‘@W

FUNDACADO

5. renova

[//
/I

PLANO DE TRABALHO - ATENDIMENTO A CLAUSULA 165 DO TERMO DE
TRANSACAO E DE AJUSTAMENTO DE CONDUTA

Outubro/2017



ATENDIMENTO A CLAUSULA 165 DO TERMO DE TRANSACAO E DE
AJUSTAMENTO DE CONDUTA

PLANO DE TRABALHO

Belo Horizonte/2017



RESUMO

Neste Plano sdo apresentadas as metodologias a serem utilizadas para
cumprimento da Clausula 165 do TTAC, em acordo com o item II, alineas “a” e “b”
da referida Clausula, com o Termo de Referéncia 4 - Programa de Monitoramento da
Biodiversidade ~ Aquatica (TR4) e com a Nota Técnica n°
3/2017/CTBio/DIBIO/ICMBIo. O TR4 é bastante abrangente em seu contetdo:
apresenta oito anexos que tratam de diferentes linhas de estudo para monitoramento
da biodiversidade aquatica, analises ecotoxicoldgicas e de bioacumulacdo e de
qualidade de a4gua e sedimentos nos ambientes de manguezais, praias e areas de foz,

estuarinas e marinhas.
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1. SUMARIO EXECUTIVO

O presente Plano de Trabalho é apresentado pela Fundacdo Renova em atendimento a
Clausula 165 do Termo de Transacao e de Ajustamento de Conduta (TTAC) e a Deliberagéo n°
112 do Comité Interfederativo (CIF), de 26 de setembro de 2017. Tem como objetivo
reapresentar as metodologias propostas para cumprimento das alineas “a” e “b” do item II da
Clausula 165 e dos Anexos do Termo de Referéncia 4 - Programa de Monitoramento da

Biodiversidade Aquética (TR4), e seus respectivos cronogramas de execucao.

A referida Deliberacdo determina que a Fundacdo Renova apresente adequacéo do Plano
de Trabalho anteriormente apresentado conforme as recomendacdes da Nota Técnica n°
3/2017/CTBio/DIBIO/ICMBIo. Esta Nota Técnica analisa ponto a ponto ndo s6 o atendimento
a Deliberagdo n° 79 do CIF, mas também responde a questionamentos enviados pela Renova a
Camara Técnica de Conservacdo e Biodiversidade (CTBio) em 08/08/2017 por meio do Parecer
Técnico “Questionamentos a0 Termo de Referéncia 4 - Programa de Monitoramento da

Biodiversidade Aquatica”.

Ressalta-se que este Plano de Trabalho volta a descrever parte das acdes referentes ao
Anexo 2 do TR4, pois a Deliberagdo n° 112 do CIF determina, em seu item b, “Incluir 0s pontos
de amostragem referentes aos ambientes dulcicolas no trecho capixaba do Rio Doce (pontos 17
a 22) previstos nos anexos 01 e 03 do Termo de Referéncia n® 04/2016” (sic), quais sejam, 0S

pontos de amostragem do Anexo 2.
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2. APRESENTACAO

Neste Plano séo descritas as metodologias a serem utilizadas para cumprimento da
Clausula 165 do TTAC, em acordo com seu item II, alineas “a” e “b”, e com 0 TR4. O termo
mencionado foi elaborado pelo ICMBIo e recebido pela Fundagdo Renova em 20/10/2016. O
TRA4 é bastante abrangente em seu conteldo: apresenta oito anexos que tratam de diferentes
linhas de estudo para monitoramento da biodiversidade aquética, analises ecotoxicoldgicas e de
bioacumulacéo e de qualidade de agua e sedimentos. Por decisdo da Deliberacdo n° 79 do CIF,
este Plano de Trabalho contempla apenas parcialmente o Anexo 2 - Estudo e Monitoramento
do Ambiente Dulcicola da Area Ambiental |, para que fossem incluidos os pontos de
amostragem deste anexo que coincidem com a obtencdo de amostras necessarias as analises

previstas nos Anexos 1 e 3 do TR4 por determinacdo da Deliberacdo n° 112 do CIF.

O Plano também inclui cronogramas de execucdo dos estudos associados aos Anexos
do TR4 descritos neste documento. Como forma de facilitar a analise, este Plano de Trabalho

segue o0 ordenamento visto a sequir:

a) Item Il da Clausula 165.

b) Anexo 1 - Monitoramento ecotoxicolégico dos impactos causados pela lama oriunda do
rompimento da barragem de Mariana (MG) em regides dulcicolas, estuarinas e marinhas.

¢) Anexo 2 - Estudo e Monitoramento do Ambiente Dulcicola da Area Ambiental 1.

d) Anexo 3 - Estudo e monitoramento ambiental no rio Doce, area estuarina e marinha
(Area Ambiental 1).

e) Anexo 4 - Monitoramento de potenciais impactos do rejeito de minério de ferro na praia
e antepraia adjacentes da desembocadura do rio Doce.

f) Anexo 5 - Alteracdes ecologicas na dindmica dos manguezais e vegetacdo de restinga
sob influéncia dos sedimentos provenientes do rio Doce.

g) Anexo 6 - Monitoramento de mamiferos, tartarugas e aves marinhas associados a foz do
rio Doce, plataforma continental e areas protegidas adjacentes.

h) Anexo 7 - Estudo e monitoramento da ictiofauna marinha e estuarina.

i) Anexo 8 - Monitoramento da sedimentacdo no Parque Nacional Marinho dos Abrolhos

e regides relacionadas.
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j) Cronograma de Execucéo.

N\

K) Equipe Executora.

A Fundacdo Renova prop0s alteracdes das diretrizes do TR4, seja para ordenar o
processo de formulacdo de hipOteses sobre a ocorréncia de impactos ou para otimizar 0s
recursos a serem disponibilizados para as atividades. O objetivo destes ajustes é contribuir para
0 aprimoramento técnico das ag¢Oes previstas ao longo do monitoramento, de forma a buscar
respostas assertivas sobre os impactos causados aos ambientes e a biota estuarina e marinha.
Parte destas sugestfes foi apresentada na segunda versao do Plano de Trabalho, aprovada com
ressalvas pela Deliberacdo n® 112 do CIF, e outra parte no Parecer Técnico “Questionamentos
ao Termo de Referéncia 4 - Programa de Monitoramento da Biodiversidade Aquatica”. As
modificacbes aceitas pela CTBio, conforme expostas na Nota Técnica n°
3/2017/CTBio/DIBIO/ICMBIo, foram integradas ao presente documento.

Os parametros propostos neste plano serdo reavaliados ao término do primeiro ano de
monitoramento, quando poderdo sofrer adequagdes em funcdo de:

a) Relevancia dos resultados obtidos em termos de respostas assertivas dos parametros
quanto a identificacdo e mensuracdo dos impactos ambientais;

b) Custos aplicados para monitoramento dos parametros;

c) Necessidade de inclusdo de novos parametros de monitoramento em decorréncia dos

resultados obtidos.

A avaliacdo acima citada sera realizada por pesquisadores diretamente envolvidos nos
monitoramentos, pesquisadores externos, Fundacdo Renova e CTBio. Seu produto sera

submetido ao CIF para avaliacéo.

Nesta versao do Plano de trabalho ¢ acrescentado um item sobre “Premissas”, que versa
sobre as condicOes gerais dos trabalhos a serem desenvolvidos. Este item apresenta condi¢Ges
para o desenvolvimento de todas as atividades, sendo que seu contetdo permeia mais de um
anexo e seus respectivos processos, como o depdsito de amostras bioldgicas em colecdes de

referéncia.



Por ultimo, as coordenadas dos pontos de amostragem apresentadas no TR4 possuem
notacOes diferentes, ora sendo apresentadas em coordenadas decimais, ora em coordenadas
geogréficas, ora em UTM, e sem indicagdo do datum. Neste Plano de Trabalho todas as
coordenadas foram convertidas para o datum SIRGAS2000 e sdo apresentadas sempre em
UTM, da forma como serdo apresentadas nos relatérios dos monitoramentos. Assumiu-se para
esta conversdo que o datum das coordenadas apresentadas no TR4 era SAD69, o mais
comumente utilizado antes da adog&o do SIRGAS2000.
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3. PREMISSAS

3.1 Coletas e Amostras

Conforme solicitacdo do TR4, os organismos coletados ou suas partes (no caso de dentes
ou outras partes Osseas, amostras de tecidos, penas, etc.) serdo tombados em colecGes de
referéncia, preferencialmente de instituicdes de Minas Gerais ou Espirito Santo. O tombamento
dos exemplares ou de suas partes deve ser feito acompanhado de informacg6es sobre local de
coleta (com as devidas coordenadas em UTM, datum SIRGAS2000), data de coleta, nome do
coletor, método de coleta e outras observacGes relevantes. Para a obtencdo de licengas ou
autorizacdes de captura, coleta e transporte de material botanico ou zooldgico, sera apresentada
ao orgdo responsavel carta de aceite da instituicdo depositaria, explicitando a capacidade para
recebimento e guarda do material em condic¢des adequadas e disponibilizando sua consulta aos
pesquisadores interessados, de forma que seja montado acervo capaz de atender a outros estudos
pelo maior periodo de tempo que a preservacdo do material permitir.

O esforco de coleta bem e a integracdo dos resultados devem ser otimizados, de maneira
a possibilitar maior eficiéncia aos estudos e a eutandsia do menor nimero possivel de

exemplares.

3.2 Prazos e Produtos

Os monitoramentos tém previsdo de cinco anos de duragdo. O TR4 adiciona ao TTAC
a necessidade de avaliagdo da continuidade do Programa apoés este periodo conforme checagem

dos impactos detectados.

Durante o periodo dos monitoramentos, devem ser entregues relatérios semestrais para
cada componente do Programa. Apos a entrega destes relatérios, o TR4 prevé a realizacdo de
um workshop para avaliagdo técnico-cientifica dos resultados, podendo verificar a adequacéo
do Programa e sua integracdo com as agOes e resultados de outros projetos e estudos. A
coordenacao dos workshops, ainda conforme determinacao do TR4, ficara a cargo do ICMBIo

em articulagcdo com os demais 6rgdos ambientais.
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E ainda prevista avaliacdo continua do Programa de Monitoramento pelo Grupo Técnico

i

de Acompanhamento, formado por técnicos a serem indicados pelo ICMBio, IBAMA e
Secretarias Estaduais de Meio Ambiente dos estados de Minas Gerais e Espirito Santo. Este

grupo tem como atribuices:

e participar de workshops para avaliacdo técnico-cientifica dos resultados apos a entrega
dos relatdrios semestrais;

e realizar a consolidacdo e analise interpretativa dos dados gerados pelo monitoramento
em reunides presenciais trimestrais, com duracdo minima de dois dias;

e realizar, aseu exclusivo critério e a qualquer tempo ou oportunidade, avaliacdes técnicas
nos laboratérios e participar das campanhas de monitoramento, devendo a Fundacao
Renova disponibilizar, sempre que solicitada, o planejamento das campanhas de

monitoramento, de forma a permitir este acompanhamento.

O TR4 define que o custeio das despesas dos agentes publicos que irdo compor o Grupo
Técnico de Acompanhamento sera feito pela Fundagio Renova. E claro no TR o cunho de
avaliacdo e fiscalizacdo destas atividades. Cumpre informar que este tipo de custeio estd em
desacordo com as finalidades dos recursos destinados a instituicdo. N&o obstante, o

planejamento das campanhas serd sempre fornecido aos érgdos ambientais.

O monitoramento tera carater adaptativo, sendo possivel propor alteracBes para as
frequéncias de amostragem, nimero de esta¢des/pontos/transectos de amostragem e analises a
serem realizadas sempre que necessario. A Fundacdo Renova considera desejavel que este tipo
de avaliacéo seja feito minimamente ao final de cada ano do monitoramento, apos a entrega dos
relatorios, verificando a necessidade de melhor adequacdo do Programa aos seus objetivos.
Recomenda-se que ao final do primeiro ano de monitoramento priorize-se a proposicdo de
medidas reparatdrias que ja puderem ser relacionadas a impactos observados e mensurados ou,
ao menos, de novas perguntas que possam direcionar as agdes do Programa e torna-lo
efetivamente capaz de oferecer respostas sobre a existéncia e dimenséo de eventuais impactos

sobre os diversos componentes sob anélise.
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3.3 Execucdo dos Produtos e Qualificacdo das Instituicdes e Equipes

A Fundacdo Renova estd em fase final de negociacdes com a Fundacdo Espirito-
Santense de Tecnologia (FEST), fundacéo de apoio universitario da Universidade Federal do
Espirito Santo (UFES), que serd a entidade juridica com a qual serd firmado Acordo de
Cooperacdo para a contratacdo do grupo de pesquisadores que serdo responsaveis pela
conducdo dos estudos. A FEST ja informou a Renova, por meio de sua proposta técnica, quais
serdo os profissionais que irdo coordenar os estudos relacionados neste Plano de Trabalho. A
Renova fez a analise dos curriculos e experiéncias destes profissionais, tendo aprovado
tecnicamente todo o grupo apresentado. A relacdo destes profissionais, assim como as
instituicdes a que estdo afiliados e Anexos pelos quais serdo responsaveis, € apresentada no

item 6 deste documento, intitulado “Equipe Executora”.

3.4 Recebimento, Armazenamento e Distribuicdo dos Dados
O TR4 define que os dados brutos de todas as analises a serem realizadas por este
Programa de Monitoramento devem ser enviados ao CIF, ICMBio, IBAMA e as Secretarias
Estaduais de Meio Ambiente dos Estados de Minas Gerais e Espirito Santo. Os dados brutos
serdo armazenados e disponibilizados pela Fundacdo Renova em um banco de dados aberto a
ser elaborado pela Fundacdo em atendimento as diretrizes apresentadas pela CTBio e CTFLOR.

Os dados gerados devem ser divulgados pela Fundacdo através da Internet.

Este banco tem prazo de entrega de seis meses ap0s o inicio dos monitoramentos
previstos neste Plano de Trabalho e ira conter ndo s6 os dados referentes a Clausula 165, mas

também aqueles dos estudos relacionados as Clausulas 164, 166 e 181.

Em reunido intercamaras ocorrida em 25/10/2017, foi apresentado o planejamento para
elaboragéo do sistema de banco de dados da Fundagdo Renova. Este mesmo planejamento foi
apresentado ao CIF na reunido ordinaria desta entidade, ocorrida em 23/10/2017, onde foram
solicitadas corre¢Oes e melhorias. Foi definido que serdo discutidas as sugestdes apresentadas
pelo CIF e Camaras Técnicas em novas reunides coordenadas pela CTFLOR, sendo parte destas

discussbes o cronograma detalhado de desenvolvimento e apresentacdo da ferramenta. A
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Fundacdo Renova ira manter a CTBio informada sobre estas definicdes e cronograma, para

nw

acompanhamento.

Até que esta etapa de desenvolvimento do Banco de Dados seja concluida, as
informacdes geradas pelo Programa de Monitoramento serdo disponibilizadas no sistema
WebGis ja em operacdo na Fundacdo Renova. Além disso, os dados brutos podem ser

disponibilizados em planilhas Excel, csv ou outros formatos, conforme solicitacdo da CTBio.
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4. DESCRIQAO DO PLANO DE TRABALHO
4.11tem Il da Clausula 165

O item Il da Clausula 165 solicita a apresentacdo de resultados de estudos para
identificacdo e caracterizacdo do impacto agudo e crénico sobre as espécies e cadeia trofica dos
ambientes dulcicolas, estuarino e marinho e de avaliacdo do habitat de fundo marinho, incluindo
algas calcéreas, rodolitos e corais, nas areas estuarinas, marinhas e da foz do rio atingidas pelo

material oriundo do rompimento da barragem.

O estudo solicitado neste item do TTAC sera elaborado a partir de informagdes de “linha
de base”, ou seja, dados disponiveis em relatérios técnicos realizados pela Samarco, Fundagao
Renova, 6rgdos ambientais, 6rgdos governamentais de controle e fiscalizacdo (p.ex., IGAM,
ANA, CPRM) instituicdes de pesquisa, artigos, livros e outras fontes acerca das condicdes da
biota e dos ambientes em periodos anterior e posterior ao rompimento da barragem. Este estudo
deve apresentar, de forma clara e objetiva, as condi¢des gerais destes componentes antes do
rompimento e os impactos potenciais/verificados decorrentes da passagem da pluma de rejeitos

nos ambientes dulcicola, estuarino e marinho.
Para a elaboragéo deste estudo, serdo selecionados dados sobre:

a) caracterizacdo dos rejeitos liberados pelo rompimento da barragem;

b) analises fisico-quimicas e impactos sobre a qualidade da 4gua e sedimentos (rio Doce e
mar);

c) analises ecotoxicologicas, de biodisponibilidade e de bioacumulacdo nos rios, regido
estuarina, praias e organismos aquaticos;

d) monitoramentos de fitoplancton, zoobentos dulcicolas e de ictiofauna, ictioplancton e
carcinofauna estuarina e marinha adjacentes a foz do rio Doce;

e) estudos sobre algas calcareas e rodolitos na regido da foz do rio Doce.
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Outros estudos sobre temas afeitos ao objetivo deste documento podem ser

acrescentados a analise, conforme disponibilidade, com o objetivo de enriquecer seu conteudo

e permitir conclusdes mais acuradas.

Este estudo devera contemplar o maximo possivel de informacgbes disponiveis nos

periodos anterior e posterior ao evento, de forma a permitir comparacdes, inferéncias e a

definicdo de agdes que possam complementar suas conclusdes ou a validacdo/propostas de

melhorias para a¢des ja previstas.

b)

d)

4.2 Anexo 1 - Monitoramento ecotoxicoldgico dos impactos causados
pela lama oriunda do rompimento da barragem de Mariana (MG)

em regides dulcicolas, estuarinas e marinhas

4.2.1 Objetivos

Investigacdo dos efeitos causados pela exposicao cronica e aguda ao sedimento e a agua
de regides dulcicolas, estuarinas e marinhas, através de testes de toxicidade em
laboratdrio usando organismos como bioindicadores;

Avaliacdo das concentra¢Bes de metais na agua e em organismos aquaticos (agua doce,
estuarina e marinha) de diferentes niveis da cadeia trofica, incluindo os recursos
pesqueiros (peixes e crustaceos), a avifauna, a mastofauna e a herpetofauna aquaticas;
Anélise de biomarcadores de exposicao e efeito de metais em organismos aquaticos
(4gua doce, estuarina e marinha) de diferentes niveis da cadeia trofica;

Avaliacdo da microbiota e deteccdo de bioindicadores de impactos ambientais no
sedimento e na 4gua na Area Ambiental 1 e na regifo costeira adjacente a foz do rio
Doce, bem como em corais de recifes proximos ao sul do Parque Nacional Marinho dos

Abrolhos e recifes-controle fora de possiveis rotas de dispersdo dos sedimentos.

Ressalta-se que os objetivos do Anexo 1 mencionam avalia¢fes e analises nos ambientes

e organismos de &gua doce. A selecdo de sitios de amostragem e metodologias de coleta nos

ambientes dulcicolas é feita no Anexo 2 do TR4, que foi retirado do escopo deste Plano de
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Trabalho pela Deliberacédo n° 79 do CIF. Desta maneira, este Plano de Trabalho descreve apenas

nw

0s parametros e aspectos do Anexo 1 referentes aos ambientes estuarinos e marinhos. A coleta

dos parametros no ambiente dulcicola ira aguardar a revisdo do Anexo 2.

4.2.2 Area de Estudo
Conforme definido pelos Anexos 1 e 3 do TR4, amostras de agua, sedimento e
organismos seriam coletadas na bacia do rio Doce, na regido estuarina, na regido costeira e nas
praias adjacente a sua foz. Com a exclusdo dos ambientes dulcicolas de Minas Gerais, oriunda
das decisdes apresentadas nas Deliberagfes n° 112 e 113 do CIF, os pontos 1 a 16 dos Anexos
1 e 2 ndo sdo considerados neste Plano de Trabalho. Sdo mantidos os pontos 17 a 26,

pertencentes a por¢do capixaba do rio Doce e regido estuarina (Quadro 1).

Quadro 1 - Pontos de amostragem do Anexo 1 - TR4 na porcao capixaba do rio Doce e regido estuarina.

Ponto Local Coordenadas UTM (datum SIRGAS2000)
X Y
17 Rio Guandu 288351,08 7828746,17
18 Lagoa do Limdo 355688,84 7837447,02
19 Lagoa Nova 377287,60 7855827,03
20 Lagoa Japarana 385766,88 7859664,14
21 Rio Doce 38714467 7853249,98
22 Rio Doce 410025,62 7837309,00
23 Lagoa do Areédo 411472,58 7835831,65
24 Lagoa do Areal 413154,34 7834176,33
25 Lagoa Monsaraz 415912,93 7837161,08
26 Foz do rio Doce 414079,86 7828234,12

Fonte: Anexo 1, TRA4.

Na foz do rio Doce e regido costeira adjacente é previsto um primeiro conjunto de 30
pontos de amostragem distribuidos por oito localidades (Quadro 2). Para este conjunto, 0
objetivo principal serd ‘“monitorar os parametros fisico-quimicos, investigar efeitos
ecotoxicoldgicos causados pela exposicdo crénica e aguda, a contaminagdo por metais e 0s

efeitos bioldgicos da pluma de sedimentos a partir da foz do rio Doce”.
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Quadro 2 - Pontos de amostragem do Anexo 1 - TR4 na foz do rio Doce e regido costeira adjacente.

Localidade

Vitoria (ES)

Barra Nova (So Mateus, ES)

Abrolhos (BA)

Itaunas (Conceicédo da Barra, ES)

Degredo (Linhares, ES)

Foz do rio Doce (Linhares, ES)

APA Costa das Algas e RVS Santa Cruz
(Aracruz, ES)

APA de Setiba (Guarapari, ES)

Fonte: Anexo 1, TRA4.

