining ac-tivities are stopped due to high waters (Bastos et al., 2008).

In the second case, sardinha from Santa Rosa in the rainy season had
higher levels of total mercury compared to the dry season. It also had higher
levels of lipids, twice as much for both total mercury and lipids, however no
correlation was found between total mercury levels and lipids in sardinha
(Table 2). Moreover, studies on the feeding habits of sardinha indicated that
in the high waters season there is higher availability of feed (zooplancton,
algae, vegetables remains, fruits, seeds and insects), whereas in the low
waters season only feed with lower bio-accumulation of mercury are available
(Oliveira et al., 2010).
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Table 4

Levels of total mercury and methylmercury in fish and estimatedexposure to
methylmercury from consumption of four fish species from the Madeira River by the
Northern Brazilian and riverine population near Humaita, AM, Brazil.

Population/Fish Levels (ug/kg) Exposure (Hg/kg bw week) % PWTIC
Hg MeHg
Northern Brazilian®
Pacu 50 45 0.499 31.2
Jaraqui 110 99 1.097 68.6
Curimata 150 135 1.496 935
Sardinha 290 261 2.893 180.8
Mean 150 135 1.496 935
Riverine®
Pacu 50 45 2.132 133.3
Jaraqui 110 99 4.689 292.9
Curimata 150 135 6.395 399.7
Sardinha 290 261 12.363 772.7
Mean 150 135 6.395 399.7

MeHg: methylmercury; bw: body weight (60 kg); PTWI: provisional weekly tolerable
ingestion.

a) Consumption of fish per week in the Northern Region of Brazil: 0.665 kg (IBGE,
2011).

b) Consumption of fish per week by the riverine population of Madeira River: 2.842 kg
(Oliveira et al., 2010).

3.6. Evaluation of methylmercury exposure from fish consumption

The estimated methylmercury exposure from fish consumption
considering the contents of total mercury in fish demonstrated in the present
study is described in Table 4. In order to characterize the risk of the
population from the North region of Brazil and of the riverine of Madeira
River to methylmercury exposure through the consumption of fish, the
estimated intake was compared with the toxicological para-meter of safe
intake, i.e. PTWI 1.6 pg/kg bw per week (JECFA, 2003). A potential health
risk to the population was identified when the esti-mated exposure exceeds the
reference value.

It is interesting to observe that even though mercury levels detected in fish
were in compliance with legislation, the consumption of most of these fish
would represent exposure to methylmercury above the safe limit of intake,
which is a risk to the Amazonian population. According to current results, if
one uses pacu (herbivorous fish) as the only source of fish by Northern
Brazilian population, methylmercury levels would provide an exposure below
the safe limit of intake for methylmercury (31.2% of PTWI) established by
JECFA (2003). When considering the contents of methylmercury calculated
in detritivorous fish, the ex-posure would vary from 69% to 93.5% (jaraqui
and curimatd, respec-tively) of PTWI. The highest methylmercury exposure
(181% of PTWI) was related to sardinha consumption, which is omnivorous.

These values for methylmercury exposure are of concern mainly to the
more susceptible groups, such as children, pregnant women and women of
childbearing age. JECFA (2003) and FAO (2016) consider that intakes up two
times higher than the existing PTWI would not pose any neurotoxicity risk in
adults.

When considering the riverine communities of the Madeira River which
use fish as the main source of protein, fish consumption (148.2 to 180 kg per
capita per year) is much higher compared to the overall Amazonian
population (Hacon et al., 2014; Oliveira et al., 2010). Considering the fish
consumption reported by Oliveira et al. (2010), exposures to methylmercury
of 133% to 773% above the safe limit of intake were found. These values are
around four times higher than the estimated methylmercury exposure for the
Northern Brazilian popula-tion. Alteration in visual function, tinnitus and
behavioral manifesta-tions of neurological effects on motor functions in the
Amazon Basin population, typical of methylmercury exposure have been
reported in the literature (Cardoso et al., 2014; Hoshino et al., 2015).
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Therefore, because of methylmercury contamination in fish and due to the
relevance of fish to the diet of Madeira River riverines, it is suggested that fish
selection for consumption should be directed to-wards herbivorous or those
which tend to accumulate lower con-centrations of mercury. Among the fish
included in this study, species like pacu could be eaten without restrictions,
curimatd and jaraqui should be consumed with moderation and fish like
sardinha should be avoided mainly for women of childbearing age.

The concentrations of methylmercury calculated in fish and the estimated
intake by Amazonians confirm that mercury is still a serious problem resulting
in threat to human health in the region and deserve continuous monitoring
programs and long term initiatives to minimize health problems associated
with this heavy metal.

4. Conclusions

The four most popular fish from the Madeira River were char-acterized
regarding weight, length and lipids content. Significant cor-relation was found
between weight x length for all of them. Lipid correlated with length for pacu
and with weigth for pacu and sardinha. Total mercury content varied along
the muscle of the fish, except for sardinha. Therefore, sampling was
performed with the dorsal muscle tissue along the fish followed by
homogenization to have a re-presentative and homogeneous sample. Total
mercury levels varied widely (0.01-0.46 mg/kg) in the fish. Higher median
levels were found in sardinha (0.24 mg/kg), followed by curimata (0.16
mg/kg), jaraqui (0.13 mg/kg) and pacu (0.04 mg/kg), corresponding with the
re-spective feeding habits along the trophic chain. Total mercury levels were
not affected by the location of fish capture and by high and low waters
seasons. There was significant positive correlation between total mercury
levels x length for jaraqui however it was negative for sar-dinha. Total
mercury correlated significantly with length and weight for jaraqui and with
lenght for sardinha (negative correlation).

Mercury levels in fish complied with legislation; however, because of the
high fish consumption, the estimated intake exceeds the PTWI 1.6 pg/kg bw
per week (JECFA, 2003) and, therefore, represents a po-tential health risk to
the population. Therefore, it is suggested that campaigns encourage and guide
the vulnerable population to select fish with lower mercury contamination,
such as herbivorous fish and to consume moderately other fish.
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