X

373370,92
378037,01
435969,74
462242,81
532065,56
525452,40
475936,13
430449,20
463552,34
429405,30
451968,30
428268,74
427720,85
417558,23
422768,53
407208,69
399458,35
384042,73
404234,57
386404,58
401062,64
407337,87
411663,74
391744,43
411675,47
400469,81
355156,85
357393,32

Coordenadas UTM (datum SIRGAS2000)

Y

7759040,18
7755589,67
7903774,11
7903846,12
8010704,39
8022616,67
8017006,73
7964547,90
7956840,44
7864891,21
7856730,30
7842923,74
7832036,66
7826708,46
7819938,12
7805922,41
7814269,72
7790616,41
7791153,28
7782339,82
7777853,95
7772381,14
7782961,89
7787277,00
7795169,07
7781684,29
7723667,77
7719405,95
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Nas praias adjacentes a foz do rio Doce as coletas terdo como objetivo anélise dos efeitos

i

ecotoxicoldgicos oriundos da exposicao cronica e aguda, analises da contaminacdo por metais
e resposta de biomarcadores. A area de abrangéncia deste monitoramento quimico e bioldgico
serdo as praias entre Aracruz e S3o Mateus. Sdo propostas 10 estacGes de amostragem,
incluindo éreas da Reserva Bioldgica (REBIO) de Comboios, da Area de Prote¢ido Ambiental
(APA) Costa das Algas e do Refugio de Vida Silvestre (RVS) de Santa Cruz (Quadro 3).

Quadro 3 - Pontos de amostragem do Anexo 1 - TR4 nas praias adjacentes a foz do rio Doce.

B Coordenadas UTM (datum SIRGAS2000)
Estacdes de Amostragem

X y
Aracruz 1: Refugio 379908,15 7787892,37
Aracruz 2: Padres 382269,99 7795558,41
Doce Sul 1; Barra Do Riacho 389346,33 7807767,56
Doce Sul 2: Comboios 398483,36 7818546,19
Doce Sul 3: Regéncia 407416,09 7824460,93
Doce Norte 1: Povoacédo 417863,32 7834350,26
Doce Norte 2: Vila De Cacimbas 426646,32 7857980,26
Doce Norte 3: Pontal Do Ipiranga 425784,32 7877396,26
Doce Norte 4: Urussuquara 423026,32 7897769,26
Doce Norte 5: Guriri 421308,32 7929528,26

Fonte: Anexo 1, TR4.

As andlises ecotoxicoldgicas em aves merecem delimitacdo de area de estudo particular
por parte do Anexo 1. Isto é justificado pela variedade de habitos destes animais, que se
distribuem por regides limnicas, estuarinas, costeiras e marinhas, e pela heterogeneidade
ambiental das areas afetadas. Dessa maneira, 0 Anexo 1 determina que as tendéncias nas
eventuais concentracfes de contaminantes em tecidos de aves sejam monitoradas em 13 areas
de amostragem distintas, sendo oito ao longo do rio Doce, uma em cada um dos ambientes

estuarinos, de manguezais e costeiros, e duas areas de amostragem marinhas. O Anexo 1 nédo

fornece as coordenadas de localizacéo destas areas de amostragem, apesar da Nota Técnica n°
3/2017/CTBIio/DIBIO/ICMBI0 mencionar que sdo indicadas na Tabela 3 do TR4, mas

apresenta um mapa com poligonos delimitando as seguintes areas:
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Rio Gualaxo do Norte

Rio do Carmo (trecho afetado)

e Rio Doce (Pargque Estadual do Rio Doce)

¢ Rio Doce (a montante da foz do rio Corrente)

¢ Rio Doce (a montante da foz do rio Suagui Grande)
e Rio Doce (a montante da foz do rio Manhuagu)
¢ Rio Doce (entre Colatina e Linhares)

¢ Rio Doce (entre Linhares e Regéncia)

e Estuario do rio Doce (Linhares)

e Manguezal na foz do rio Doce (Linhares)

o Costa adjacente a foz do rio Doce (norte e sul)
e Area marinha (amostragem a bordo)

e Abrolhos

Observou-se gque as primeiras oito areas listadas acima coincidem com a malha de
amostragem proposta pelo Parecer Técnico n® 1/2017-COREC/CGBIO/DBFLO, que trata dos
monitoramentos da fauna e flora terrestre no ambito da Notificacdo IBAMA 678322-E, de
03/12/2015. Este Parecer foi enviado & Samarco em 08/06/2017 e seu Plano de Trabalho
protocolado no IBAMA-ES em 23/06/2017. Posteriormente, 0 monitoramento de fauna e flora
terrestre foi conjugado a Clausula 168 do TTAC por meio da Deliberacdo n° 91 do CIF.
Ressalta-se que o referido Parecer Técnico contempla a coleta de sangue e penas de aves para
andlise de metais. Dessa maneira, é configurada sobreposi¢cdo de escopo entre os dois

monitoramentos.

Esta e outras duvidas levaram a Fundagdo Renova a enviar e-mail a CTBio, em
28/09/2017, uma lista de perguntas visando esclarecimento de alguns pontos da Nota Técnica
n° 3/2017/CTBio/DIBIO/ICMBIo. Especificamente sobre a coincidéncia parcial das malhas de
amostragem do Anexo 1 e do Parecer Técnico, a Fundacgdo sugeriu manter as oito areas comuns
aos dois documentos como escopo do Parecer Técnico, evitando sobreposicdo de esforcos e

otimizando os recursos que ja serdo mobilizados para 0 monitoramento de fauna terrestre na
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coleta de penas, sangue e dos parametros de populacdes e comunidades. A CTBio concordou

nw

com a sugestdo apresentada, conforme registrado na ata da 152 Reunido Ordinaria desta Camara.

Dessa maneira, sdo mantidas no escopo do Anexo 1 do TR4 as &reas de amostragem de
aves referentes ao estuario do rio Doce (Linhares), manguezal na foz do rio Doce (Linhares),

costa adjacente a foz do rio Doce (norte e sul), area marinha (amostragem a bordo) e Abrolhos.

Os resultados das analises das amostras de sangue e penas de aves coletadas nas areas
de amostragem do monitoramento de fauna e flora e do Anexo 1, conforme revisdo acima,
deverdo ser comparados com aqueles oriundos da analise de amostras de 10 exemplares por

espécie que tenham sido coletados antes do rompimento da barragem.

3.2.3 Metodologias e Periodicidade
O monitoramento ecotoxicoldgico terd periodicidade sazonal (verdo e inverno) em
funcdo da hidrodindmica na regido costeira, dependente do regime pluviométrico, e dos padrdes

de correntes marinhas.

e Amostras de dgua

Serdo coletadas amostras de &gua em 10 pontos na por¢éo capixaba da bacia do rio Doce,
30 pontos na foz do rio Doce, regido estuarina e regido costeira adjacente e 10 pontos nas praias,

conforme Quadros 1, 2 e 3.

Em todos estes pontos deverdo ser obtidas trés amostras de superficie (0 a 15 cm de
profundidade) e fundo (cerca de 50 cm acima do fundo, conforme profundidade do local de
coleta) para analise das concentragdes de metais (total e dissolvido). As amostras, cada uma
com 10 mL, serdo obtidas por meio de uma garrafa horizontal de Niskin, imediatamente
acidificadas com acido nitrico Suprapur® (HNOs, concentragdo final de 1%) e mantidas

refrigeradas.

Além destas amostras, serdo também obtidas trés amostras de superficie e trés de fundo,

cada uma com 50 mL, de &gua filtrada em malha de 0,45 um para andlise das concentracdes de
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metais dissolvidos e carbono organico dissolvido. Estas também serdo acidificadas com &cido
nitrico Suprapur® (HNO3, concentracdo final de 1%), além de mantidas refrigeradas e na
auséncia de luz. Em todas as amostras serdo analisadas as concentracfes de Arsénio (As),
cadmio (Cd), chumbo (Pb), cobre (Cu), cromo (Cr), ferro (Fe), manganés (Mn) e mercurio (Hg).

¢ Ensaios ecotoxicoldgicos com amostras de sedimento e 4gua da foz do rio Doce e regido

costeira

Os testes de ecotoxicidade demandam amostras adicionais as descritas para a analise
quimica de agua. Por isso, as amostras de agua superficial e sedimento bruto deverdo ser

suficientes para todos os testes previstos no Anexo 1.

Deverdo ser utilizadas metodologias para a conducéo de ensaios sobre a avaliagdo dos
efeitos sobre a reproducdo, fertilizagdo e desenvolvimento de organismos sob diferentes vias
de exposicdo (agua bruta, sedimento inteiro e elutriato). Estes ensaios devem garantir a
investigacdo completa dos potenciais impactos nos diversos niveis tréficos das areas estudadas
(dulcicola, estuarina e marinha). E franqueada preferéncia por organismos nativos tipicos de
cada éarea e que tenham procedimentos de ensaio ja normatizados. Além destes, 0 Anexo 1
define a utilizacdo de ensaios com zebrafish pelo fato da espécie ser um modelo consagrado
para estudos de ecotoxicologia experimental envolvendo ovos, embrides e larvas. Porém, isso

ndo exclui a necessidade de ensaios com especies nativas.
e Amostras da biota aquética

Serdo coletados exemplares de espécies tipicas dos ambientes aquaticos para analise dos
eventuais efeitos da contaminacdo da agua por metais e sua acumulagdo nos organismos de

diferentes niveis tréficos e habitats.

Nos ambientes dulcicolas serdo obtidas amostras de fitoplancton, zooplancton, larvas de
quironomideos, girinos de anfibios e uma espécie de camardo de dgua doce. Nos ambientes
estuarinos, também devem ser obtidas amostras de uma espécie de camardo. Quanto aos peixes
dulcicolas, a Nota Técnica n° 3/2017/CTBio/DIBIO/ICMBIo0 define a coleta de exemplares de



FUNDACAO 17

oS FENOVA

tucunaré (Cichla sp.), bagre (Pimelodus maculatus), curimbatd (Prochilodus sp.) e cascudo
(Hypostomus affinis). Em relacdo aos peixes estuarinos, devem ser coletados exemplares de
carapicu (Eucinostomus sp.), corvina (Pachyurus adspersus), bicudo (Pomadasys ramosus) e
bagre-cacari (Genidens genidens).

O fitoplancton deve ser coletado por meio de redes de arrasto com malha de 60 pum e
didmetro de boca de 60 cm. As amostras de zooplancton, larvas de quironomideos e girinos de
anfibios serdo obtidas por meio de arrastos com rede tipo WP-2 com malha de 200 pum e 60 cm
de didmetro de boca. Define-se que a coleta de crustaceos e peixes deve ser feita com petrechos
diversos (redes de cerco, arrasto e espera, pucas, peneiras, covos e pesca elétrica), de acordo

com o tipo de ambiente.

Para as analises das concentracfes de metais nos organismos do rio Doce e regido
estuarina, serdo coletados cinco pools de fitoplancton, cinco de zooplancton, cinco de larvas de
quironomideos, cinco de girinos de anfibios (todos com aproximadamente 0,5 g em cada pool),
10 exemplares da espécie de camardo e seis exemplares de cada uma das espécies de peixes
acima mencionados por ponto de monitoramento. ApOs a biometria, 0s crustaceos serdo
anestesiados e a hemolinfa de cada individuo coletada por puncdo hemolinfatica. Os exemplares
serdo dissecados para a coleta de musculo, branquias e hepatopancreas. Apds a biometria, 0s
peixes também serdo anestesiados e o sangue de cada individuo coletado por puncéo venosa.

Os exemplares de peixes também serdo dissecados para a coleta de musculo, branquias e figado.

A hemolinfa dos crustaceos e o sangue dos peixes serdo preparados em seguida para
analises de biomarcadores de dano ao material genético. Todas as amostras coletadas para
analises de concentracOes de metais serdo acondicionadas em frascos plasticos devidamente
limpos com acido nitrico Suprapur® e enxaguados em agua MilliQ, congeladas e transportadas
para o laboratorio, permanecendo congeladas em freezer comum. Nestas amostras serdo
analisadas as concentracfes de Arsénio (As), caddmio (Cd), chumbo (Pb), cobre (Cu), cromo

(Cn), ferro (Fe), manganés (Mn), mercdrio (Hg) e zinco (Zn).

Seré coletada uma duplicata de todas as amostras destinadas & andlise de concentragdo

de metais para analises de biomarcadores. Os pools terdo os mesmos 0,5 g cada e as espécies
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de peixes e camardo, as mesmas quantidades de exemplares. No caso dos crustaceos e peixes,

\y

1N

as amostras de musculo, branquias e hepatopancreas/figado serdo acondicionadas em tubos
criogénicos e imediatamente congeladas em nitrogénio liquido ou ultrafreezer (-80°C), para
andlise posterior de biomarcadores de exposicao (concentragdo de metalotioneinas) e de efeitos
de metais em animais dulcicolas e  estuarinos  (composi¢cdo  ibnica
corporal/hemolinfatica/plasmatica, atividades enzimaticas, danos oxidativos em biomoléculas

e danos morfoldgicos).

No caso das amostragens na foz do rio Doce e regido costeira adjacente (cujos pontos
de amostragem foram apresentados no Quadro 2), serdo coletados, sempre que possivel,
fitoplancton e zooplancton (ambos com redes de coleta préprias), hidrocorais e corais (ambos
por coleta manual por mergulho autdnomo), poliquetos e moluscos (ambos por coleta manual
apos triagem de sedimento coletado com draga), macrocrustaceos (com rede de arrasto ou
armadilha) e peixes (com redes de arrasto, emalhe ou outra arte de pesca). As espécies de
macrocrustaceos devem incluir Farfantepenaeus paulensis e F. brasiliensis (camarbes-rosa) e
Xiphopenaeus kroyeri (camardo-sete-barbas), enquanto as espécies de peixes devem incluir
Conodon nobilis (roncador), Cynoscion sp. (pescadinha), Balistes capriscus (peroa) e o

chamado linguado-sem-mancha.

Para as analises da concentracdo de metais nas amostras da biota da foz do rio Doce e

regido costeira adjacente serdo coletadas:

a) fitoplancton - cinco amostras por ponto de coleta, sendo cada amostra constituida de
pools de, no minimo, trés arrastos distintos com duracéo entre 10 e 15 min);

b) zooplancton - cinco amostras por ponto de coleta, sendo cada amostra constituida de
pools de, no minimo, trés arrastos distintos com duracgdo entre 10 e 15 min);

¢) hidrocorais - 10 fragmentos de Millepora alcicornis por ponto de coleta;

d) corais - 10 fragmentos de Mussismilia harttii por ponto de coleta;

e) poliquetos - 10 individuos por ponto de coleta;

f) moluscos - 10 individuos por ponto de coleta;

g) macrocrustaceos - 10 individuos por ponto de coleta e por espécie;

h) peixes - 10 individuos por ponto de coleta e por especie.
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O procedimento para as analises de metais segue o descrito para as amostras do rio Doce
e regido estuarina. Apos a biometria, 0s crustaceos e peixes serdo anestesiados. A hemolinfa de
cada individuo de crustaceo e o sangue de cada peixe sera coletada e o organismo dissecado
para coleta de musculo, branquias e hepatopancreas/figado. A hemolinfa dos crustaceos e o
sangue dos peixes serdo preparados em seguida para analises de biomarcadores de dano ao
material genético. Todas as amostras coletadas para analises de concentragdes de metais serdo
acondicionadas em frascos plasticos devidamente limpos com &cido nitrico Suprapur® e
enxaguados em agua MilliQ, congeladas e transportadas para o laboratério, permanecendo
congeladas em freezer comum. Nestas amostras serdo analisadas as concentracdes de Arsénio
(As), cddmio (Cd), chumbo (Pb), cobre (Cu), cromo (Cr), ferro (Fe), manganés (Mn), mercurio
(Hg) e zinco (Zn).

Também como descrito para as amostras do rio Doce e regido estuarina, sera coletada
uma duplicata de todas as amostras destinadas a analise de concentragdo de metais para analises
de biomarcadores. Sera 0 mesmo nimero de amostras e composi¢cdo de pools para o
fitoplancton e zooplancton, o mesmo numero de fragmentos de hidrocorais e corais € 0 mesmo
nimero de individuos de poliquetos, moluscos, macrocrustaceos e peixes. No caso dos
crustaceos e peixes, as amostras de musculo, branquias e hepatopancreas/figado serdo
acondicionadas em tubos criogénicos e imediatamente congeladas em nitrogénio liquido ou
ultrafreezer (-80°C), para analise posterior de biomarcadores de exposi¢cdo (concentragdo de
metalotioneinas) e de efeitos de metais em organismos marinhos (atividades enzimaticas, danos

oxidativos em biomoléculas e danos morfoldgicos).

Nos pontos de amostragens das praias (apresentados no Quadro 3) serdo coletados
exemplares de uma espécie de poliqueto, uma de anfipodo e do isépodo Excirolana sp. (todos
por meio da triagem manual do sedimento) e do caranguejo Ocypode quadrata (por coleta
manual). Para as analises de concentracfes de metais, serdo obtidos, por ponto de amostragem,
10 individuos de poligueto, 10 individuos de caranguejo, cinco pools da espécie de anfipodo e

cinco de isépodo.
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No caso dos crustaceos (anfipodo, isopodo e caranguejo), os procedimentos de

i

biometria e obtencdo das amostras (hemolinfa, muasculo, branquias e hepatopancreas) seguem
o0 descrito anteriormente para as analises de concentracdes de metais e de biomarcadores de
dano no material genético para crusticeos dos outros ambientes. Os metais a serem analisados

também serdo 0s mesmos.

O mesmo vale para a obtencdo das duplicatas para analises de biomarcadores. Serdo
realizadas andlises de biomarcadores de exposi¢cdo (concentracdo de metalotioneinas) e de
biomarcadores de efeitos de metais em organismos marinhos (atividades enzimaticas, danos

oxidativos em biomoléculas e danos morfoldgicos).

Nos manguezais serdo coletados exemplares de Cardisoma guanhumi (guaiamum) e
Ucides cordatus (caranguejo-ucd) conforme pontos de coleta e procedimentos descritos no
Anexo 5 do TR4. Para os manguezais de franja sobre lateritos da RVS de Santa Cruz, serdo
coletados exemplares de espécies de crustaceos decapodes (siris e caranguejos) predominantes

nestes ambientes.

Para as analises de concentracGes de metais na biota de manguezais, serdo coletados 10
individuos de cada espécie mencionada no paragrafo acima em cada ponto de amostragem. Os
procedimentos de biometria e obtencdo das amostras (hemolinfa, musculo, branquias e
hepatopéncreas) seguem o descrito anteriormente para as analises de concentracdes de metais
e de biomarcadores de dano no material genético para crustaceos dos outros ambientes. Os

metais a serem analisados também serdo 0s mesmos.

O mesmo vale para a obtencdo das duplicatas para analises de biomarcadores. Serdo
realizadas andlises de biomarcadores de exposi¢do (concentracdo de metalotioneinas) e de
biomarcadores de efeitos de metais em organismos marinhos (atividades enzimaticas, danos

oxidativos em biomoléculas e danos morfoldgicos).
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e Avaliacdo da microbiota no sedimento e na agua da bacia do rio Doce e da regido

i

costeira

O Anexo 1 prevé monitoramento da microbiota total em agua, sedimento e associada
aos corais com a utilizagéo de triplicatas das amostras em cada ponto de amostragem (sendo
até 12 amostras por ponto apresentados nos Quadros 1 e 2). Sera extraido o DNA total dessas
amostras e posterior analise molecular por métodos de fingerprinting e de sequenciamento,
utilizando-se sequenciadores de DNA de nova geragdo. O objetivo das analises das sequéncias
é aavaliagdo do core microbiano, a identificacdo dos microrganismos ocorrentes em cada ponto
e campanha, e a correlacdo estatistica dos resultados de diversidade microbiana com as demais
analises deste Programa de Monitoramento. Segundo o0 Anexo 1, isto permite indicar eventuais
alteracbes temporais e/ou pontuais e identificar bioindicadores microbianos associados a
presenca de sedimentos e/ou de impactos nas diferentes areas amostradas, que poderiam ser

rastreados em &reas adjacentes.

e Coleta de amostras de aves

O monitoramento da bioacumulacao de contaminantes em aves deve abranger espécies
de diferentes habitos alimentares para que se entenda o quadro de contaminagdo dos organismos
e a biomagnificacdo dos contaminantes através da cadeia tréfica. A periodicidade de
amostragem das aves também sera sazonal (inverno e verdo). O Anexo 1 argumenta nao ser
possivel prever que espécies poderdo ser encontradas nas areas de amostragem (entendendo-se
aqui que as areas de amostragem deste anexo seguem a revisao feita devido a coincidéncia com
0 escopo do monitoramento de fauna e flora integrado a Clausula 168), em funcéo da elevada
heterogeneidade ambiental da area afetada do rio Doce. Assim, define coletas de exemplares
de espécies representativas das guildas troficas relacionadas aos ambientes dulcicola e
estuarino, conforme o Quadro 4. Em cada um dos pontos de amostragem devera ser coletada
uma espécie de cada grupo alimentar, de acordo com o Quadro 4, conforme a sua abundéncia

local.
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Quadro 4 - Lista de priorizagdo de espécies e guildas troficas para coletas de amostras de aves.

i

Habito alimentar/guilda . Exemplos de espécies para
o Familias o
trofica priorizacao
Invertebrados aquéticos, ovos e ] ] Charadrius collaris,
. Anseridae, Rallidae, . ) )
larvas de anfibios, pequenos 3 ) Actitis macularius, Aramides
) Charadriidae, Scolopacidae ]
vertebrados e de origem vegetal. saracura, Gallinula galeata

. . Dendrocygna autumnalis,
Filtradores, Plantas aquaticas, e

) Anatidae Dendrocygna viduata,
invertebrados o
Amazonetta brasiliensis
) ) . Podicipedidae, Ardeidae, Egretta caerulea, Egretta
Peixes e invertebrados aquéticos ) .
Cerylidae thula, Chloroceryle americana
o Phalacrocoracidae, Sternidae, Phaetusa simplex
Piscivoras ) o )
Rynchopidae, Alcedinidae Rynchops niger
Malacéfagos Acciptridae*, Aramidae *Rostrhamus sociabilis

Fonte: Anexo 1, TR4.

As espécies que terdo exemplares capturados serdo selecionadas com base na
abundancia em cada area de amostragem, devendo ser priorizadas as mais abundantes para
evitar impactos populacionais e, a0 mesmo tempo, permitir a obtencéo de amostras das mesmas
espécies ao longo de todo o periodo de monitoramento. As amostras devem ter, no minimo,
dois individuos da mesma espécie por area de amostragem e estacdo do ano (inverno e verao).
Seré priorizada a amostragem nao-letal, seja por captura manual ou rede-de-neblina, ou coleta

de individuos encontrados mortos.

As amostragens com redes-de-neblina nas diferentes areas de amostragem serdo
realizadas com uma bateria de 10 redes de 12 m de comprimento cada dispostas em linha,
mantidas em funcionamento por dois dias/noites consecutivos ou alternados. As redes visam
capturar 10 exemplares por local por estacdo do ano (inverno e verao). Caso representantes de
alguma guilda trofica ndo sejam capturados durante aquela campanha, devera ser apresentada
justificativa baseada em bibliografia especializada e/ou dados de abundancia.

Os espécimes capturados terdo coletadas amostras de sangue (maximo de 1% da massa

corporal em microtubo ou frasco de 1,5 ml, sem anticoagulante) e penas de contorno (de cinco
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a 10 penas). Para as aves encontradas mortas, 0 sangue deve ser obtido nos coagulos cardiacos.
Amostras de sangue serao resfriadas em campo e congeladas assim que possivel. As penas seréo

armazenadas a seco em sacos plasticos vedados (zip-loc).

Dois individuos de duas espécies de cada guilda tréfica deverdo ser capturados e
eutanasiados para amostragem de sangue coagulado, musculo peitoral, figado, penas de
contorno e osso (fémur). Este nimero de individuos e espécies sera seguido em cada area de
amostragem. Para obtencdo e interpretacdo de dados quantitativos de contaminacéo, o contetdo
estomacal tera seus itens analisados (identificacdo taxonémica dos itens alimentares e
quantificacdo da frequéncia de ocorréncia absoluta e relativa; FO e FO%, respectivamente),
contribuicdo numérica absoluta e relativa (N e N%, respectivamente) e contribuicdo em massa
medida com balanca de precisdo ou reconstituida, absoluta e relativa (M e M%,
respectivamente). Os parametros para analise de contetudo estomacal devem seguir Faria et al.
(2016).

A interpretacdo dos dados de bioacumulagdo de contaminantes ao longo da cadeia
alimentar exige a analise simultanea de isdtopos estaveis de carbono (613C) e nitrogénio (815N)
nos tecidos dos mesmos individuos amostrados. Para tanto, uma aliquota de 5-6 gotas de sangue
e de 5-6 penas em crescimento (ainda com bulbo contendo sangue) de 10 individuos serdo
analisadas quanto aos isdtopos estaveis. Para comparacdo com os valores isotopicos das aves,
deverdo ser obtidas amostras de tecido de pelo menos trés itens alimentares de cada espécie de
ave, selecionadas pela anélise do contetdo estomacal e/ou por observacdes de forrageamento
em campo e literatura especializada. A preparacdo e analise das amostras de aves e de suas
presas (sejam elas observadas nos estdbmagos ou selecionadas por observacao/literatura)
sequirdo Faria et al. (2016). Os dados isotdpicos serdo analisados atraves de modelos

bayesianos de misturas isotdpicas, também seguindo Faria et al. (2016).

Dessa forma, poderiam ser eutanasiadas até 20 aves em cada uma das areas de
amostragem, sendo obtidos cinco tecidos de cada individuo (sangue, penas e trés itens
alimentares). Porém, deve ser priorizada a amostragem nado-letal com coletas de penas e sangue.
Assim, um numero maior de individuos podera ser amostrado, independentemente do método

de coleta.
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e Coleta e andlise das concentragdes de contaminantes em amostras de queldnios e

cetaceos

Amostras de quelbnios e cetaceos para analises de contaminantes devem ser obtidas por
meio de animais encontrados encalhados no litoral norte capixaba. Quando acionadas sobre
algum evento deste tipo, a equipe técnica devera obter as seguintes informacdes locais:
condicdo climética e de mare, coordenadas, identificacdo da espécie, existéncia de marcas de
petrechos de pesca, registro fotografico e biometria. O monitoramento das praias seréa realizado
em parceria com 0 Programa de Monitoramento de Praias (PMP), em desenvolvimento pela
PETROBRAS, por meio de parceria a ser firmada entre a empresa e a Fundacdo Renova. O
monitoramento de quel6nios (Anexo 6), ja contratado pela Fundacdo Renova junto a Fundacao

Pro-Tamar, também podera auxiliar na notificacdo de animais encalhados.

Quando acionada, a equipe do PMP ira até o local para avaliar a situacdo. Em caso de
animal encontrado vivo, um médico-veterinario realiza 0s primeiros-socorros e orienta o
procedimento de devolugdo do animal ao mar. Em caso de animal morto com até 3,0 m de
comprimento, a carcaca deve ser transportada para a base instituicbes proximas que
desenvolvam pesquisas relacionadas (preferencialmente em andamento). Para animais maiores

que 3,0 m, 0 exame da carcaca e coleta de material devem ser realizados no local do encalhe.

Para o resgate e necrdpsia de cetaceos, a equipe deve seguir o Protocolo de Conduta
para Encalhes de Mamiferos Aquéaticos da Rede de Encalhes de Mamiferos Aquaticos do
Nordeste (REMANE, 2005). Os animais receberdo um namero de registro para identificar as

amostras bioldgicas obtidas.

Conforme o estado da carcaca, deve ser realizada a biometria e a necropsia, para se
identificar a causa da morte. Durante as necropsias, serdo obtidos a classifica¢do taxonémica,
comprimento total, peso, medidas alométricas, sexo, estagio de maturagéo, estado da carcaca,
marcas de petrechos de pesca e amostras de tecidos para analises de DNA. A carcacga sera

fotografada, descarnada e 0s 0ssos coletados e acondicionados para maceracao.
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Todos estes dados serdo registrados em fichas padronizadas, armazenados em um banco
de dados e posteriormente interpretados. O material osteoldgico deve ser examinado para se
buscar evidéncias de alteracdes patoldgicas. A limpeza do material osteoldgico seré realizada
por meio da técnica de maceracdo para posterior tombamento em colecbes de referéncia

(preferencialmente locais).

O estado de decomposicédo das carcagas pode limitar os tipos de amostras e de analises
que podem ser obtidas. Portanto, as carcagas deverdo ser classificadas conforme Geraci &
Lounsbury (2005) por meio de uma gradacdo em cddigos de 1 a 5, sendo 1 o animal vivo e 5

0s restos de esqueleto ou carcaca mumificada.

As amostras de tecidos de quelbnios e cetdceos passardo por andlises de
microcontaminantes e metais. Para mercdrio total (HgT), amostras frescas de 0,4 g de musculo,
0,2 g de figado e 0,2 g de rim deverdo ser tratadas a frio com 1 mL de H20,. Depois, sdo
adicionados 5 mL de solucdo sulfonitrica concentrada (H2SOs-HNO3; v/v) e as amostras
aquecidas em banho-maria a 60°C por 2 h até sua completa solubiliza¢do. Os extratos sdo entdo
resfriados por 15 minutos e 10 mL de KMnO4 (5%) adicionados aos extratos. As amostras entéo
retornam ao banho-maria pela mesma temperatura e tempo (60°C por 15 minutos) e sdo depois
resfriadas em repouso por uma noite. No dia seguinte, o extrato é reduzido pela adi¢do de 1 mL
de solucdo de cloridrato de hidroxilamina (HONHz) a 12%. Ao extrato final acrescenta-se agua
Milli-Q até completar 14 mL. As leituras serdo realizadas em espectrofotdmetro de absorcédo
atdbmica com gerador de vapor frio. A certificagdo do método de determinacdo do HgT é feita
por materiais certificados DOLT-5 (figado de peixe) e DORM-4 (musculo de peixe) do
National Research Council - Canada (NRCC). Todas as amostras deverdo ser analisadas em

duplicata e usados brancos analiticos em todas as baterias.

O Anexo 1 define que a determinacdo das concentracdes de elementos-traco (As, Cr,
Cd, Cu, Fe, Mn, Pb e Zn) deve ser realizada através de espectrometria de absorcao atbmica com
atomizacéo eletrotérmica (ETAAS), por meio de um espectrdmetro equipado com corretor de
fundo por efeito Zeeman. Para tal, uma solucdo de nitrato de paladio (Pd(NO3)2) é utilizada
como modificador quimico por adicdo a cada solucdo a ser analisada. Esta solucéo é preparada

a partir de uma solucdo padréo de nitrato de paladio, modificador para forno de grafite AAS
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(Merck N° B9366989 710). O controle de qualidade € efetuado atraves do uso de materiais
certificados de referéncia (DOLT-5 e DORM-4) do NRCC.

O Anexo 1 define que, para compostos organoclorados, as extragcdes sdo realizadas com
aparelhos de soxhlet com capacidade para 60 mL e bal6es volumétricos de 125 mL, aquecidos
individualmente por mantas. Sera utilizada mistura de hexano e diclorometano (1:1; v/v) e
utilizados 8 g de musculo (peso seco). Os padrdes internos de PCB 103 e PCB 198 serédo
adicionados as amostras e volume final reduzido, para entdo se proceder a purificacdo com a
adicdo de H2SO4 (conforme SANTOS-NETO et al., 2014). O contetdo lipidico das amostras
sera quantificado por gravimetria e as concentracdes finais dos compostos organoclorados
normalizadas a partir do contetdo de lipidios na amostra. As concentracdes dos pesticidas e das
bifenilas policloradas serdo mensuradas em um cromatdgrafo de fase gasosa, com detector de
captura de elétrons (GC/ECD). O hidrogénio é utilizado como gas de arraste e 0 nitrogénio,
como gas auxiliar (make up). O controle de qualidade é feito por meio de anélises regulares dos
brancos de procedimentos e de injecdo randémica de padrfes certificados de referéncia e
brancos de solventes.

A determinacdo de compostos organobromados dependem de extracdes idénticas as
realizadas para os organoclorados, usando a mesma mistura e peso seco de musculo. Os padroes
internos PBDE-181 e PBDE-209 serdo adicionados as amostras e 0 volume final reduzido para
se proceder & purificacdo conforme Covaci et al. (2003) e VVoorspoels et al. (2003). O contetido
lipidico serd quantificado por gravimetria e as concentra¢fes finais dos organobromados
normalizadas considerando-se o contetdo de lipidios na amostra. As concentracfes dos PBDES
e MeO-PBDEs sé&o mensuradas por cromatografo de fase gasosa (GC) acoplado a espectrémetro
de massa (MS). O GC ira operar no modo de ionizacdo quimica negativa (ECNI). O metano
sera utilizado como gas de apoio do detector e as temperaturas de fonte de ions, quadrupdlo e
interface ajustadas para 230, 150 e 300°C, respectivamente. O MS sera utilizado no modo de
monitoramento seletivo de ions (SIM) com ions m/z = 79 e 81 (de tri- a hepta-BDES) e
484,7/486,7 e 494,7/496,7 (para BDE 209 e 13C-BDE 209, respectivamente), monitorados
durante toda a corrida. O controle de qualidade é realizado por meio de andlises regulares dos
brancos de procedimentos e injecdo randomica de padrdes certificados de referéncia e brancos

de solventes.
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O Anexo 1 também define a analise de HPAs, que sera adaptada e otimizada a partir do
descrito pela United States Environmental Protection Agency (EPA, 2014). Aliquotas das
amostras liofilizadas sdo pesadas e extraidas em soxhlet com metanol depois saponificadas por
adicdo de hidroxido de potassio. A amostra € transferida para um funil de separacdo e
adicionado hexano. Através de agitacdo manual, o extrato de hexano é separado e recolhido em
novo bal&o. O procedimento é repetido trés vezes, sendo todo o extrato de hexano recolhido e
reduzido a cerca de 1 mL em evaporador rotativo a vicuo. Os extratos sdo purificados por clean
up em colunas de vidro. Ao extrato reduzido em Turbo vap é adicionado o padrdo interno, para
guantificacdo dos compostos. A identificacdo e quantificacdo dos HPAs é realizada por

cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometro de massas (CG/MS).

e Amostras de sedimento

Amostras de sedimento serdo obtidas nos pontos do estuario (Quadro 1), da foz e regido
costeira adjacente (Quadro 2) e nas praias (Quadro 3). Estas amostras serdo coletadas com
auxilio de pa ou draga do tipo VVan Veen, a depender do local. Em cada ponto de amostragem
serdo coletadas quatro amostras de sedimento, que deverdo ser abertas em caixas plasticas,
buscando-se gerar um minimo de perturbacdo na sua superficie. As amostras serdo fotografadas
imediatamente ap0Os a coleta para registro de suas caracteristicas visuais. Para a analise de
metais, deve-se usar uma espatula de plastico para raspar os primeiros centimetros da amostra,
obtendo-se assim apenas 0s cinco primeiros centimetros superficiais. Para cada amostra,
necessita-se de aproximadamente 10 g de sedimentos, 0s quais serdo armazenados em pote
plastico e mantidos congelados. Em todas as amostras serdo analisadas as concentragdes de
Arsénio (As), cadmio (Cd), chumbo (Pb), cobre (Cu), cromo (Cr), ferro (Fe), manganés (Mn),
mercurio (Hg) e zinco (Zn).

e Analises de parametros fisico-quimicos da &gua e modelagem ecotoxicoldgica
Amostras de dgua, medidas da temperatura, salinidade, pH e oxigénio dissolvido serdo

coletadas com uma sonda multiparametros no momento da coleta. A concentracdo de carbono

organico dissolvido (COD) sera determinada em amostras de agua filtradas em malha de 0,45
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pum, por meio de um analisador de carbono total (TOC). A concentracdo de sulfatos sera
determinada por método turbidimétrico com leitura em espectrofotometro a 420 nm
(TABATABAI, 1974). A alcalinidade total é mensurada por titulagdo com solucdo padréo
acida, utilizando-se método titrimétrico (APHA, 1989). A composicdo idnica (Ca, K, Mg e Na)
é determinada por espectrofotometria de absorcao atbmica no modo chama. A concentracédo de
cloretos € analisada pelo método de formacao de cianeto férrico de enxofre. Com base nos
resultados obtidos para as amostras de agua doce, sera realizada a modelagem ecotoxicoldgica
dos dados com fins a previsdo da biodisponibilidade e toxicidade de metais nos diferentes

ambientes dulcicolas, por meio do Modelo do Ligante Bidtico (BLM) versdo 2.2.3.

e Andlises das concentracfes de metais nas amostras de agua, sedimento, invertebrados,

peixes e aves

As analises das concentracdes dos metais As, Cd, Cr, Cu, Fe, Pb, Mn e Zn nas amostras
de agua (estuarina e marinha), sedimento, invertebrados (individuos inteiros ou tecidos), peixes
(tecidos) e aves (tecidos) serdo feitas em forno de grafite acoplado a espectrometro de absorcéo
atbmica de alta resolugdo com fonte continua. A analise da concentracdao de Hg seréa realizada
pelo método de vapor frio, com gerador de hidretos acoplado a espectrofotdmetro de absorcdo
atdbmica. As analises das concentracfes de metais em todas as amostras de adgua, sedimentos e

material biologico deverdo ser realizadas em triplicata.

Para as analises de As, Cd, Cr, Cu, Fe, Pb, Mn e Zn, as amostras de agua filtradas e néo
filtradas oriundas dos pontos de amostragem da foz do rio Doce e regido costeira adjacente
serdo dessalinizadas para minimizar um possivel "efeito matriz" associado as altas
concentracdes de ions tipicas da agua salgada (NADELLA et al., 2009). Isso é feito pela
precipitacdo dos metais representativos presentes em 1 mL de amostra de dgua apds adicédo de
1 pL de 6xido de lantanio (10 mg La/mL) e 7,5 uL de carbonato de sédio (1 M), aumentando
o0 pH para 9,8. A solugdo é depois gentilmente agitada em banho-maria a 80°C por 30 minutos
flocular o precipitado, majoritariamente formado por hidroxido de lantanio. A solugéo
resultante é centrifugada a 3.000 xg por 15 minutos, sendo o sobrenadante obtido descartado.
O precipitado remanescente é dissolvido em 1 mL de Suprapur® e utilizado na determinagédo
da concentragdo de metais.
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As concentracGes totais e dissolvidas dos metais nas amostras de agua serdo
apresentadas em pg/L e comparadas com a Resolugdo CONAMA 357/2005, observando-se se
é 4gua doce, salobra ou marinha e as classes de qualidade de cada amostra de agua em analise.
A acuracia e exatiddo das analises serdo aferidos por controles de qualidade analiticos:
“brancos”, onde todos os procedimentos para a preparacdo ¢ analise das amostras sao
igualmente realizados, mas na auséncia da amostra. Ademais, serdo utilizadas solucdes padrdes
certificadas do NRCC (NASS-6: 4gua marinha; SLEW-3: &4gua salobra; SLRS 6: 4gua doce).

As amostras de material bioldgico sdo previamente secas em estufa (45-60°C) até peso
seco constante e depois digeridas em Suprapur® na proporgédo de 1 g de peso seco de material
bioldgico para 2 mL de acido nitrico. Sera obtido o teor de agua de cada amostra. As amostras
sdo submetidas a digestdo acida lenta em Eppendorfs devidamente lacrados e mantidos em
estufa incubadora (45-60°C) até a digestdo completa. Ao material bioldgico digerido sera
acrescentada agua tipo Milli-Q até completar 1 mL. Caso necessario, as amostras serao diluidas
com agua tipo Milli-Q para adequar as concentracGes dos metais nas amostras aquelas presentes

nas solucdes padroes certificadas para calibracdo do equipamento.

As concentragdes dos metais no material bioldgico serdo apresentadas em pg/g de peso
umido (mg/kg de peso Umido) e pg/g de peso seco (mg/kg de peso seco). Os resultados das
amostras de musculo de crustaceos e peixes serdo comparados com os limites da Resolugdo
RDC ANVISA N° 42/2013. Para verificar a acurécia e exatiddo das andlises, deverdo ser
realizados controles de qualidade analiticos. Além do uso de “brancos” para aferir a acuracia e
exatiddo das analises, serdo utilizados materiais de referéncia certificados para anélise de
metais-tracos (DOLT-5: figado de peixe; DORM-4: muasculo de peixe; TORT-3:
hepatopancreas de lagosta). Amostras destes materiais serdo tratadas e analisadas igualmente

as amostras do material bioldgico deste monitoramento, conforme descrito anteriormente.

As amostras de sedimento serdo tratadas com digestdo acida, conforme EPA (1996). As
concentragOes de metais serdo apresentadas em pg/g de peso imido (mg/kg de peso imido) e
Hg/g de peso seco (mg/kg de peso seco). Além do uso de “brancos” para aferir a acuracia ¢

exatidao das andlises, sera utilizado material de referéncia do NRCC (MESS-4). Amostras de
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sedimento serdo tratadas e analisadas da mesma forma que as amostras coletadas neste

T\

monitoramento, conforme descrito anteriormente.

Para todas estas anélises, serdo apresentados 0s percentuais de recuperacdo dos metais
encontrados nas solucGes padrao certificadas e os limites de detec¢éo e quantificacdo do método

para 0s metais analisados.

e Andlises de biomarcadores em amostras de invertebrados e peixes

Concentracdo de metalotioneinas

A concentracdo de metalotioneinas serad determinada segundo Viarengo et al. (1997). O
material bioldgico é homogeneizado e centrifugado a 6.000 xg por 10 minutos. O sobrenadante
é descartado e o precipitado homogeneizado com 1 mL de etanol a 87% e cloroférmio a 1%
diluidos em tampéao Tris-HCI (20 mM). A solucdo resultante é centrifugada a 6.000 xg por 10
minutos. O sobrenadante € novamente descartado e o novo precipitado homogeneizado em 150
pL de NaCl (250 mM). Posteriormente sdo adicionados 150 pL de solugdo de EDTA (4 mM)
e HCI (1 N). A seguir, 100 pL de cada amostra (em duplicata) deverdo ser adicionadas a 1,4
mL de solucdo de DTNB preparada em um tampao (pH 8,0) contendo Na;HPO4.7H20O (200
mM), NaCl (2 M) e DTNB (0,43 mM). Apéds nova centrifugacdo a 3.000 xg por 5 minutos, 350
puL do sobrenadante de cada amostra é transferido, em duplicata, para as pocas de uma
microplaca. A leitura de absorbancia e feita em espectrofotémetro de microplacas a 405 nm. Os

resultados serdo apresentados em pumol GSH/g de peso Umido de tecido.

Composigao ionica corporal, hemolinfatica ou plasmatica

Para determinacdo da composi¢do idnica corporal, os microinvertebrados coletados sdo
lavados em agua tipo MilliQ por 30 s, pesados, anestesiados e eutanasiados. Apds 96 h de
secagem em estufa a 70°C, é determinado o peso seco do material e este digerido em Suprapur®.
As amostras séo diluidas para analise da composicdo idnica (Ca, K, Mg e Na), determinada por

espectrofotometria de absorcdo atbmica no modo chama, apo6s digestdo completa. A
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concentracdo de cloretos sera determinada pelo método de formacdo de cianeto férrico de

enxofre, sendo os resultados apresentados em mg/g de peso Umido.

A composicdo ibnica hemolinfatica e plasméatica serd analisada nas amostras de
hemolinfa (crustaceos) e sangue (peixes), respectivamente, conforme descrito para a analise da

composicao idnica corporal.
Atividade da Na+,K+-ATPase

Para a determinacdo da atividade da Na+,K+-ATPase, as amostras bioldgicas serdo
preparadas conforme Péqueux & Chapelle (1982). As amostras sdo homogeneizadas em meio
com 1 mL de tampéo Sl (Sacarose - Imidazol em pH 7,6) e mantidas em banho de gelo. Depois
serdo centrifugadas a 5.000 rpm e a 5°C por 5 minutos. Sdo recolhidos 100 uL do sobrenadante
e adicionados 2,5 mL de uma solucéo salina A com 77 mM de NaCl, 20 mM de KCI, 6 mM de
MgCI2 e 3 mM de ATP. O pH da solucdo é ajustado a 7,6 com tampéo Tris-HCI 0,1 mM. As
amostras s@o incubadas no escuro por 60 minutos a 25°C e feita a leitura a 620 nm. A mesma
reacao é feita com 100 pL de sobrenadante e 2,5 mL de uma solucédo salina B com 83 mM de
NaCl, 6 mM de MgCl,, 3 mM de ATP e 1 mM de ouabaina.

As duas reacdes sdo mantidas por 1 h e depois inibidas pela adicdo de acido
tricloroacético a 50%. A quantidade de fésforo produzido em cada reacdo é determinada por
um Kit de reagentes especificos. A diferenca na quantidade de fésforo entre as duas reagdes €
considerada como aquela atribuida a atividade da Na+,K+-ATPase. A concentragdo da proteina
no homogeneizado é determinada por método colorimétrico segundo o método de Bradford,
onde a albumina de soro bovino é usada como padréo. A atividade da enzima sera apresentada

em pmoles Pi/mg proteina/h.
Atividade de enzimas envolvidas na calcificagdo
A preparacdo das amostras para anélise dos parametros de calcificacdo é feita por

maceragdo em nitrogénio liquido e segregacdo em aliquotas de 150 a 200 mg. As amostras séo

homogeneizadas em tampao especifico (1:1; peso/volume) para cada ensaio com o auxilio de
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um sonicador e centrifugadas a 10.000 xg e 4°C por 20 minutos. O sobrenadante é

i

imediatamente utilizado para as medidas de atividade enzimatica (Ca,+-ATPase, Mg.+-ATPase
e anidrase carbonica). A quantificacdo de proteinas totais nas amostras homogeneizadas é
realizada segundo o método de Bradford.

A determinacdo da atividade da anidrase carb6nica € realizada pela mensuracdo da
reducdo de pH associada a catélise da hidratacdo do CO, com a consequente liberagcdo de H+
(HENRY, 1991). O tampao utilizado para homogeneizacgao das amostras é composto por Tris-
Base (10 mM, pH 8,5), sacarose (75 mM), inibidor de proteases (fluoreto de fenilmetanosulfonil
- PMSF 1 mM) e ditritiotreitol (DTT 1 mM). Quinze pL do homogeneizado sdo adicionados a
3 mL de uma solugéo de reacao feita de Tris-Base (10 mM, pH 8,5), sacarose (75 mM), manitol
(225 mM) e fosfato (10 mM). Sdo adicionados 280 pL de substrato (dgua destilada saturada
com COz) e o pH registrado a cada 5 s durante 30 s por um pHmetro de bancada. Ao mesmo
tempo sdo feitas determinagdes do “branco de reagdo”, quando 15 pL do tampdo de
homogeneizacdo sdo acrescentados a solucdo de reacdo e ao substrato. Serd utilizado o modelo
de regressdo linear, sendo o pH a variavel dependente e o tempo a variavel independente, para
definir a declividade das retas de reacdo. A média dos dados obtidos a partir dos
homogeneizados é a taxa de reacdo catalisada, enquanto a média dos dados obtidos nos brancos
é a taxa da reacdo ndo catalisada. Os resultados sdo normalizados considerando a quantidade
de proteinas nas amostras e apresentados em unidades de anidrase carbénica/mg de proteina.

A determinacdo das atividades da Ca>+-ATPase e da Mg»+-ATPase seguird Vajreswari
et al. (1983) com adaptacdes. O homogeneizado da amostra é preparado com tampédo composto
por Tris-HCI (100 mM, pH 7,6), sacarose (500 mM), DTT (1 mM) e PMSF (1 mM). O
homogeneizado ¢ centrifugado a 10.000 xg a 4°C por 20 minutos, sendo 20 pL do sobrenadante
usados na andlise. O meio de reagdo para analise da atividade da Ca>+-ATPase é formado por
NaCl (189 mM), MgClI2 (5 mM), CaCl2 (5 mM) e Tris-HCI (20 mM, pH 7,6). A incubacgéo da

reacao e feita a 30°C por 30 minutos.

O meio de reagdo para analise da atividade da Mgz+-ATPase é formado por NaCl (189
mM), MgClz (5 mM), EGTA (0.2 mM) e Tris-HCI (20 mM, pH 7,6). A incubacéo desta reacao

também é feita a 30°C por 30 minutos. ATP (3 mM) e ouabaina (1mM) sdo adicionados aos
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meios de reacdo no inicio da incubacgéo. A concentracao de fosfato inorganico (Pi) liberada pela
atividade das enzimas no meio de reacdo é determinada pelo método colorimétrico (630 nm).
Os resultados sdo normalizados com base na quantidade de proteinas totais presente nos
homogeneizados e apresentados em mM Pi/mg proteina/min.

Atividades de enzimas do metabolismo energético

As atividades da lactato-desidrogenase (LDH) e malato-desidrogenase (MDH) seréo
determinadas em homogeneizados das amostras de branquias e figado dos peixes coletados
neste monitoramento. Estes homogeneizados sao obtidos por maceracdo mecanica em mistura
contendo 0,9% de NaCl e 0,05% de Triton x 100 e obtido o sobrenadante. Para LDH, a avaliagédo
da atividade é feita pela mistura de solugdo de piruvato de sodio (1 mM), KCI (100 mM),
tampdo Tris-HCI (50 mM, pH 7,4) e NADH (250 puM) a uma aliquota do sobrenadante de
homogeneizado de branquia e outra de figado. Para MDH, sdo adicionados as aliquotas dos
sobrenadantes uma solugdo de acido oxalacético (0,4 mM), MgCl (20 mM), NADH (150 puM)
e tampéo Tris-HCI (50 mM, pH 7,4). Os procedimentos para as analises enzimaticas seguem
Thuensen et al. (2005) e Childress & Somero (1979) para LDH e MDH, respectivamente,
adaptadas por Ribeiro et al. (2015). A taxa de oxidacdo de NADH na reacdo catalisada pelas
enzimas em andlise é determinada por espectrofotometria UV em 340 nm. A dosagem de
proteinas totais dos homogeneizados devem seguir o método de Bradford. As atividades

enzimaticas serdo apresentadas em U/mg de proteina.
Atividades de enzimas antioxidantes

As atividades da catalase e da superoxido-dismutase s&o analisadas nos
homogeneizados de tecidos preparados conforme descrito para LDH e MDH. A atividade da
catalase € determinada pela anélise do decréscimo da concentracéo de perdxido de hidrogénio,
conforme Beutler (1975). A atividade da superdxido-dismutase € analisada pela mensuracao do
grau de reducdo do citocromo C, conforme McCord & Fridovich (1969). A dosagem de
proteinas dos homogeneizados deve seguir o0 método de Bradford. A atividade da catalase sera
apresentada em pmol H202/mg proteina/min, enquanto a atividade da superéxido-dismutase é

apresentada em U/mg de proteina.
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Peroxidacao lipidica (LPO)

A LPO é aferida nas amostras de material bioldgico pelo método fluorescente baseado
nas substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS), conforme Oakes & van Der Kraak
(2003). Este método quantifica os danos em lipidios por meio da reacdo do malondialdeido
(MDA), produto da peroxidagdo lipidica, com o0 TBARS, que ocorre em condigdes de acidez e
alta temperatura (95°C), gerando um cromégeno fluorescente. As amostras sdo homogeneizadas
(1:9; peso:volume) utilizando-se solucdo tampdo. A fluorescéncia gerada (emissdo: 520 nm;
emissdo: 580 nm) é medida por um espectrofluorimetro. Os dados sdo calculados com base em
uma curva construida com solugdes padrées de tetrametoxipropano (TMP), que gera MDA ap06s
hidrélise. Os resultados sdo normalizados em relacdo ao conteddo de proteinas nas amostras,
determinado pelo método de Bradford. Os dados serdo apresentados em nmol MDA/mg

proteina.

Oxidacdo de proteinas

Os danos oxidativos em proteinas serdo analisados segundo Dalle-Done (2003), ou seja,
serdo utilizadas as técnicas de eletroforese unidimensional e ensaio imunoldgico por Western
blotting para mensurar a concentracdo de proteinas carboniladas nas amostras biolégicas. A
deteccdo das proteinas carboniladas envolve a derivatizagdo do grupamento carbonil com 2,4-
dinitrofenilhidrazine (DNPH), levando a formacdo de um produto estavel, a 2,4-dinitrofenil
hidrazona (DNP). Antes da derivatizacdo, o conteddo de proteinas da amostra € padronizado
em 0,2 mg/ml de homogeneizado, com o objetivo de normalizar as amostras antes do ensaio de
eletroforese (SDS-PAGE) e Western blotting. No processo de derivatizagdo, as proteinas
reagem com DNPH em solu¢do com 12% SDS e em solugédo de DNPH/TFA [20 mM DNPH
em 20% (v/v) de &cido trifluoroacético (TFA). Adicionalmente, trés amostras servirdo como
controle positivo, contendo 1, 2 e 4 mM de peroxido de hidrogénio para induzir o dano
oxidativo na amostra. Apos incubacdo por 15 minutos em temperatura ambiente, a mistura de
reacdo é neutralizada com solucédo 2M de Tris-Base com 30% de gliceraldeido. Para cada
amostra, as proteinas derivatizadas com DNPH sdo separadas para eletroforese unidimensional
em gel de poliacrilamida 12% (1D SDS-PAGE), eletroprecipitadas em membranas de PVDF e
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submetidas ao ensaio imunologico para determinacdo do conteddo de proteinas carboniladas

nw

com um anticorpo anti-DNP (Invitrogen®). As bandas obtidas sdo visualizadas com um Kit de
reagentes para imunodeteccdo colorimétrica (Invitrogen®). A densidade das bandas obtidas €
analisada para cada amostra ap0s escaneamento da membrana de PVDF. Os resultados séo

apresentados em pixels de densidade 6tica.

Dano de DNA

O DNA gendmico de cada amostra é isolado com um kit de reagentes especifico
(PromoKine, Promocell®). A andlise de danos oxidativos no DNA é feita com base na
identificacdo de sitios apurinicos/apirimidicos (AP). Os sitios AP sdo medidos com uma sonda
que reage com o grupo aldeido destes sitios, detectados por colorimetria (450 nm) em uma
leitora de microplacas. Para isso € utilizado um kit de reagentes de detec¢do de dano de DNA,
seguindo-se as instru¢bes do fabricante (PromoKine, Promocell®). Os resultados sdo
apresentados em sitios AP/mg de proteina, considerando a concentracdo de proteinas nas
amostras, determinada pelo método de Bradford.

O dano ao material genético também sera avaliado por testes dos ensaios do vermelho neutro,

microndcleos e cometa com amostras de hemolinfa dos crustaceos e de sangue dos peixes.

O ensaio do vermelho neutro é feito com os hemdcitos das amostras de hemolinfa de
camard@es e caranguejos das diferentes areas do monitoramento. As laminas para microscopia
(76 x 26 mm) sdo lavadas antes da coleta (primeira lavagem com &gua e detergente neutro a
5%; segunda lavagem com &gua corrente; terceira lavagem com solucdo de &gua destilada
saturada com HCI; quarta lavagem com agua destilada em abundéancia). As laminas sdo depois
secas e uma de suas faces tratadas com com solugédo de poly-L-lisina em agua destilada (1:10)
para a adesdo dos hemdcitos vivos na superficie. Isto é feito pingando-se 10 pL dessa solucéo
com uma micropipeta monocanal sobre uma das laterais da lamina, fazendo esfregaco com
lamina e posterior disposicdo ao ar para secagem. A diluicdo da hemolinfa dos crustaceos €
feita com solucéo fisiologica especifica para a espécie-alvo. A solucdo estoque de vermelho
neutro consiste da dissolucdo de 0,0228 g deste corante em 1 mL de DMSO (dimetil-sulfoxido),

com posterior preparo da solucéo de trabalho de vermelho neutro (10 uL da solucdo estoque +
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5 mL de solucdo fisioldgica) homogeneizada com agitador magnético por 1 a 2 minutos.

\y

1N

Também devera ser preparada uma solucdo anticoagulante, formada por 2,05 g glicose, 0,8 g
de citrato de sodio e 0,42 g de cloreto de sddio em 100 mL de &gua destilada, diluida com
solucdo fisiologica na proporcdo 2:1 (0,334 mL de solugdo anticoagulante e 0,166 mL da
solucdo fisioldgica). Aspira-se 0,7 mL desta solucdo anticoagulante com uma seringa
hipodérmica (1 mL) e agulha 21 gauge (que impede a destruicdo dos hemdcitos e a formacéo
de coégulos). A solucdo sdo adicionados 0,3 mL de hemolinfa do crustaceo, colhida na
membrana de articulacdo carpo-propodal do quelipodo maior. O contetdo é transferido para
tubo siliconado (2 mL) e mantido em descanso por 15 minutos para minimizar a forca de adeséo,
evitando o rompimento dos hemdcitos e a coagulacdo. Quarenta pL dessa solucdo (hemolinfa,
solucdo fisioldgica e solucdo anticoagulante) sdo retirados com micropipeta e colocados ao
centro da lamina de microscopia previamente tratada, sendo entdo mantidas em camara imida

escura por 15 minutos.

Quarenta pL da solucdo de trabalho de vermelho neutro sdo pipetados sobre cada
lamina, homogeneizado aos 40 pL de hemolinfa previamente pipetados e cobertos por laminula.
As laminas sdo mantidas em camara Umida escura por mais 15 minutos para penetracdo do
corante nos hemdcitos. Na primeira hora, as laminas sdo examinadas em microscopio optico a
cada 15 minutos e a cada 30 minutos na segunda hora, se preciso. Deve ser utilizado o0 menor
aumento, de 50x, com elevacdo gradual para 400 ou 500x, caso necessario. Quando da
observacdo, a luz incidente deve ser reduzida porque o corante é foto-labil. As células serdo
cuidadosamente examinadas e anotadas as anormalidades estruturais e o tempo de retengéo do
vermelho neutro. Para esta Ultima observacéo, é estimada a proporcdo de células com perda
lisossomal para o citosol e as anormalidades de tamanho e/ou cor dos lisossomos. Para a
avalia¢do temporal das laminas, o sinal “+” indica que <50% das células apresentam citossol
claro ¢ auséncia de anormalidades estruturais ou estresse, o sinal “+” indica 50 a 75%, ¢ o sinal

“-” indica >75%.

A avaliacdo do dano no material genético também pode ser feita por ensaio de
micronucleo, sendo utilizadas amostras de hemolinfa e sangue. Apos coleta das amostras com
seringas (1 mL e agulhas 21 gauge), estdo séo transferidas para tubos siliconados. Os tubos sdo

microcentrifugados a 1.000 rpm por 5 minutos e retirados 50 pL. com micropipeta colocada
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junto ao fundo do tubo. Este material € gotejado na lateral da lamina e espalhado por esfregaco

T\

com outra lamina. O procedimento é realizado até a obtencdo de trés laminas/individuo, sendo
as laminas secas ao ar, fixadas com solucéo de Carnoy (3 metanol: 1 &cido acético) por cerca
de 20 minutos e novamente secas ao ar. As laminas séo entéo coradas com solucéo de Giemsa
a 2%, preparada em tampdo fosfato com pH 8,0 (Na2HPO4 + KH2PO4), também por 20 minutos.
Posteriormente, as laminas sdo lavadas com agua deionizada, secas ao ar e com adesdo de

laminulas com Entellan®.

As laminas sdo examinadas sob microscopio 6ptico comum integrado a um sistema de
analise de imagens por computador, com contagem das células micronucleadas pelo programa
KS300®. As trés laminas de cada individuo sdo avaliadas em aumento de 1.000x, com
avaliacdo de 1.000 hemocitos em cada lamina, sendo entdo quantificado o nimero de células

micronucleadas por 1.000 células analisadas (MN%o).

O ensaio “cometa” ¢ outra forma de avaliacdo de dano ao material genético, sendo
utilizadas as mesmas amostras de hemolinfa e sangue. Aliquotas das amostras sdo misturadas
a 100 pL (0,5%) de agarose com baixo ponto de fuséo, diluidas em tampdo fosfato (342 mM
NaCl, 20 mM NaHPOs e 1,7 mM KzHPO4) e 16 mM KCI (pH 7,6; 780 mOsmol/kg), e
colocadas sobre 1dminas ja preenchidas com agarose de ponto de fusdo normal (1,5%), cobertas
por laminulas e mantidas sob refrigeracdo por 5 a 7 minutos até se solidificarem. As laminulas
séo entédo colocadas em solucdo de lise gelada com pH 10 (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10
mM TRIS, 10% DMSO e 1% TRITON X-100) por, no minimo, 1 h, lavadas e mergulhadas em
uma cuba com tampao alcalino de eletroforese com pH>13 (10 M NaOH, 200 mM EDTA) por
15 minutos para desnaturagdo do DNA. A eletroforese € feita sob 1V/cm e 300mA durante 15
minutos, em gelo. Depois, as laminas sdo lavadas em tampéo de neutralizagdo com pH 7 (0,4

M Tris) por mais 15 minutos e fixadas em etanol por 10 minutos.

Sdo examinadas 100 células/lamina, sendo duas laminas/individuo. Os “cometas” sdo
classificados em relacéo a extensdo da migracdo do DNA (variavel qualitativa), sendo: (0) sem
dano; (1) ligeiramente danificado; (2) moderadamente danificado; (3) muito danificado; e (4)
dano maximo. E também medida a “cauda” desses “cometas” (variavel quantitativa), por meio

do software KS-300®, em um sistema de analise de imagens por computador acoplado a um
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microscopio Axiolab®. A eletroforese devera permitir avaliar os danos ao DNA causados por

nw

processos bioldgicos, como quebras de cadeia simples de DNA, lesGes a sitios alcali-labeis ou,
ainda, reparo incompleto dos sitios de excisdo. A variavel qualitativa representa a propor¢éo de
extensdo dos danos ao DNA nas quatro classes em analise, podendo ser confrontadas por uma

analise de proporc¢des multinomiais.

A técnica imuno-histoquimica de inducdo de apoptose é a quarta técnica de avaliacdo
de danos ao material genético, feita com amostras de branquias e figado de peixes. Cortes
histoldgicos de branquias e figado sdo reidratados e tratados com tripsina (Img/mL em PBS
0,01 mol/L, pH 7,4) por 3 minutos a 37°C e incubados com soro goat a 5% por 30 minutos,
para evitar ligagdes ndo-especificas. Os cortes sdo depois incubados durante 16 h em camara
Umida com o anticorpo primario (anti-caspase) diluido em PBS-A 0,005% (tampéo fosfato
salino, 0,01lmol/L, pH 7,4) a 4°C. Os cortes sdo novamente incubados com o anticorpo
secundario biotinilado (Vector Laboratories ®) por 1 h para posterior amplificacdo com kit
Vectastain ABC Elite (Vector Laboratories ®) em temperatura ambiente, por 30 minutos. A
DAB (3,3’-diaminobenzidina, 1:300) é o substrato usado para a peroxidase. Os cortes sdo
lavados cinco vezes em PBS 0,01 mol/L entre todos os passos descritos acima, exceto antes da
incubacdo com anticorpo primario. Padronizagbes quanto a recuperacdo antigénica,

concentragdo de anticorpos e outros séo realizados caso a caso.

Danos morfolégicos

Efeitos histopatologicos serdo avaliados em branquias e figado de peixes. Além destes,
serdo coletadas gonadas para estudo de ecotoxicologia reprodutiva, histopatologias gonadais,
analise quantitativa de atresia folicular e outras patologias gonadais. As amostras de tecidos
serdo pesadas no momento da coleta e, baseando-se no peso corporal e dos 6rgdos coletados,
sera obtido o peso relativo (PR) de cada um deles pela formula:

PR = MP/MC x 100
onde:
MC = massa corporal;
MP = massa total do érgao.
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Fragmentos dos tecidos serdo imersos em paraformaldeido a 4% por 24 h, desidratados
em concentracdes crescentes de alcool, diafanizados em xilol e incluidos em Paraplast. O
material sera seccionado em microtomo rotativo e as sec¢bes obtidas coradas com
hematoxilina/eosina e tricomio de Mallory. Algumas laminas serdo submetidas a técnica de
coloracdo PAS, cuja preparacao inclui banho em acido periddico a 1% por 10 minutos, lavagem
em agua destilada e imersao em Reativo de Schiff por 20 minutos. Em seguida, as laminas sdo
novamente lavadas em &gua corrente por 10 minutos, coradas com hematoxilina de Harris por
3 minutos, lavadas em agua destilada, desidratadas e montadas. O material é utilizado para
analises histopatoldgicas, sendo avaliadas areas de necrose, esteatose, goticulas lipidicas,
colestase, neoplasias, melanomacrofagos, alteracdes nucleares, congestdo hemorragica,

infiltrados inflamatérios, fibrose e aneurisma lamelar.

Biomarcadores de desregulacéo enddcrina

Serdo realizadas as analises de biomarcadores de desregulacdo enddcrina vitelogenina
(Vtg) e proteinas da zona radiata (Zrp) em amostras de figado e/ou plasma sanguineo,
notadamente em machos. Pode ser determinada a razéo sexual e a proporcao de peixes intersexo

nas amostras.

4.3 Anexo 2 - Estudo e monitoramento do ambiente dulcicola da Area
Ambiental |

Este item ira tratar apenas dos aspectos que ndo foram contemplados no Plano de
Trabalho ja entregue para atendimento da alinea “a” da Clausula 164 e Notificagdo IBAMA n°
678311-E. Este monitoramento esta em andamento, tendo sido iniciado em abril de 2017 pela
empresa Econservation, contratada pela Fundacdo Renova para conducdo das atividades.
Recentemente, a Fundagdo Renova informou ao CIF sobre o inicio das agdes deste
monitoramento por meio do Oficio SEQ1965-02/2017/GJU, de 21/09/2017.
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Para a flora aquética serdo tratados a seguir apenas dos estudos referentes as macrofitas
aquaticas, pois os demais também ja estdo sendo tratado no ambito do Plano de Trabalho ja

entregue para atendimento da alinea “a” da Clausula 164.

Ressalta-se, por ultimo, que as atividades aqui previstas serdo desenvolvidas apenas nos
pontos de amostragem localizados no Espirito Santo, conforme entendimento resultante da
analise das Deliberagbes n° 112 e 113 do CIF. As amostragens de ambientes dulcicolas em
Minas Gerais seguirdo as determinac6es da Nota Técnica DFAU/IEF/SISEMA n° 007/2017.

4.3.1 Objetivos

O Anexo 2 ndo apresenta objetivos. No entanto, podem ser elencados objetivos
referentes ao conhecimento da fauna e flora aquatica do rio Doce, incluindo parametros
relacionados a estrutura e dinamica de populacdes, genética de populagdes, macrofitas

aquaticas e integridade dos ambientes.

4.3.2 Area de Estudo

Para atendimento a Deliberacdo n° 112 do CIF, restringe-se a atuacdo deste anexo aos
10 pontos de amostragem rio Doce e seus afluentes localizados no Espirito Santo, conforme
Quadro 5.

Quadro 5 - Pontos de amostragem do Anexo 2 - TR4 na porcao capixaba do rio Doce e regido estuarina.

Coordenadas UTM (datum SIRGAS2000)

Ponto Local
X y
17 Rio Guandu 288351,08 7828746,17
18 Lagoa do Limédo 355688,84 7837447,02
19 Lagoa Nova 377287,60 7855827,03
20 Lagoa Japarana 385766,88 7859664,14
21 Rio Doce 387144,67 7853249,98
22 Rio Doce 410025,62 7837309,00
23 Lagoa do Aredo 411472,58 7835831,65

24 Lagoa do Areal 413154,34 7834176,33
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Coordenadas UTM (datum SIRGAS2000)

Ponto Local
X y
25 Lagoa Monsaraz 415912,93 7837161,08
26 Foz do rio Doce 414079,86 7828234,12

Fonte: Anexo 2, TRA4.

4.3.3 Metodologias e Periodicidade

Este projeto ira amostrar mensalmente a ictiofauna no primeiro e quinto anos de
execucdo e trimestralmente nos outros trés anos. Conforme o0 TR4, o primeiro ano de atividades
do Anexo 2 segue as metodologias, premissas e periodicidade definidas no “Protocolo para
estudos de ictiofauna na é&rea afetada”, encaminhado pelo Parecer Técnico PAR.
02014.000105/2015-20 NUFAUNA/MS/IBAMA e referente a Notificacdo IBAMA n° 678311-
E.

As metodologias e periodicidade do primeiro ano do monitoramento ja foram
apresentadas em Plano de Trabalho referente a Clausula 164, alinea “a” e Notificagao IBAMA
n°® 678311-E, cujas atividades encontram-se em andamento. A partir do segundo ano de
amostragem da ictiofauna, quando as coletas de dados estiverem sendo realizadas

trimestralmente, pretende-se realizar as acdes descritas a seguir.

e Estrutura e dindmica de populacgdes

Serd realizado um levantamento de informagdes obtidas previamente ao acidente,
disponiveis na literatura especializada, aliado aos resultados obtidos no primeiro ano de
monitoramento da ictiofauna, que esta em curso, para construcdo de uma avaliacdo quanto a

dindmica das populac¢des nativas da bacia do rio Doce.

Serdo apresentadas informacGes sobre relacdo peso/comprimento, incluindo teste de
adequacao a hipotese de crescimento isométrico ou alomeétrico (quando for possivel analisar
para sexos separados) e de fator de condig&o relativo e alométrico (quando for possivel analisar
para sexos separados).
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Genética de populacdes

O Anexo 2 define que devem ser feitos estudos genéticos com base em marcadores de

microssatélites e marcadores populacionais em 10 espécies mais abundantes de diferentes

Familias, incluindo formas migradoras e ndo-migradoras, por meio do sequenciamento de DNA

mitocondrial e nuclear. Define-se a amostragem de pelo menos 10 loci de microssatélites, duas

sequéncias mitocondriais e duas sequéncias nucleares de 30 individuos de cada populacéo,

incluindo as seguintes analises:

v

v

Estimativa da diversidade genética de espécies do rio Doce depositadas em cole¢des ou
bancos genéticos antes da mortandade causada pelo rompimento da barragem;
Estimava anual da diversidade genética das espécies coletadas na Area Ambiental 1 a
partir do segundo ano do programa de monitoramento. Apesar dos estudos genéticos
ndo serem citados quando da defini¢do da periodicidade e tipos de estudos que devem
ser conduzidos em cada ano, considera-se que a genética de populacbes é parametro
populacional e que é necessaria a selecdo das espécies mais abundantes para sua
realizacdo. Esta selecdo é feita apds o primeiro ano de monitoramento para 0s demais
parametros de populagdes, seguindo-se aqui a mesma regra;

Obter nameros de frequéncias alélicas e numero de alelos efetivos e privados, o que
segundo 0 Anexo 2 deve ser feito por meio do software PopGene v3.3 (RAYMOND &
ROUSSET, 1995), e utiliza-los para o calculo de outras estimativas de variabilidade
genética. O mesmo software deveria ser utilizado também para os calculos de eventuais
desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg (p<0,05), heterozigosidade observada (Ho) e
heterozigosidade esperada (He);

Obter estatisticas de composicéo de nucleotideos e padroes de substituicdes inferidos, o
que segundo o Anexo 7 deve ser feito por meio do software MEGA 6 (TAMURA et al.,
2013).

A analise de divergéncia de sequéncia sera inferida pela aplicacdo do algoritmo Kimura-

2-parametros (K2P; KIMURA, 1980). Estatisticas de diversidade e polimorfismo de DNA
deverdo ser aplicadas sobre as sequéncias dos marcadores para inferéncia das taxas de
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diversidade haplotipica - h (NEI, 1987), diversidade nucleotidica - = (NEI, 1987), AMOVA
(EXCOFFIER et al., 1992), endogamia e estruturacdo populacional - ST (EXCOFFIER et al.,
1992) e ocorréncia de eventos de gargalo populacional, entre outros, sendo definido para tal os
softwares ARLEQUIN (EXCOFFIER et al., 2010), DNASP 5 4 (ROZAS et al., 2003) e
BOTTLENECK (CORNUET & LUIKART, 1996).

e DNA Mitocondrial barcoding

O Anexo 2 define que devem ser realizadas analises com o DNA mitocondrial, para
certificacdo da correta identificacdo taxonbmica das espécies de peixes, por meio do
sequenciamento de segmentos parciais do gene mitocondrial COI para cinco individuos de
todas as espécies coletadas em cada um dos locais de coleta ao longo do periodo do
monitoramento, ou a utilizacdo de amostras de exemplares capturados para outras analises.
Especificamente para espécies da Familia Characidae, a Nota Técnica n°
3/2017/CTBio/DIBIO/ICMBIo determina a coleta de 10 exemplares por ponto de coleta. A
referida Nota Técnica sugere que as amostras de tecidos coletadas para estas analises sejam
branquia e musculo. A amplificagdo e sequenciamento dos segmentos deve ser realizada com

0 uso dos primers indicados por Ward et al. (2005).

As sequéncias obtidas serdo enviadas ao banco de dados BOLD (RATNASINGHAM
& HEBER, 2013) (http://www.boldsystems.org/), para verificagdo da correspondéncia e

similaridade com as sequéncias ja armazenadas.

A identificacdo de Barcode gap e o Barcode Index Number (RATNASINGHAM &
HEBERT, 2013) serdo feitos por meio do site Barcoding of Life
(http://www.barcodeoflife.org/), sendo também elaborada biblioteca de DNA barcodes para

espécies nativas sem sequéncia registrada.

O dep0sito das sequéncias obtidas no banco de dados faz com que sejam reconhecidas
formalmente como sequéncias barcode das espécies coletadas. Este depdsito é feito
acompanhado do nome da espécie, niUmero de tombo do exemplar e instituicdo depositéria,
nome dos coletores, data e localizagc&o (com coordenadas em formato especificado pelo banco
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de dados), nome do especialista responsavel pela identificacdo especifica do exemplar,
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sequéncia da regido barcode com pelo menos 500 pares de base, informacdes sobre os primers
utilizados na amplificagdo do fragmento de DNA e os eletroferogramas gerados para as duas
fitas de DNA (RATNASINGHAM & HEBERT, 2007).

e Macrofitas aquaticas

Em oito dos 10 pontos do Anexo 2 pertencentes ao estado do Espirito Santo (excluem-
se 0s pontos na foz onde macrofitas ndo ocorrem) devem ser realizadas coletas de macrofitas
aquaticas, em ambas as margens e na calha central do rio Doce. As amostragens terdo
periodicidade quinzenal, sendo coletadas pelo menos trés amostras de material vegetativo por
ponto de amostragem. Serdo determinadas a temperatura e 0 pH da agua no momento das

coletas para auxiliar nas interpretac@es de testes bioquimicos em laboratorio.

O procedimento de coleta sera 0 método do quadro, ou metodologia de Westlake, que
consiste na utilizacdo de um quadro de madeira (0,5 m2) para delimitar as parcelas onde o
material deveréa ser coletado. Os quadros serdo lancados em pontos aleatérios dentro da malha
amostral. Langados os quadros, serdo coletadas pelo menos trés partes de material vegetativo,
que serdo transferidos para sacos plasticos de material transparente e estéreis. Todo o material
coletado sera conduzido a laboratérios especializados para as analises especificas. Além das
coletas de material para testes especificos, serdo coletadas amostras para identificacdo botanica
das espécies. As coletas para identificacdo botanica seguirdo a mesma metodologia das coletas
para analise; contudo, o material sera armazenado em sacos de papel. Todo material coletado
para identificacdo botanica devera conter flor e/ou fruto. Depois de coletado, 0 material para
identificacdo devera ser prensado para confeccdo de exsicatas e conduzido a um herbario

registrado, onde seréa identificado e armazenado em condic¢des adequadas.
e Integridade ambiental
A integridade ambiental de cada ponto de amostragem sera avaliada visualmente com

base em caracteristicas fisiondmicas. Para isso, serdo preenchidas fichas de campo, as quais

permitirdo avaliar o status dos diferentes habitats.
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Uma dessas fichas sera baseada no indice de Integridade do Habitat (11H; Nessimian et
al., 2008), constituido por 12 itens que descrevem as condi¢fes ambientais e avaliam
caracteristicas como o padrdo de uso da terra adjacente a vegetacdo ribeirinha, largura da mata
ciliar e seu estado de preservacao, estado da mata ciliar dentro de uma faixa de 10 m, descricao
da condicdo do canal quanto ao tipo de sedimento e presenca de dispositivos de retencéo,
estrutura e desgaste dos barrancos marginais do rio, caracterizacdo do leito do rio quanto ao
substrato, vegetacdo aquatica, detritos e disposicao das areas de corredeiras, pocoes e meandros.
Cada item é composto de quatro a seis alternativas, ordenadas de forma a representar sistemas
cada vez mais integros. Os valores obtidos variam em uma escala de 0 (baixa integridade) a 1

(alta integridade).

Outra ficha sera baseada no Protocolo de Avaliacdo Ambiental (PAA; Callisto et al.,
2002). Nesse caso, a ficha € composta por 22 itens com trés a quatro alternativas. Os 10
primeiros itens analisam as caracteristicas do trecho que sdo alteradas por acdes antrépicas
(pontuacdo de 0 a 4). Os demais avaliam a integridade das condi¢des naturais do ambiente
(pontuacdo de 0 a 5). Com isso, sdo definidos trés niveis de preservacdo: 0 a 33 pontos indicam

trechos impactados, 34 a 49 pontos sdo trechos alterados e superior a 50 pontos trechos naturais.

As avaliagOes de integridade ambiental serdo complementadas por medidas de fatores
abioticos, tomadas por medidores digitais de campo, tais como: temperatura (°C), pH, total de

solutos dissolvidos (TDS), salinidade, condutividade e fluxo.

4.4 Anexo 3 - Estudo e monitoramento ambiental no rio Doce, area

estuarina e marinha (Area Ambiental 1)

Este anexo visa implementar um programa de monitoramento na Area Ambiental 1 com
coleta e analise de parametros sedimentoldgicos e geoquimicos (granulometria, mineralogia,
metais, isOtopos, nutrientes e organicos) em associacdo com parametros biologicos
(composicdo, estrutura e dinamica das comunidades plancténicas a partir de coletas periddicas).

Este monitoramento ser realizado em paralelo com a instalagéo de um sistema de boias e linhas
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de fundeio na plataforma e na foz do rio para determinacdo da vazdo e descarga solida,
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distribuidas quanto a profundidade e distancia da foz para que sejam medidos parametros de
for¢antes oceanograficas (correntes, ondas e estrutura da coluna d’agua), material particulado
em suspensdo, quimica de material dissolvido, tamanho do material particulado em suspenséo,

temperatura e salinidade da agua, fluorescéncia, etc.

O Anexo 3 define também a instalacdo de uma estacdo meteorolégica na foz do rio
Doce, de um marégrafo e de uma estacdo hidrossedimentoldgica para monitoramento da vazdo

e descarga de sélidos.

O estudo proposto prevé a utilizacdo das boias oceénicas, estacdo meteoroldgica,
marégrafo e estacdo hidrossedimentoldgica por cinco anos, com o objetivo de construcdo de
um modelo hidrodindmico. O monitoramento e estudo da dinamica da pluma serdo
acompanhados da validacdo e calibracdo de imagens de satélite, visando uma andlise espacial

da distribuicdo geogréfica da pluma e de pardmetros como MPS, clorofila e temperatura.

4.4.1 Objetivo

Entender as variagdes interanuais e 0 comportamento da pluma fluvial de rejeitos no
ambiente aquatico através do controle dos indices de contaminacdo/poluicdo de metais para

avaliar os ambientes afetados.

4.4.2 Area de Estudo

O monitoramento se dara ao longo de toda Area Ambiental 1, sendo os pontos de
amostragem na porcao capixaba do rio Doce os mesmos dos Anexos 1 e 2 do TR4, com adigdes
de pontos na APA Costa das Algas, na foz do rio Doce, Barra Nova e Abrolhos (Quadro 6). Os
pontos adicionais ndo sdo numerados no TR4, sendo apresentada somente a numeragdo dos

pontos coincidentes com 0s Anexos 1 e 2.

Quadro 6 - Pontos de amostragem do Anexo 3 - TR4 na porcao capixaba do rio Doce e regifes estuarina,

costeira € marinha.
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Ponto

17
18
19
20
21
22
23
24
25
26

UNDACAO

nova

Local

Rio Guandu
Lagoa do Limé&o
Lagoa Nova
Lagoa Japarana
Rio Doce
Rio Doce
Lagoa do Areédo
Lagoa do Areal
Lagoa Monsaraz
Foz do rio Doce

Costa das Algas

Foz do rio Doce

Barra Nova

Abrolhos

Fonte: Anexos 1,2 e 3, TR4.

Coordenadas UTM (datum SIRGAS2000)

X
288351,08
355688,84
377287,60
385766,88

387144,67
410025,62
41147258
413154,34
415912,93
414079,86
390337,47
418100,29
411733,24
384717,37
380039,35
377312,30
423532,19
419392,04
428467,28
411878,67
437864,09
426146,95
454268,01
530164,59
517176,55

y
7828746,17
7837447,02
7855827,03
7859664,14

7853249,98
7837309,00
7835831,65
7834176,33
7837161,08
7828234,12
7791253,33
7795785,50
7771576,83
7796897,30
7787946,29
7783943,25
7829898,27
7823040,29
7815169,60
7816813,49
7807959,95
7903599,21
7903337,90
8011813,77
8007563,71
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Para a amostragem de macroalgas, rodolitos e estruturas recifais é definida malha de

pontos especifica devido a distribuicdo destes organismos e caracteristicas dos estudos (Quadro
7).
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Quadro 7 - Pontos de amostragem especificos para macroalgas, rodolitos e fundos recifais.

Coordenadas UTM (datum SIRGAS2000)

Localidade Tipo de estudo
X y
385772,33 7799135,25
Costa das Algas 384717,37 * 7796897,30 *
383145,36 7795789,31
381051,27 7791249,30
RVS Santa Cruz
380039,35 * 7787946,29 *
378873,34 7784750,27
. 377312,30 * 7783943,25 *
Macroalgas e rodolitos
377272,27 7779265,23
403523,79 7796449,89
Costa das Algas 418100,29 * 7795785,50 *
415488,30 7785815,21
412746,34 7777869,19
411733,24 * 7771576,83 *
412301,31 7767619,24
381051,27 7791249,30
RVS Santa Cruz 380039,35 7787946,29
386302,67 7787608,76
L 418100,29 7795785,50
Fundos recifais
415488,30 7785815,21
Costa das Algas 412746,34 7777869,19
411733,24 7771576,83
412301,31 7767619,24

* = |ocais de realizagdo de amostragens para analise de parametros fisico-quimicos da agua e sedimento

3.4.3 Metodologias e Periodicidade

A malha de amostragem seré adaptativa e constituida por medicdes a intervalos mensais,

trimestrais e semestrais:

Mensal: realizada em 10 pontos na bacia e foz do Rio Doce para caracterizagdo da

variabilidade interanual do sistema dulcicola-costeiro-marinho. Nestas estaces deverdo serdo
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medidos os parametros fisicos, quimicos (metais, nutrientes), biomassa de plancton (fito e

nw

zooplancton), perifiton e sedimento de fundo (quimica e sedimentologia).

Trimestral: serdo acrescentados pontos de amostragem em Vitoria, na Area de Protecio
Ambiental (APA) Costa das Algas e Refugio de Vida Silvestre (RVS) de Santa Cruz, na foz,
em Degredo, Barra Nova e Itatnas. Nessas estacdes serdo medidos os parametros fisicos,
quimicos (metais, nutrientes), quali-quantitativo de plancton, macroalgas e rodolitos e
sedimento de fundo (bentos, quimica e sedimentologia).

Semestral: as medicdes semestrais acontecerdo nos mesmos pontos acima (mensal e
trimestral) adicionando-se pontos em Abrolhos e Guarapari. Nestes deverdo ser medidos 0s
mesmos parametros fisicos, quimicos (metais, nutrientes), quali-quantitativo de plancton, e
sedimento de fundo (bentos, quimica e sedimentologia), acrescidos dos parametros de

ecotoxicidade descritos no Anexo 1.

Emergenciais: previsao de saidas em eventos episodicos importantes, como cheia do rio
Doce (pode ser definido pelo controle de cheias ou nivel d’agua na bacia), outro desastre e
eventos meteoroldgicos de significancia (a ser definido). Parametros serdo coletados nos
levantamentos mensais com amostragem para posterior analise quali-quantitativa de plancton e

bentos.

MedicGes continuas: a Nota Técnica n° 3/2017/CTBio/DIBIO/ICMBIo define a
instalacdo de fundeios em quatro pontos:

um na foz do Rio Doce, em uma profundidade de 20-25 m;

e um ao norte, a cerca de 20-30 km, em uma profundidade de 20 m;

e um a cerca de 20 km ao sul, também na profundidade de 20 m; e

e um quarto ponto a uma profundidade maior (cerca de 50 m) para servir como ponto

controle das condigdes fisicas.

A referida Nota Técnica ndo fornece as coordenadas para os fundeios nela propostos,

por isso ndo permite comparagfes com a malha de amostragem proposta no Anexo 3 do TR4.
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Fica estabelecido que as coordenadas serdo enviadas a CTBio para conhecimento tdo logo os

N\

fundeios sejam instalados pela equipe executora do projeto.

Os fundeios visam medicdes de parametros fisicos, como ondas e correntes, e sensores
de turbidez, temperatura, salinidade ¢ fluorescéncia ao longo da coluna d’agua. Sdo previstas
linhas com boias, sendo os dados recolhidos pelas ADCPs coletados mensalmente por equipe

embarcada.

Quanto aos fundos de rodolitos e recifais, define-se a instalacdo de sensores de
temperatura e turbidez nos fundos de rodolitos dos pontos de amostragem da APA Costa das
Algas, em composi¢do com placas do tipo CAU para monitoramento e evolucdo de organismos
incrustantes. Os fundos recifais devem ser monitorados semestralmente através de
imageamento por foto-quadrado de parcelas definidas, instalacdo dos mesmos sensores e de
armadilhas de sedimento para serem usadas como tragadores. A area conhecida como “Recifes

Esquecidos” deve ser monitorada conforme a metodologia descrita para fundos recifais.

Modelagem Numérica

A modelagem numeérica proposta neste acompanhamento é o Regional Ocean Modeling
System (ROMS) associado ao modulo biogeoquimico PISCES para avaliar o impacto nos

compartimentos bioldgico, geoldgico e quimico do ambiente marinho.

Segundo o0 Anexo 3, a escolha desta modelagem reflete a natureza e comportamento dos
dados ja coletados na area de estudo. A modelagem numérica devera contemplar as forcantes
principais ja observadas, como a vaz&o do rio, ventos e a mesoescala, observada com a presenga
de uma ressurgéncia costeira. A modelagem deve incluir inputs do compartimento bioquimico
pela identificacdo prévia da entrada significativa
de nutrientes no ambiente marinho, que favoreceram o desenvolvimento do fitoplancton e, por

consequéncia, a cadeia trofica.
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e Parametros fisico-quimicos da agua in situ

Em cada ponto de monitoramento sera realizada perfilagem continua da coluna d’agua
com CTD. A coleta de dados in situ seréa feita de duas formas: coletas de dados de temperatura,
salinidade e pressdo, além de agua em profundidades pré-definidas usando o sistema
CTD+Rosette a partir de uma plataforma flutuante em estacGes previamente definidas. O CTD
devera ser munido de, pelo menos, sensores de turbidez, fluorescéncia, temperatura da agua,

condutividade elétrica, pH e oxigénio dissolvido.

A caracterizagdo hidrodindmica e o monitoramento de algumas condicgdes
oceanograficas serdo realizados através da instalacdo de um sistema de boias e linhas de fundeio
na Plataforma Continental, distribuidas quanto a profundidade e distancia da foz para que sejam
medidos parametros de forcantes oceanograficas (p.ex., correntes, ondas e estrutura da coluna
d’agua).

A linha de fundeio deve contemplar pelo menos uma medicdo de parametros fisico-
quimicos da agua junto ao fundo e outra proxima a superficie. Conforme a Nota Técnica n°
3/2017/CTBio/DIBIO/ICMBIO0, deve ser instalado um fundeio na foz do Rio Doce, em uma
profundidade de 20-25 m; um ao norte, a cerca de 20-30 km, em uma profundidade de 20 m;
um a cerca de 20 km ao sul, também na profundidade de 20 m; e um quarto ponto a uma
profundidade maior (cerca de 50 m) para servir como ponto controle das condicdes fisicas. A
frequéncia de funcionamento dos equipamentos ira depender da profundidade em que serdo
alocados. Os ADPs devem operar com medic¢des horérias de corrente e a cada duas horas para
medicao de altura, periodo e dire¢do de onda (cita-se que a medicdo pode ser feita em modelo
de bursts, com frequéncia de 2 a 4 kHz). Os dados de temperatura, salinidade e turbidez devem
ser obtidos a cada hora em sincronia com os dados de ADP.

Também é determinada a coleta de agua para determinacdo do material particulado em
suspensdo (MPS) e calibracao do backscatter dos ADPs, sendo esta com periodicidade mensal
no primeiro ano e trimestral nos quatro anos seguintes. Segundo o Anexo 3, a utilizacdo do

bacskatter do ADP para estimar o MPS permite avaliar continuamente a concentragéo de MPS.
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O Anexo 3 define que os fundeios devem permanecer em funcionamento por no minimo
cinco anos. A Nota Técnica n° 3/2017/CTBio/DIBIO/ICMBIo dispensa o envio de dados em
tempo real para uma estacdo em terra por radio ou satélite. Dessa maneira, os dados serdo
coletado mensalmente por equipe embarcada.

e Procedimentos para coleta de 4gua e sedimento

A coleta ao longo da coluna d’4gua devera sera feita com garrafa horizontal e seguira a
denominacdo de superficie (0 a 15 cm), meio (metade da profundidade - varidvel nos pontos de
amostragem) e fundo (cerca de 50 cm acima do fundo). Estas amostras servirdo para analises
de concentracdo de material particulado em suspensdo (MPS - superficie, meio e fundo),
geoquimica de metais e organicos (superficie e fundo), nutrientes dissolvidos e totais e
clorofila-a (superficie e fundo) e medicdes in situ com sonda multipardmetros nas amostras
coletadas (OD, pH, STD, Turbidez, Temperatura, Salinidade).

Deverdo ser utilizados frascos de polietileno, preferencialmente, ou de vidro, todos de
primeiro uso, descontaminados, de boca estreita, com batoque de vedacao (apenas frascos de
vidro) e tampa de rosca. Para as anlises de 4gua devem ser obtidas as seguintes amostras, em

frascos separados:

2000 ml para determinacdo de metais associados ao material coloidal,
1000 ml para determinacéo de mercurio associado ao material coloidal;
500 mL para determinagdo de metais totais;

500 mL para determinacéo de metais dissolvidos.

500 mL para determinacao de mercurio total;

NN N N N

500 mL para determinacao de mercurio dissolvido.
As amostras para analise de mercurio (Hg) devem ser coletadas separadamente.
Para a limpeza e descontaminacgéo dos recipientes, deve-se rinsar duas vezes 0s frascos

novos com solugdo 1:1 de &cido nitrico P.A., lavar trés vezes com agua desmineralizada, rinsar

com agua milli-Q e deixar secar antes de usar.
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As amostras coletadas para analise de metais totais deverdo ser preservadas pela adicdo
de gotas de solucdo de acido nitrico Suprapur ou destilado até pH<2 e, em seguida, refrigeradas.
Deve-se acrescentar 1 mL de acido nitrico PA (Suprapur ou destilado) para cada litro de agua
coletado. Posteriormente, devem ser refrigeradas a 4°C e mantidas até o momento da analise.
A adicdo de acido a amostra pode ser dispensada caso os frascos enviados para coleta ja

contenham o acido necessario para acidificar a amostra a pH < 2.

Para as amostras destinadas a analise de dissolvidos e particulados, deve-se preservar a
amostra apenas refrigerada a 4°C até o momento da analise, sem adicdo de acido. Os frascos
ndo deverdo ser cheios totalmente. Como as amostras serdo apenas refrigeradas, é necessario

entrega-las ao laboratorio para anélise em até 24 horas apés a coleta.

Para as analises de matéria organica dissolvida (MOD), serdo coletadas amostras de
agua da subsuperficie em cada um dos pontos de amostragem (0,5 m) com garrafa de van Dorn
horizontal (2 L). As amostras devem passar por filtros Millipore 0,22 um e mantidas
refrigeradas a 4 °C e no escuro em frascos ambar pré-lavados com agua destilada e HCL 10%

até o processamento.

Para a determinacédo de clorofila-a e pigmentos as amostras serdo coletadas em dois
frascos escuros de 1 L, totalizando 2 L, previamente rinsados com a amostra, que devem ser
enviados rapidamente para a filtragem. Entre a coleta e a filtracdo, as amostras serdo mantidas
refrigeradas em isopor com gelo. Antes da filtracdo, os frascos deverdo ser homogeneizados
levemente e as aliquotas para filtracdo medidas com baldes volumétricos certificados. As
filtracOes deverdo ser realizadas sob pressdao maxima de 200 mmHg, em filtros de fibra de vidro
Whatman GF/F 47 mm, e em no maximo 15 minutos. As amostras deverdo ser filtradas em
duplicata para controle de qualidade analitico. A dgua deveré ser filtrada no momento da coleta.
Imediatamente apos a filtracdo, o filtro devera ser dobrado em dois, levemente pressionado
contra papel toalha para tirar o excesso de agua, imediatamente colocado em criotubo

previamente identificado e em seguida armazenado em nitrogénio liquido.

Para cada amostra deve-se registrar:
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v 0 tempo entre a coleta e a filtracdo;
v 0 tempo de filtracdo; e

v' 0 tempo total entre o inicio da filtracdo e a colocacao do filtro no criotubo.

Os filtros serdo mantidos em nitrogénio liquido até 0 momento da extracdo. Entre as
amostras os baldes deverdo ser rinsados com a proxima amostra (entre amostras da mesma
estacdo) ou lavados com &gua destilada e posteriormente rinsados com a amostra a ser filtrada
(no caso de filtracdo sequencial de amostras de estacdes diferentes). Ao final da filtracdo os

baldes deverdo ser lavados em agua destilada e postos para secar.

Amostras para analises de nutrientes serdo obtidas pela coleta de 1L de &gua com garrafa
horizontal. A agua deve ser armazenada em frascos previamente rinsados, enviada para

filtragem o mais rapido possivel e depois congelados.

Para a caracterizacdo do Material Particulado em Suspensdo (MPS), devem ser
coletados de 2L de agua, armazenados em frascos refrigerados logo apds a coleta. Ainda na

embarcacao, uma subamostra devera ter a turbidez medida imediatamente.

A coleta de sedimento de fundo seréa realizada com box corer, buscando-se subamostrar
estratigraficamente os estratos, e com busca-fundo Van Veen onde ndo houver a necessidade
de estratificacdo da amostra. Uma vez aberta, a amostra devera sera fotografada, identificada
pelo nimero do ponto de amostragem e datada com marcacéo da hora de coleta. A observacéao
de ocorréncia da lama alaranjada na superficie da amostra sera registrada e, se possivel, sua

espessura serd mensurada com uma régua.
Deverao ser coletadas subamostras do sedimento seguindo a seguinte metodologia:
v" Metais: espatula de plastico raspando os centimetros superficiais contendo a lama

alaranjada que representa o rejeito. A amostra devera ter em torno de 5g, armazenada

em pote pléstico e congelada.
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v Organicos: espatula de metal raspando os centimetros superficiais contendo a lama
alaranjada que representa o rejeito. A amostra devera ter em torno de 10g, armazenada
em pote de aluminio ou vidro (carcinado) e congelada.

v Densidade: amostrar os centimetros superficiais usando um eppendorf ou tubo de 5mL
de peso conhecido e seguindo o reconhecimento da lama alaranjada. O volume total
coletado deve ser conhecido.

v" Granulometria e mineral de argila: amostrar a lama alaranjada superficial, obtendo cerca
de 100g de amostra.

v Granulometria total: coleta da amostra total, com cerca de 200g.

Dessa forma, em cada ponto de amostragem sera realizada a afericdo de todos os
parametros listados no Quadro 8. Todos os procedimentos analiticos, desde a escolha e limpeza
dos recipientes até o processamento, preservacao e conservacao das amostras, para cada tipo de

analise seguirdo as determinagdes do Anexo 3 do TR4.

Quadro 8 - Pardmetros das amostragens de dgua e sedimento.

Matriz Parametro geral Parametros especificos

Metais Totais, Dissolvidos, Particulados, Especiagéo e Mercdrio.

Hidrocarbonetos, Hidrocarbonetos Policiclicos aromaticos,

Biomarcadores lipidicos, Acidos graxos, Pesticidas,

Orgéanicos ) .
Contaminantes Emergentes, PCB, TBT e Fenois.
Matéria organica dissolvida
Agua
Elementar (Particulado) Carbono, Nitrogénio e Enxofre.

Isétopos (Particulado) Carbono, Nitrogénio e Compostos organicos especificos.

Fosforo total, Fosforo dissolvido, Orto-fosfato, Nitrito,
Nutrientes Nitrato,

Nitrogénio Amoniacal, Silicio e N/P Total.
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Matriz Parametro geral

Parametros Fisico-

quimicos

Biologicos/
Balneabilidade

Metais*

. Organicos
Sedimento g

Elementar

IsGtopos

Nutrientes

Parametros Fisico-
quimicos

Fonte: Anexo 3, TR4.
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Parametros especificos

pH, ORP, Salinidade, Temperatura,
Alcalinidade, sélidos totais dissolvidos, DBO e DQO,
Condutividade elétrica, turbidez, s6lidos em suspenséo,
solidos totais, solidos sedimentéveis.

Coliformes Totais, coliformes fecais

e Escherichia coli.

Sequencial (fragdes + total), Terras Raras e Mercurio.
*Aluminio; Arsénio; Bario; Boro; Cadmio; Calcio; Chumbo;
Cobre; Cromo; Ferro; Fluoreto; Fésforo; Litio; Magnésio;
Manganés; Mercurio; Niquel; Selénio; Vanadio; Zinco;

Berilio; Cobalto; Fluoreto; Litio; Vanadio

Hidrocarbonetos, Hidrocarbonetos
Policiclicos arométicos, Biomarcadores lipidicos, Acidos
graxos, Pesticidas, Contaminantes Emergentes, PCB, TBT e
Fendis.
Carbono, Nitrogénio, Arsénio e Enxofre.

Carbono, Nitrogénio, 2°Ph/**’Cs e Compostos organicos
especificos.
Especiagdo de Ortofosfato em Agua Intersticial, fosforo

total.

ORP, pH.

Complementar a isso, coleta de 20 testemunhos seréa realizada na regido entre Aracruz e

Barra Nova (ES) para determinacdo das taxas de sedimentacdo por meio da analise do Pb 210,

fluxo geoquimico e andlise granulométrica e composicional na coluna estratigrafica. A

testemunhagem sera realizada com testemunhos a gravidade/pistdo e sempre em réplica para

assegurar a disponibilidade de material para todas as analises.
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O sedimento deve ser lavado para retirada de sal e colocado para secar em estufa a 40°C

i

pelo tempo necessario a completa retirada de agua. Apo6s seco, o sedimento € pesado e
peneirado em via Umida em peneira de 63 micrémetros para separacdo da fracdo areia. O
procedimento de secagem é repetido para a fracdo areia e esta fracdo passa por nova pesagem
para determinacdo dos teores de lama e areia. A granulometria da fracéo areia € determinada
por peneiramento de 0,5 em 0,5 Fi e a fragdo lama deve ser levada ao granuldmetro a laser ap6s
queima de MO por perédxido. No caso da fragdo lama ndo hé necessidade de nova secagem, pois
o granulémetro utiliza amostras Umidas. Os valores dos teores sdo determinados pela diferenga

entre 0 peso total e o peso da fracdo areia, resultando no peso da fracdo lama.

Para verificacdo da densidade, a amostra de sedimento deve ser coletada em recipiente
de volume conhecido e previamente pesado e identificado. Em laboratério, esse recipiente
deveréa ser imediatamente pesado com o sedimento humido e levado a estufa entre 40°C e 60°C
para secagem. Ap0s secagem, o recipiente € novamente pesado. O valor da densidade molhada
sera a razao entre a massa da mistura (peso humido) e o volume da mistura. O valor da massa
seca € necessario para arquivamento em caso de necessidade do conhecimento de teores de agua

para determinacdo da densidade seca.

A determinacdo da mineralogia de argila do MPS deve ser realizada através do
sedimento fino pulverizado injetado em um difratdmetro, com um tubo selado de Cu K-alpha
(40 kV, 20 mA), um counter de cintilacdo e um monocromator de grafite. Os padrdes de
difracdo devem ser gravados em modo stepscan em passos de 0.02°, a dois segundos por passo.
As configuragdes dos slits de divergéncia, recebimento e espalhamento deveréo ser de 0.5°, 0.3
mm e 0.5° respectivamente. Os padrfes de difracdo deverdo ser gravados de 4° a 120°. Deve
ser utilizada analise e determinacdo da composicao isotdpica e de terras raras do MPS para

determinacdo de procedéncia geoldgica e de localizagdo.

Os testemunhos coletados entre Aracruz e Barra Nova devem ser abertos em duas
metades, fotografados e subamostrados. A subamostragem sera feita no maximo a cada 2 cm.
Devem ser separadas aliquotas para determinacao dos teores de carbonato de célcio (dissolucdo
por HCI a 10%) e matéria organica (queima em Mufla a 450°C) e analise granulométrica. A

granulometria deve ser realizada em peneiramento a Umido para separacao das frages lama e
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areia. Posteriormente, a fracdo areia serd peneirada a seco a cada 0,5 phi e a fracdo lama

\y
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analisada em granulémetro a laser. A aliquota remanescente da dissolucdo de carbonato de

calcio é usada para separacdo de minerais pesados por densidade, usando-se bromoférmio.

Pelo menos 10 subamostras devem ser analisadas para mineralogia de argilas e de
minerais pesados, igualmente espacadas ao longo do registro sedimentar. A metodologia para
definicdo dos argilo-minerais sera por difratometria de raio-x. O sedimento fino seré
pulverizado e, em seguida, injetado em um difratdbmetro com um tubo selado de Cu K-alpha
(40 kV, 20 mA), um counter de cintilacdo e um monocromator de grafite. Os padrbes de
difracdo serdo gravados em modo step-scan em passos de 0.02°, a dois segundos por passo. As
configuracdes dos slits de divergéncia, recebimento e espalhamento serdo de 0.5° 0.3 mm e
0.5°, respectivamente. Os padrdes de difracdo serdo gravados de 4° a 120°.

A analise geoguimica de metais e organicos sera realizada nas aliquotas definidas, sendo
no minimo 10 subamostras espalhadas ao longo do testemunho de acordo com a metodologia
ja descrita neste documento.

A espessura do depdsito serd investigada através de um levantamento geofisico com um
perfilador de subfundo de alta frequéncia, usando um sistema de multifrequéncia variando de
20 a 0,5 kHz. O perfilador tera alta definicdo na superficie e permitird o mapeamento dos
refletores nos primeiros metros do depdsito, o que possibilitard a identificacdo do refletor
relacionado ao rompimento da barragem e que servira de controle para levantamentos futuros.
O levantamento sera novamente realizado apds trés anos para comparacdo de espessura do

depodsito.

e Procedimentos para amostragem da biota

Bentos - sedimento inconsolidado

A coleta das amostras sera feita em substrato inconsolidado com o lancamento de

amostradores tradicionais (Box corer, Van Veen) apropriados para este ambiente. A

amostragem sera feita em triplicata, garantindo que seja destinada uma amostra da primeira
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réplica para analise granulométrica. As amostras serdo fotografadas logo quando o amostrador

\y
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for icado a bordo.

As amostras serdo separadas em aliquotas e uma aliquota de cada réplica deve ser fixada
em formol 10% tamponado com borax. Todas as amostras e aliquotas deverdo ser peneiradas
utilizando malha de 500 um. Quando presente, a &gua contida no interior do amostrador devera
ser sifonada e filtrada utilizando malha de 45 um. A segunda aliquota devera ser congelada para

andlise de sequenciamento genético.

Amostras de macrofauna serdo peneiradas ainda a bordo em malha de 1mm e
preservadas até triagem e identificacdo. Animais vivos serdo separados, também a bordo, e
congelados. A metodologia para analise ecotoxicolégica destes organismos deve seguir 0
descrito no Anexo 1 do TR4.

As andlises do material triado irdo considerar nivel taxonémico até Familia, no minimo.
A partir dos dados obtidos deverdo ser calculadas a riqueza S, a diversidade a aparente de
Shannon-Hill, a diversidade a real de Shannon-Wiener e a Dominancia de Simpson. Para a
estimativa das similaridades entre os pontos de amostragem em modo Q (elementos amostrais)
e em modo R (espécies), devera ser adotado o indice de similaridade de Kulczynski, usando o
software PRIMER 5.0. As similaridades entre os pontos de amostragem quanto a composi¢ao
faunistica associada aos fatores fisicos deverdo ser analisadas pelo método de ordenacdo

utilizando MDS (non-metric multidimensional scaling).

Macroalgas e Rodolitos

Amostragens quantitativas e qualitativas de macroalgas e rodolitos seréo realizadas em
areas rasas, por mergulho autdnomo, draga do tipo retangular e/ou rede de arrasto de fundo para
identificacdo e realizacdo de indicies ecoldgicos, como de riqueza, e analise de vitalidade dos
rodolitos. O fundo sera fotografado para registro da sua estrutura. Um minimo de 30 nddulos
de rodolitos devem ser coletados. Na embarcagéo, os rodolitos deverdo ser devidamente
etiquetados e preservados em formaldeido a 10%. Fragmentos dos rodolitos deverdo ser
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separados antes da preservacdo e mantidos em nitrogénio liquido para posterior analise

\y

1N

microbioldgica.

A flora bentdnica associada aos rodolitos também serd triada. Para identificacdo dos
grupos taxondmicos (algas calcarias e macroalgas) serd utilizada bibliografia especifica.
Quando necessario, amostras especificas deverdo ser enviadas a especialistas. A partir dos
dados obtidos, serdo determinados a riqueza S da comunidade, a diversidade a aparente de
Shannon-Hill, a diversidade a real de Shannon-Wiener e a Dominancia de Simpson. A

similaridade sera determinada pelo o indice de Kulczynski.

Amostras serdo separadas para testes de toxicidade, seguindo a metodologia ja definida
neste documento. Os estudos de ecotoxicologia visam a avaliagdo de possiveis efeitos
fisioldgicos decorrentes da contaminacdo da dgua por metais e consequente acumulacao desses
metais nos organismos, avaliando a concentracdo de metais e biomarcador de dano bioldgico

(lipoperoxidacgéo).

Para monitoramento da fauna e flora associada ao material coletado e nos fundos de
rodolitos, devem ser instaladas 10 estruturas de placa de incrustacdo do tipo Calcification
Acidificat ionUnit (CAU) em diferentes localidades e habitats. Esta metodologia consiste no
uso de duas placas paralelas de 10 x 10 cm feitas de PVC Tipo I na cor cinza. Cada CAU devera
ser instalado e retirado dentro de um periodo maximo de 12 meses. As placas serdo utilizadas

por até cinco anos, prazo de duracdo deste Programa de Monitoramento.

A composicdo e abundancia dos organismos que colonizarem as placas devem ser
comparadas com 0s organismos dominantes no habitat natural adjacente. Sugere-se que as
placas sejam instaladas em ambientes impactados e ndo-impactados e que sejam comparadas
as taxas de colonizagéo nos dois ambientes, em lugar de se comparar placas colonizadas por 12
meses com ambientes naturais ja estabelecidos. Acredita-se que isto trard respostas mais
assertivas sobre os padrdes de colonizacdo nos dois tipos de amostra e maiores possibilidades
de identificacdo e mensuracdo do impacto nestes organismos. Junto aos CAUs devem ser
instalados dataloggers para registro da temperatura, turbidez, luminosidade e pH durante o

periodo de incubacdo das placas em cada sitio.
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Fitoplancton, perifiton, zooplancton, macrofitas aquaticas e ictioplancton

Nos 10 pontos da bacia do rio Doce serdo colhidas amostras especificas para
fitoplancton, perifiton, zooplancton e macrofitas aquaticas, seguindo as metodologias descritas

no Anexo 2.

Para a foz e regido estuarina serdo utilizados arrastos verticais de zooplancton com rede
tipo WP-2 de fechamento com malha de 200 um e fluxdmetro mecanico na abertura da boca da
rede. Em profundidades superiores a 5 m e inferiores a 30 m, serédo feitas coletas verticais até
metade da profundidade e da metade da profundidade até a superficie, visando evitar perdas
pela migracdo dos organismos. Acima de 30 m as coletas serdo feitas do fundo até 30 m e depois
segundo o padrdo descrito acima. As coletas de zooplancton serdo realizadas, sempre que
possivel, no periodo noturno. Cada amostra sera colocada em frasco de polietileno de 500 mL
devidamente rotulado e fixada em formalina a 4% tamponada com tetraborato de sodio,
colocada no frasco antes da amostra. O volume do frasco deve ser completado até cerca de 400

mL com a agua do mar utilizada para retirar a amostra do copo da rede.

As coletas de ictioplancton seréo realizadas por meio de arrastos de cinco minutos na
superficie para coleta de ovos e larvas de peixes. Os arrastos serdo feitos com rede Bongo de
500 um de malha e deverao ser obliquos de toda a coluna d’agua a uma velocidade maxima de
dois n6s. As amostras devem ser preservadas em potes plasticos de 500 ml contendo formalina
a 10% tamponada com tetraborato de sddio. O volume do frasco deve ser completado até cerca
de 400 mL com a &gua do mar utilizada para retirar a amostra do copo da rede.

As amostras qualitativas de fitoplancton deverdo ser coletadas por meio de arrasto

vertical com rede de 60 um, sendo também fixadas em formalina.

As amostras devem ser armazenadas em local seco e obrigatoriamente com fixador
dentro do frasco. Serdo levados para o embarque dois jogos de redes de coleta extras como
precaucao contra eventuais perdas ou danos. A rede deve ser cuidadosamente lavada com &gua

doce apds cada arrasto, evitando contaminacéo entre os pontos de amostragem.
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e Analise de metais em agua

Metais totais

Para a extracdo dos metais totais nas amostras de gua devera ser utilizado o método
EPA 3015A, que consiste em adigdo de 4 mL de HNOz destilado (sub-boiling) + 2 mL de HCI
em uma aliquota de 45 mL da amostra e posterior aguecimento em forno microondas. A
quantificacdo dos elementos sob analise sera realizada pelo método EPA 6020A e EPA 6010C,
que adotam técnicas de ICP-MS e ICP-OES, respectivamente. O mercurio (Hg) devera ser

analisado pela técnica de vapor frio associado ao ICP- MS.

Metais dissolvidos

A amostra devera ser filtrada em membrana de porosidade 0,45 pum. Sera recolhida uma
aliquota, que sera acidificada (pH < 2) com adicdo de HNOg3 destilado (sub-boiling) e
armazenada até analise. A amostra acidificada devera ser neutralizada e passada em colunas
com resina catibnica (Chelex®) para eliminacdo de sodio (Na), etapa necessaria devido a
quantificacdo ser realizada em ICP-MS. A quantificacdo dos elementos sob analise devera ser
realizada pelo método EPA 6020A e EPA 6010C, que empregam técnicas de ICP-MS e ICP-
OES, respectivamente. O Hg devera ser analisado pela técnica de vapor frio associado ao ICP-
MS.

Especiacéo de metais

A especiacdo de metais sera realizada pela técnica de difusdo por filmes finos em
gradientes de concentragdo (DGT - Diffusive Gradients in Thin Films), caracterizada por um
sistema sequencial com um gel ligante, um gel difusivo e um filtro de acetato de celulose
(porosidade de 0,45 um). Apds o periodo de imersao, os dispositivos devem ser lavados com
agua ultrapura e colocados em sacos plasticos umedecidos para transporte ao laboratorio, onde
sera feita a abertura dos dispositivos DGT, descarte dos filtros e géis difusivos e insercdo dos
géis ligantes em tubos Falcon para iniciar o procedimento de eluicdo dos metais. O processo é
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realizado com a adi¢do de HNOs destilado (sub-boiling) nos tubos e sua agitagéo orbital por 24
horas. Apos a agitacdo, as resinas sdo recolhidas e adicionada agua ultrapura a solucéo eluida,

sendo as amostras quantificadas pela técnica de ICP-OES.
Metais no material particulado em suspensdo

O material particulado em suspenséo (MPS) seré obtido por meio da filtragdo de uma
aliquota de amostra da &4gua marinha por membrana filtrante de acetato de celulose com
porosidade de 0,45 um. O material recolhido na membrana serd caracterizado quanto a
composicao geoquimica através das analises descritas a frente. O Hg sera analisado pela técnica

de vapor frio associado ao ICP- MS.
Metais parciais

Na membrana saturada pelo MPS serdo adicionados 10 mL de HNOs destilado (sub-
boiling) e aquecida em forno microondas (EPA 3051A). Apo6s a digestdo acida, as amostras
passarao por filtro qualitativo e a quantificacdo dos elementos realizada por meio do ICP - MS
(Método EPA 6020A).

Terras Raras

A decomposigdo das amostras de MPS para analise de terras raras serd feita pela abertura
total proposta no método EPA 3052, utilizando HF destilado (sub-boiling), HNOs destilado
(sub-boiling) e H.O2 (Merck). Na membrana saturada pelo MPS serdo adicionados 10 mL desta
mistura de reagentes e aquecida em forno microondas. Ap6s o término da digestdo acida, as
amostras passarao por filtro qualitativo e a quantificagdo dos elementos sera realizada por ICP
- MS (Método EPA 6020A).
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e Andlise de metais em sedimentos

i

Metais totais

A decomposicdo das amostras de sedimentos para analise de metais totais sera feita pela
abertura total proposta no método EPA 3052, utilizando HF destilado (sub-boiling), HNO3
destilado (sub-boiling) e H.O> (Merck). Em 0,25 g de sedimento previamente liofilizado e
macerado deverdo ser adicionados 10 mL desta mistura de reagentes e aquecidas em forno
microondas. Apds a digestdo acida, as amostras passardo por filtro qualitativo e a quantificacdo
dos elementos seré realizada em ICP - MS (Metodo EPA 6020A). O Hg sera analisado pela

técnica de vapor frio associado ao ICP- MS.

Metais parciais

Para analise de metais parciais sera utilizado o método EPA 3051A (extracdo parcial).
Uma aliquota de 0,25 g de sedimento sera liofilizada e macerada (gral e pistilo de agata), sendo
adicionados 10 mL de HNOs destilado (sub-boiling) e aquecida em forno microondas. Apoés a
digestdo &cida, as amostras passardo por filtro qualitativo e a quantificacdo dos elementos
realizada em ICP - MS (Método EPA 6020A).

Extragéo sequencial de metais

Anélise de metais nas diferentes fracGes dos sedimentos sera feita por extracéo
sequencial, conforme Tessier et al. (1979). Isto inclui a quantificagdo de metais em cinco
fragdes distintas, obtidas pela eluicdo sequencial de uma mesma amostra sedimentar (Quadro
9). Os metais nos diferentes extratos serdo quantificados em ICP-MS (EPA 6020A). O Hg sera

analisado pela técnica de vapor frio associado ao ICP- MS.
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Quadro 9 - Método de extragdo sequencial proposto por Tessier et al. (1979).

. ) . Componentes
Fracdes Metodo de extracao ) )
sedimentares extraidos

1M MgCI2,pH7,1h1M | )
F1 - Trocavel lons trocaveis
NaOAc, pH 5 (HOAc),5 h

) ] 0,04 M NH>OH HCI em 25% 3 )
F2 - Adsovida/Carbonatica lons adsovidos, carbonatos
(v/v) HOAC, 6 h, 96°C

30% H202, pH 2 (HNO3), 5 h

F3 - Reduzivel a 85°C, extraido com 3,2 M Oxidos de ferro e manganés
NH4OAc em 20%
F4 - Sulfidica/Organica HNO (v/v), 0,5 h Sulfetos/Organicos

) Metais ligados em minerais
F5 - Residual HF - HNOs; - H20, .
litogénicos

Fonte: Anexo 3, TRA4.

Terras Raras

A decomposicao das amostras de sedimentos para anélise de terras raras sera feita pela
abertura total proposta no método EPA 3052, utilizando HF destilado (sub-boiling), HNO3
destilado (sub-boiling) e H2O-. (Merck). Na membrana saturada pelo MPS serdo adicionados
10 mL desta mistura de reagentes e aquecida em forno microondas. Apos o término da digestdo
acida, as amostras passarao por filtro qualitativo e a quantificacdo dos elementos sera realizada
por ICP-MS (Método EPA 6020A).

e Mobilidade de contaminantes e modelo de atenuagéo

Para determinar o alcance da contaminacéo e os processos dinamicos que afetam o0s
contaminantes, com o objetivo de buscar melhor entendimento da mobilidade e
biodisponibilidade dos contaminantes, serdo realizados estudos de mobilidade dos

contaminantes.

As analises irdo incluir a extragéo total ou pseudototal, definida pela EPA (US-EPA,

2007) para o maior numero possivel de elementos (analises multi-elementares ICP-OES ou
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ICP-MS). As analises devem incluir minimamente ferro, manganés, aluminio, zinco, cobre,

nw

niquel, cromo, arsénio, chumbo, cddmio e mercurio. Além dos metais, sera caracterizado o
ambiente sedimentar por meio da medicdo dos pardmetros fisico-quimicos: Eh do sedimento
(no momento da coleta), pH do sedimento, granulometria (% < 63 um), carbono organico total
e enxofre total. A partir das concentraces serdo construidos mapas de distribuicdo pelos
métodos de interpolacdo mais adequados, sendo a krigagem bastante utilizada. Esta abordagem
permitird identificar como o material particulado esta se depositando no estuario e avaliar a

maneira como 0s processos geoquimicos controlam esta deposicao.

As amostras de sedimento passardo por procedimento para extracdo da agua intersticial,
que sera analisada por ICP-MS para 0s mesmos metais analisados no sedimento. O método de
extracdo utilizado com mais frequéncia € a centrifugacdo. No entanto, este procedimento ndo é
adequado para coletas feitas no mar, pois o balan¢o do barco ndo permite o funcionamento
adequado da centrifuga. Assim, nos casos em que esta dificuldade ocorrer, serdo adotados
métodos que espremem o sedimento (BUFFLAP & ALLEN, 1995).

Seré feita a correcdo pelo aluminio (SEF) de Kemp et al. (1976) e o 1Geo (Index of
Geoaccumulation) de Miller (1969) e a correcdo granulométrica (para a fracdo < 63 um)
amostra a amostra, sendo posteriormente plotadas em mapas de distribuicdo. Sera utilizado o
modelo de atenuacdo de Wasserman & Queiroz (2004), baseado no distanciamento das curvas
de concentracdo do mapa de distribuicdo. As distancias entre as curvas de concentragdo serdo
medidas e a relagdo distancia pela diferenga das curvas determinada, sendo plotado o valor da
atenuacdo na coordenada do ponto mediano, metodologia também aplicada nos trabalhos de
Wasserman & Moutella (2004), Souza & Wasserman (2015a) e Ribeiro et al. (2013). Sera

aplicado o procedimento de fracionamento geoquimico pelo método BCR (URE et al., 1993).

Nas amostras com potencial redox negativo, particularmente aquelas em areas mais
protegidas do estuario e nos manguezais da regido, sera aplicado o método AVS/SEM. Este
método consiste no ataque de uma amostra em sistema fechado com acido cloridrico 6N. O
procedimento volatiliza parte do enxofre (a4cido-volatil) que é depois capturado em uma coluna
trap de gas de permanganato de potéassio. A solucdo de &cido cloridrico contém os metais
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simultaneamente extraidos e que poderdo ser medidos por absorcdo atdmica, ICP-OES ou ICP-

T\

MS. Os sulfetos sdo medidos na solugdo de permanganato como sulfatos.

e Matéria organica dissolvida

Mensuracéo de carbono organico dissolvido (COD)

As concentra¢es do COD (mg.L™) serdo determinadas pelo método de oxidagéo
catalitica de alta temperatura, utilizando-se o analisador de carbono (TOC). A absor¢éo
espectrofotométrica (m™) do MODC na agua, medida também a partir de amostras de agua
filtradas (filtros Millipore 0,22 pm), sera determinada com um espectrofotometro UV/VIS,
utilizando-se cubetas de quartzo e tendo a agua Milli-Q como referéncia (branco). Sera

realizada varredura do espectro de absor¢do (250 - 800 nm) de cada amostra em triplicata.
Caracterizacdo da matéria organica dissolvida colorida (MODC)

As medidas de absorbancia decadicas (A;) do MODC obtidas das leituras no
espectrofotdbmetro serdo convertidas no coeficiente de absorgcdo (a,), que utiliza a base
logaritmica Neperiana (log natural), utilizando a férmula:

a (M) =2303A./r

onde:

a, = absorbéancia espectrofotométrica;

r = caminho otico da cubeta (m).

Os coeficientes serdo corrigidos de qualquer ruido pela subtracéo do valor do coeficiente
no comprimento de onda 800 nm de todo o espectro de absorbancia. O comprimento de onda
na faixa de 350 nm seré definido como o indice da concentracdo da materia organica dissolvida
colorida (CDOM350).
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A inclinacdo espectral da curva de absorcdo do MODC (S) seréa calculada pela regresséo
linear dos coeficientes de absorbancia log-transformados nos intervalos 275 - 295nm (S275-
295). O SUVA254 (L.mgCt.m™) seré calculado dividindo-se a a254 (m™) pela concentragéo
de COD (mg.L™). O E250:365 sera estimado a partir da razdo entre os coeficientes de absorgéo
a250 e a365. O valor Sr sera calculado através da razdo entre a inclinacao espectral (S) obtida
entre os intervalos 275 nm a 295 nm (S275-295nm) e 350 a 400 nm (S350-400nm). O indice
de fluorescéncia (FI) seré calculado como a razdo das intensidades de fluorescéncia a 470 nm
e 520 nm de emisséo e 370 nm de excitacéo.

e Qutros organicos

Todos os compostos organicos listados pelas normativas ambientais do Conselho
Nacional de Meio Ambiente do Ministério do Meio Ambiente (Conama/MMA) deverdo ser
estudados para agua e sedimento. Serd avaliada a presenca de hidrocarbonetos de origem
biogénica e antrdpica (HC) e de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA), a fim de avaliar
a entrada de material relacionado a atividade antrdpica. Com o objetivo de melhor avaliar a
geoquimica sedimentar e se 0s processos diagenéticos foram modificados em funcdo do aporte
do material de rejeito, deverdo ser determinados biomarcadores lipidicos, como triterpendides,
hopanoides, acidos graxos, entre outros. Para avaliacdo do aporte de material oriundo de
efluentes domeésticos e industriais deverdo ser determinados esterdis, pesticidas,
bifenilaspolicloradas (PCB), tri-butil-estanho (TBT), fenois e contaminantes emergentes, como
farmacos e outros. Também devera ser verificada a presenca de aminas (tanto éter aminas
graxas, quanto aminas aromaticas), para utilizacdo como marcadores moleculares do material

oriundo da barragem de rejeito.

Hidrocarbonetos (Alifaticos, Hidrocarbonetos Totais de Petroleo, Hidrocarbonetos

Policiclicos Aromaticos e biomarcadores lipidicos)

As amostras de sedimento serdo armazenadas em freezer até os procedimentos
laboratoriais para a determinacdo de hidrocarbonetos. Aliquotas de cada amostra serdo
liofilizadas e posteriormente homogeneizadas por maceragdo com auxilio de gral e pistilo. As
metodologias a serem utilizadas para a extracéo e determinacdo de hidrocarbonetos de petréleo,
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HPA e biomarcadores serdo baseadas nos protocolos EPA 3540c - Soxhlet Extraction (USEPA,
1996), EPA 8270d - Semivolatile Organic Compounds by Gas Chromatography / Mass
Spectrometry (GC/MS) (USEPA, 2007).

Aproximadamente 10 g de sedimento liofilizado e 2 g de cobre ativado para a remogéo
de enxofre molecular serdo adicionados em cartuchos de celulose e extraidos em Soxhlet (12 h
/ 250 mL de diclorometano). Para verificar a eficiéncia de extracdo, em seu inicio serdo
adicionados, padrdes surrogates deuterados as amostras (5 pg n-C20d, 5 ug n-C24d, 5 pg n-
C30d e 100 ng de p-terfenil-d14). O extrato bruto obtido sera reduzido para aproximadamente
1 mL em evaporador rotatério e reservado para posterior fracionamento. Os processos de clean
up e fracionamento dos extratos serdo feitos em coluna cromatografica empacotada com 8 g de
silica (ativada a 160°C / 16 h e desativada com 2% m/v de &gua ultrapura tipo Milli-Q®) e 1 g
de alumina (calcinada a 450°C / 4 h e desativada com 2 % m/v de agua ultrapura tipo Milli-
Q®). A fracdo dos hidrocarbonetos alifaticos (F1) sera eluida com 50 mL de hexano; a fracdo
rica em hidrocarbonetos aromaticos (F2) eluida com 70 mL da mistura dicrolorometano:hexano
(1:1 v/v); a F3, contendo esterdis e alcoois, serd eluida com 50 mL de acetato de etila; e, por
ultimo, a fracdo contendo acidos carboxilicos (F4) sera eluida com 50 mL de metanol. As
fracdes eluidas serdo concentradas em evaporador rotativo e o solvente trocado por hexano
ajustado a aproximadamente 1 mL. Em seguida, serdo adicionados na F1 e F2 os padrdes
internos n-C16d (5 p g / mL) e um mix de hidrocarbonetos policiclicos arométicos deuterados
(100 ng / mL), respectivamente, para a determinacdo dos hidrocarbonetos de petroleo e HPA.
Aliquotas das fracGes F1 e F2 serdo reunidas e injetadas para a determinacéo da concentracdo
de hidrocarbonetos totais de petréleo (HTP). Para a quantificacdo de biomarcadores como
terpanos, esterdis e acidos nas fracbes F3 e F4 sera utilizado o alfa-colestano como padrédo

interno.

A quantificacdo e identificacdo dos compostos sera realizada em cromatografo a gas
com detector por ionizacdo em chama e por cromatografo a gas acoplado a espectrometro de
massas 5975c¢, ambos equipados com auto amostradores CTC CombiPal, injetor split/splitless
e coluna capilar DB-5MS (30 m x 0.250 mm x 0.25 um). A curva analitica para a determinagao
de alcanos e HTP sera preparada a partir de um mix padréo de alcanos (n-C8 - C40) na faixa de

concentragdo de 0,5 a 50,0 ug/mL com padronizacdo interna (n-C16d - 10 pu g / mL). A
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determinacéo quantitativa de HTP sera feita pela integracdo da area total dos cromatogramas,
englobando toda a fragéo resolvida e ndo-resolvida através da determinacdo da linha de base,
descontando-se as areas dos picos dos padrdes. A programacdo de temperatura devera ser
configurada com a temperatura inicial de 60 °C por 1 min, entdo 6 °C / min até 300 °C por 30
min. Para as determinac@es utilizando-se GC-MS, as condi¢des deverao ser as mesmas, com 0
acréscimo dos parametros de temperaturas do injetor, interface, fonte de ions e quadrupolo:
300°C; 300°C, 200°C e 150°C, respectivamente. A quantificagdo dos HPA também sera
realizada por curva analitica via padronizacdo interna. As curvas analiticas serdo construidas
na faixa de concentracdo de 5 a 1000 ng/mL utilizando como padrdo interno uma solucao
contendo 5 HPA deuterados (naftaleno-d8, acenafteno-d10, fenantreno-d10, criseno-d12 e
perileno-d12) na concentracdo de 100 ng/mL. Os ions utilizados para a quantificacdo de HPA
prioritarios, assim como dos seus respectivos padrdes internos, sdo apresentados no Quadro 10.
Os HPA serdo determinados por meio de monitoramento fullscan (m/z 50-550) e
monitoramento de ions selecionados (SIM), seguindo os seguintes atributos: temperatura inicial
de 40 °C por 2 min, com taxas de aquecimento de 25 °C / min até 100 °C, 5° C / min até 230
°C, 2 °C/ min até 270 °C mantidos por 5 min e 5 °C / min até a temperatura final de 300 °C.
Para a determinacdo dos biomarcadores lipidicos serdo utilizadas curvas analiticas com padrbes
auténticos para esterois e acidos graxos. Os demais compostos identificados deverdo ser
determinados em fun¢do do padrdo interno adicionado, devido a inexisténcia de padrBes

comerciais referentes as classes a serem avaliadas.
A identificacdo dos compostos sera feita pela comparacdo com injecdo de solugdes
contendo padrdes auténticos e consulta a biblioteca de espectros de massas NIST do

equipamento.

Quadro10 - fons de quantificacio dos 16 HPA e padrdes internos.

N lons de N lons de
Padréo L Padréo Interno L
Quantificacao (m/z) Quantificacao (m/z)
Naftaleno 128 Naftaleno-d8 136
Acenaftileno 152 Acenafteno-d10 162, 164
Acenafteno 152, 154 Acenafteno-d10 162, 164

Fluoreno 165, 166 Acenafteno-d10 162, 164
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Padrao - Padréo Interno -
Quantificacao (m/z) Quantificacao (m/z)
Fenantreno 178 Fenantreno-d10 188
Antraceno 178 Fenantreno-d10 188
Fluoranteno 202 Fenantreno-d10 188
Pireno 202 Criseno-d12 236, 240
Benzo(a)antraceno 228 Criseno-d12 236, 240
Criseno 228 Criseno-d12 236, 240
Benzo(b)fluoranteno 252, 253 Perileno -d12 260, 264
Benzo(k)fluoranteno 252, 253 Perileno-d12 260, 264
Benzo(a)pireno 252, 253 Perileno-d12 260, 264
Indeno(1,2,3-cd)pireno 276, 278 Perileno-d12 260, 264
Dibenzo(a,h)antraceno 278, 279 Perileno-d12 260, 264
Benzo(g,h,i)perileno 276, 277 Perileno-d12 260, 264
p-Terfenil-d14 240, 244 Criseno-d12 236, 240

Fonte: Anexo 3, TRA4.

Verificagdes periddicas referentes a resposta analitica do sistema cromatogréafico seréo
realizadas com injecdes dos padrbes durante as analises das amostras de sedimento. Nestes
ensaios sera utilizado como critério de aceitacdo para controle de qualidade uma variacédo
maxima de 10% no sinal cromatografico dos padrdes injetados dentro da curva analitica
previamente construida. Controles de branco de extragdo, vidraria, ensaios de fortificacdo e

recuperagdo também serdo realizados como controle de garantia das andlises.

Valores de recuperagdo obtidos na faixa entre 70 e 120% ser&o considerados aceitos
como indices de bom desempenho analitico para 0 método. Cada batelada de extracdo devera
conter uma prova em branco para avaliacdo da confiabilidade analitica, representando testes de
controle e garantia de qualidade (QA/QC). Ainda como QA/QC, para verificar a precisdo e
exatiddo do método analitico, serdo realizadas analises de amostras de sedimento certificado de
referéncia (Standard Reference Material NIST 1941b).
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Pesticidas clorados e bifenilaspolicloradas (PCBs)

Os sedimentos serdo processados conforme método analitico descrito em UNEP (1992).
Aproximadamente 100 g de sedimento deverdo ser secos em um liofilizador, desagregados
utilizando almofariz e pistilo de porcelana, homogeneizados e armazenados em frascos de
vidro. Durante as andlises, deverdo ser adicionados 100 uL de uma mistura de padrdes
subrogados a aproximadamente 20 g de sedimento seco para a determinagdo de compostos
organoclorados [PCB 103 (C-103N) e PCB 198 (C-198N), AccuStandard, USA].
Posteriormente, serdo extraidos em aparato Soxhlet durante 8 h com 80 mL de n-hexano e
diclorometano (1:1) (J. Baker, México). Os extratos serdo concentrados a 2 mL e submetidos a
purificagdo por cromatografia de adsor¢do em coluna de alumina, com elui¢do de 15 mL de
uma mistura a 30% de diclorometano em n-hexano para a obtencdo da fragcdo contendo 0s
compostos organoclorados. Os extratos resultantes deverdo ser entdo concentrados a

aproximadamente 500 uL.

Os PCBs e pesticidas organoclorados serdo identificados e quantificados em um
cromatografo a gas acoplado a espectrdmetro de massas e injetor automatico, conforme USEPA
8081b e USEPA 8082. A coluna capilar utilizada deve ter fase estacionaria de 5% fenil-metil-
siloxano, 30 m de comprimento, 0,25 mm de diametro interno e 0,25 um de espessura do filme.
A injegdo de 1uL do extrato da amostra sera em modo sem divisdo de fluxo (splitless). A
programacéo de temperatura do forno tera inicio em 100°C (1 min) com aumento a taxa de 5°C
mint até 140°C (1 min), aumentando a 1,5°C min até 250°C (1 min) e 10°C min até 300°C,

permanecendo isotérmico por 5 min. A temperatura do injetor sera mantida a 300°C.

As amostras de sedimento superficial serdo analisadas para Alfa-HCH (BHC), Beta-
HCH (BHC), Gama-HCH (BHC), Delta-HCH (BHC), DDT (somatério dos isémeros p,p’- €
0,p-), DDE (somatorio dos isomeros p,p’- € 0,p-), DDD (somatorio dos isémeros p,p’- € 0,p-),
dieldrin, endrin, Alfaclordano, Gama-clordano e o somatdrio de sete congéneres de PCBs (PCB
28, 52, 101, 118, 138, 153 e 180) em sua fracdo total, conforme Tabela Il do Anexo da
Resolucdo CONAMA 454/12. A identificagdo dos pesticidas clorados e PCBs seré baseada nos
tempos de retengé@o de padrdes auténticos.
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A quantificacdo sera realizada contra padrdes externos por meio das curvas analiticas
de cada analito e os padrdes subrogados PCB103 e PCB198. A recuperacdo da metodologia
sera avaliada com o uso de 2,4,,5,6-tetracloro-m-xileno (TCMX, M-8082-SS-10X,
AccuStandard, USA) como padrédo interno e o desempenho analitico por meio da anélise de

matrizes fortificadas com padrdes, replicatas e brancos analiticos.

Eter-aminas e aminas aromaticas

As amostras de sedimento liofilizado (10 g) fortificados com trifenilamina seréo
extraidas com diclorometano por sonica¢do (3 x 15 mL) ou por Soxhlet (250 mL) por 12 horas,
conforme Alzaga et al. (1999). A fracdo dissolvida de amostras de dgua (1000 mL) ira passar
por cartuchos Lichrolut EN (200 mg) previamente ativados com 7 mL de MeOH a 1 ml.min™
e, em seguida, 3 mL de agua Milli-Q a 1 ml.min™. Posteriormente serdo submetidas a etapa de
secagem sob vacuo durante 15 min e a eluicdo realizada com 3 mL de acetona, seguido de 3

mL de acetato de etila utilizando sistema de extracdo em fase sélida.

A determinacdo quantitativa das aminas sera feita por cromatografia em fase gasosa
equipada com um espectrometro de massas e amostrador automatico. A injecdo sera realizada
no modo splitless (ativacdo em 40 s em 280°C) utilizando hélio como gas de arraste (1 mL.min
1. A temperatura do forno serd programada de 90°C (1 min) a 120°C a 10°C.min? e, em
seguida, a 320°C a 6°C.min%, mantendo a temperatura final durante 15 min. Seréo utilizadas as
colunas analiticas DB-5 de 30 m, ID 0,25 mm e espessura de filme 0,25 mm (J & W Scientific).
O GC-MSD sera no modo eV El, operando no modo fullscan (40-550 uma), temperaturas de
fonte de ions e de linha de transferéncia de ions de 220 e 280°C, respectivamente.

e Elementar
Carbono, nitrogénio, hidrogénio, oxigénio e enxofre
A caracterizacdo da matéria organica sera feita por meio de analises sobre composi¢édo

de seus elementos majoritarios, predominancia isotdpica entre eles e moléculas que formam.

As analises da composicao elementar (C, N, P, S) nos sedimentos deste estudo serdo realizadas
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ap6s a descarbonatagdo, por meio da adigdo de HCI 1,0 mol.L™ diretamente nas amostras dentro

N\

dos frascos de analises. Este procedimento sera repetido por duas vezes, sendo as amostras

secas em estufa a 60°C por 12 h.

A determinacdo dos teores de carbono organico (CO) e nitrogénio total (NT) sera
realizada com aproximadamente 10 mg de amostra dos sedimentos utilizando um analisador
elementar (Euro Vector EA3000). Os testes de exatidao para carbono total e carbono organico

serdo feitos com padréo certificado.
e Isétopos
Is6topos estaveis (carbono e nitrogénio), 2°Pb/*3'Cs, compostos organicos especificos

Isétopos estaveis: na avaliacdo do aporte organico para os sedimentos da regido costeira,
a amostra sera descarbonatada com o uso de HCl a 10%, lavada com agua ultrapura e
centrifugada para remocdo do sobrenadante. O material residual sera seco por liofilizacdo e a
analise de is6topos estaveis de carbono e nitrogénio (sem a remocéo do carbono inorganico),
realizada por meio de um analisador elementar com interface de fluxo continuo acoplado a
espectrdmetro de massa com razao isotépica. A razdo isotopica de cada amostra devera ser

referenciada contra o material padrdo seguindo a férmula:

673 Corg 0085 Nroea(%00) [{:Hﬁmnstmfr )— 'l] x 103

Dadrioc

Sendo R arazdo 13C/12C ou 15N/14N.

Isbtopos %P/ ¥"Cs e taxa de sedimentacdo: a determinacio de 2°Pb seré realizada a
partir da medida da emissdo de seus raios gama, da ordem 47 keV. O efeito da auto-absorcao,
devido a emissdes menores de 100 keV, serd levado em consideracao e, para isso, em cada
amostra analisada sera calculado o fator de auto-absorcéo, parametro utilizado no calculo da

atividade final do 2°Ph. A atividade do 2*°Pb sera calculada pela equagao:

App-210 = {(C.F) - BG} / (t .m.py.€)



onde:

App-210 = atividade do 2°Pb na amostra (Bqg.kg™);

C = nimero de contagens do ?'°Pb na amostra;

F = fator de auto-absorcao;

BG = nlimero de contagens da radiacdo de fundo na regido do #'°Pb (47 keV);

t = tempo de contagem da amostra, em segundos;

m = massa da amostra, em quilogramas;

p = probabilidade de emissdo da radiacdo gama proveniente do 2*°Pb igual a 0,0418;

¢ = eficiéncia do detector.

A atividade de 3’Cs por espectrometria gama ¢ obtida por meio da equacéo:

Acs-137 = {(C-BG} / (t.m.py.€)

onde:

Acs.137 = atividade do *'Cs na amostra (Bg.kg™);

C = ndmero de contagens do *’Cs na amostra;

BG = nimero de contagens da radiacdo de fundo na regifo do *’Cs (661 keV);

t = tempo de contagem da amostra, em segundos;

m = massa da amostra, em quilogramas;

p = probabilidade de emissdo da radiacio gama proveniente do **’Cs igual a 0,850;
¢ = eficiéncia do detector.

75

A analise do branco para os radionuclideos em estudo sera feita contando-se um pote

plastico vazio no mesmo tempo estabelecido para as amostras. Para cada energia sera obtido

um valor que € considerado radiacdo de fundo ou background. Este valor sera subtraido da

contagem da amostra, procedendo-se entdo a determinagdo da sua atividade.
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e Nutrientes dissolvidos (somente em agua)

Orto-fosfato, nitrito, nitrato, nitrogénio amoniacal e silicio reativo dissolvido

As analises de nutrientes dissolvidos serdo feitas por meio de analise de fluxo continuo
(Continuous Flow Analysis - CFA) com o uso de um Seal Autoanalyzer (AA3), o qual possui
métodos certificados pela USEPA.

Silicato: a analise sera realizada pela técnica de Armstrong (1967) que consiste na
adicdo de uma solucgdo acidificada de molibdato de aménio na amostra para produzir o acido
molibdico, que é reduzido para acido molibdoso (composto azul) com a adicao de cloreto de
estanho 11. Para evitar a interferéncia do fosfato seré adicionado acido tartarico. A amostra ira

passar por uma célula de 10 mm e a absorbancia medida a 660 nm.

Nitrato + Nitrito: sera realizado o procedimento modificado de Armstrong (1967), onde
a amostra atravessa uma coluna redutora de cadmio e o nitrato presente quantitativamente
reduzido a nitrito. O reagente sulfanilamida serd introduzido na amostra, seguido pelo reagente
N-(1-naftil) etilenodiaminadicloridrato, que se associam e formam o azo corante vermelho. O

fluxo ira passar por uma célula de 10 mm e a absorbancia medida a 520 nm.

Nitrito: a analise sera realizada conforme descrito para nitrato + nitrito, com a excec¢do da coluna

de cadmio.

Fosfato: serd utilizada a modificacdo do procedimento descrito em Bernhardt &
Wilhems com o uso de uma solugéo acida de molibdato de aménio adicionada a amostra para
a producéo do acido fosfomolibdico, depois reduzida para &cido fosfomolibdoso (composto
azul) com a adicdo de sulfato de dihidrazina. O produto da reacdo serd aquecido a
aproximadamente 55°C, para melhorar o desenvolvimento da coloracdo. O fluxo ird passar por

uma célula de 10 mm e absorbancia medida a 820 nm.

Nitrogénio Amoniacal: serd utilizado uma modificacdo do procedimento de Koroleff
(1969, 1970). O nitrogénio amoniacal sera analisado via reacdo de Berthelot, no qual acido
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hipocloroso e fenol reagem com a aménia em uma solucdo alcalina para formar o azul de

nw

indofenol. A amostra ird passar por uma célula de 10 mm e a absorbancia medida a 660 nm.

Alternativamente, os nutrientes dissolvidos poderdo ser dosados pelo uso de
cromatografia ibnica, com a vantagem de reducao de volume de amostras, tempo de medicéo e

utilizacdo de maior nimero de amostras.

Nitrogénio e fosforo totais

Analises de nutrientes totais serdo feitas por prévia digestdo com persulfato de potéassio,
conforme Valderrama (1981), e analisadas por fluxo continuo (Continuous Flow Analysis -
CFA), de acordo com os métodos para nitrato e ortofosfato descritos anteriormente.

Especiacédo de fosforo (P)

Para verificar o carreamento de compostos fosfatados no rio Doce pela lama de rejeitos
de minério e aportados na plataforma continental, serdo realizadas andlises de fosfato em

diferentes matrizes sedimentares.

Sera utilizado o método de Anschutz & Deborde (2016), onde é feita extracdo sequencial
para a mensuracdo de fosforo em &gua intersticial P-trocavel, P-ligado a ferro, P associado a
apatita biogénica, P associado a apatita autigénica e carbonato, P associado a apatita detrital e

formas inorganicas e P orgéanico.

As etapas de extracdo sdo apresentadas no Quadro 11. Cada extrato sera analisado por

colorimetria segundo Murphy & Riley (1962).

Quadro 11 - Etapas de extracéo de fésforo (P)
Fracdo extraida Extrator (tempo) Reacdo quimica
NaHCOs + H20 + Desorg¢do sem atividade bacteriana em

P-trocavel . o
tolueno 3x24h agua artificial
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Fracdo extraida

i

Extrator (tempo)

P-ligado a ferro (1)
Ascorbato (20 g/L) 24h
amorfo

P-ligado a ferro (I11) ditionitocitrato

cristalino bicarbonato 4h

P-ligado a
. L L NH4CI (2M) 16h
Hidroxiapatita autigénica

P-ligado a apatita )
L. o Acetato de Sodio 16h
carbonética autigénica

P-ligado a apatita detrital
HCI (1M) 16h
e carbonato

P-organico H2S04 (18M) 16h

78

Reacdo quimica
Reducdo de déxidos de ferro (111)
amorfo e dissociacdo do P
Dissociacdo de 6xido de Fe (I1I)
redutivel e P associado
Dissociacao da hidroxiapatita e P
associado
Dissociacdo da apética carbonatica e P
associado
Dissociacao acida de carbonatos e
apatita

Dissociacao acida da matéria organica

Fonte: Anexo 3, TR4.

e Clorofila-a e Feopigmentos

A extracdo ird seguir a metodologia de Wright & Jeffrey (1997) com modificaces.

A extracdo da clorofila-a e de feopigmentos sera realizada em um ambiente escuro ou
de penumbra. Para a extracdo dos pigmentos, seré utilizada pin¢a de ponta fina e cada filtro sera
acomodado em um tubo Falcon de 15 mL encapados com papel aluminio e fita, garantindo que
ndo ocorra penetracdo de luz. Serdo adicionados 10 mL de acetona 90% em cada tubo e as
amostras mixadas por um minuto ou até que o filtro esteja dilacerado. Ao final da mixagem, os

tubos serdo armazenados em geladeira, ao abrigo da luz, por 24 horas.

Apos refrigeracdo, as amostras serdo centrifugadas por cinco minutos, transferidas para
outros tubos Falcon limpo e centrifugadas por mais cinco minutos, garantindo que todo o
material seja sedimentado e extraido. A leitura no espectrofotbmetro sera iniciada
imediatamente apds a centrifugacdo das amostras, que serdo transferidas para as cubetas,
encaixadas no equipamento e realizadas as leituras nos comprimentos de onda de 665 nm, 647
nm, 630 nm e 750 nm, anotando em uma planilha as absorbancias de cada comprimento de

onda. E necessario “zerar” a leitura com acetona 90% a cada mudanca de comprimento de onda.
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Apés a leitura dos comprimentos de onda, em cada cubeta serdo acrescentadas duas
gotas (0,1 mL) de HCI (0,2 M) para a conversao de clorofila-a para feopigmentos. Sdo entédo
realizadas novas leituras no espectrofotdbmetro, anotando suas respectivas absorbancias nos

comprimentos de onda de 665 nm, 647 nm, 630 nm e 750 nm.

e Material Particulado em Suspensédo (MPS)

Para determinacdo da concentracdo do MPS sera utilizado o método gravimétrico com
filtragem da &gua em filtro de fibra de vidro com 47 mm de didmetro e poro de 0,7 pm. Os
filtros devem ser pesados previamente e secos em estufa a 40°C. Depois de filtrado, os filtros

devem ser secos em estufa a 40°C.

Apos esse procedimento, os filtros serdo colocados em dessecador para evitar absor¢do
de umidade e serem pesados e identificados individualmente.

Sera filtrada uma quantidade conhecida de agua, que nesse caso dependera da
concentracdo. Em areas com excesso de MPS ndo hé necessidade de filtrar 1 L, mas para &reas
de menor concentracédo a filtragem deve ser de 1 L, no minimo. O filtro sera lavado em agua

deionizada ap0s a filtragem, para retirada de sal.

As amostras serdo filtradas com auxilio de uma bomba a vacuo. Posteriormente, 0s
filtros contendo o material em suspensdo serdo secos em estufa por 48 horas a temperaturas
entre 40 °C e 60°C e novamente pesados. A diferenca do peso antes e depois da filtragem
corresponde a concentracdo de MPS, em mg/L. Para determinacao do teor de Matéria Organica

(MO) das amostras de MPS, os filtros serdo incinerados em mufla a 550°C por 5 horas.

e Sedimento - Granulometria e Composi¢éo

O sedimento sera lavado em agua doce para retirada de sal e colocado para secar em
estufa a 40°C pelo tempo que for necessario para completa retirada de dgua. Apos a secagem,
0 sedimento sera pesado e peneirado via Umida em peneira de 63 um para separacao da fracédo

areia. O procedimento de secagem da fracdo areia sera repetido e feita nova pesagem desta
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fracdo para determinacdo dos teores de lama e areia. A granulometria da fracdo areia sera
determinada por peneiramento de 0,5 em 0,5 Fi e a fracdo lama levada ao granulémetro a laser
apos queima de MO por peroxido. No caso da fracdo lama, ndo ha necessidade de novo
procedimento de secagem, pois o granuldmetro usa amostras umidas. Os valores dos teores
serdo determinados a partir da diferenca entre o peso total e o peso da fracao areia, resultando

no peso da fracao lama.
Densidade

A amostra serd coletada em recipiente de volume conhecido e previamente pesado e
identificado. Em laboratério, o recipiente serd imediatamente pesado com o sedimento Umido
e levado a estufa entre 40°C e 60°C para secagem. Apds seco, 0 recipiente sera pesado
novamente. O valor da densidade molhada sera a razéo entre a massa da mistura (peso Umido)
e 0 volume da mistura. O valor da massa seca € necessario para arquivamento em caso de

necessidade do conhecimento de teores de dgua para determinacdo da densidade seca.

A determinacdo da mineralogia de argila do MPS sera feita por meio do sedimento fino
pulverizado, que em seguida sera injetado em um difratmetro com um tubo selado de Cu K-
alpha (40 kV, 20 mA), um counter de cintilagdo e um monocromator de grafite. Os padrdes de
difracdo serdo gravados em modo stepscan em passos de 0,02°, a dois segundos por passo. As
configuracdes dos slits e divergéncia, recebimento e espalhamento serdo de 0,5°, 0,3 mme 0,5°,
respectivamente. Os padrfes de difracdo deverdo ser gravados de 4° a 120° A anélise e
determinacdo da composicao isotdpica e de terras raras do MPS serd usada para determinagéo

de procedéncia geologica e localizacao.
Testemunhos

Os testemunhos para analise sedimentologica serdo abertos em duas metades,
fotografados e subamostrados. A subamostragem sera a cada 2 cm, no maximo. Aliquotas seréo
separadas para determinacdo do teor de carbonato de célcio (dissolugdo por HCI a 10%), teor
de matéria organica (queima em Mufla a 450°C) e analise granulométrica. A granulometria sera

realizada em peneiramento a Umido para separacdo da fracdo lama e areia. Posteriormente, a
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fracdo areia sera peneirada a seco a cada 0,5 phi e a fracdo lama analisada em granulémetro a
laser. A aliquota restante da dissolucdo de carbonato de célcio serd usada para separacdo de

minerais pesados por densidade, usando bromoférmio.

Pelo menos 10 subamostras serdo analisadas para mineralogia de argilas e de minerais
pesados, igualmente espacadas ao longo do registro sedimentar. A metodologia para definicéo
dos argilo-minerais sera por difratometria de raio-x. O sedimento fino sera pulverizado e, em
seguida, injetado em um difratdmetro com um tubo selado de Cu K-alpha (40 kV, 20 mA), um
counter de cintilacdo e um monocromator de grafite. Os padrdes de difracdo serdo gravados em
modo stepscan em passos de 0,02°, a dois segundos por passo. As configuracdes dos slits de
divergéncia, recebimento e espalhamento deverao ser de 0,5° 0,3 mm e 0,5°, respectivamente.
Os padrdes de difracéo serdo gravados de 4° a 120°.

A andlise geoquimica de metais e organicos sera feita nas aliquotas amostrais e
definidas, sendo no minimo 10 subamostras espalhadas ao longo do testemunho de acordo com

a metodologia descrita anteriormente.
Analise de clorofila

A extracdo da clorofila-a e de feopigmentos serd feita conforme Wright & Jeffrey
(1997), com modificacOes, sendo realizada em um ambiente escuro ou penumbra. Para a
extracdo dos pigmentos, com uma pinga de ponta fina cada filtro devera ser acomodado em um
tubo Falcon de 15 mL encapados por papel aluminio e fita, garantindo que ndo ocorra
penetragdo de luz dentro do tubo. Serdo adicionados 10 mL de acetona 90% em cada tubo e as
amostras serdo mixadas por 1 minuto ou até que o filtro esteja dilacerado. Ao final da mixagem

0s tubos serdo armazenados em geladeira, ao abrigo da luz, por 24 horas.

Apos refrigeracdo, as amostras serdo centrifugadas por cinco minutos, transferidas para
outros tubos Falcon limpos e centrifugadas por mais cinco minutos, garantindo que todo o
material seja sedimentado e extraido. A leitura no espectrofotbmetro sera iniciada
imediatamente apos a centrifugacdo das amostras, que deverdo ser transferidas para as cubetas,

encaixadas no equipamento e realizadas as leituras nos comprimentos de onda de 665 nm, 647
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nm, 630 nm e 750 nm, anotando em uma planilha as absorbancias de cada comprimento de

i

onda. E necessario “zerar” a leitura com acetona 90% a cada mudanca de comprimento de onda.

Apos a leitura dos comprimentos de onda, em cada cubeta serdo acrescentadas duas
gotas (0,1 mL) de HCI (0,2 M) para a converséao de clorofila-a para feopigmentos. Sdo entédo
realizadas novas leituras no espectrofotbmetro, anotando suas respectivas absorbancias nos

comprimentos de onda de 665 nm, 647 nm, 630 nm e 750 nm.

e Andlise do Plancton

Fitoplancton

As amostras qualitativas coletadas pelo arrasto vertical com rede de 20 um (para os 10
pontos da bacia localizados no Espirito Santo) e 60 um (para a foz e regido estuarina) seréo
identificadas em microscépio Optico equipado com camera digital e auxilio de bibliografias
especializadas. Cada espécime representante de um taxon sera fotografado, desenhado, medido
e receberd um codigo de identificacdo. Serdo utilizadas chaves taxonémicas revisadas e
atualizadas, mas quando ndo for possivel a identificacdo em nivel especifico, as amostras serdo
identificadas em nivel genérico, de acordo com morfotipos baseados na forma e dimensdes, ou
registradas em seu menor nivel taxondémico possivel. Sera também realizada analise critica da
lista de taxons para confirmar a adequacéo da ficoflorula ao local em funcéo da metodologia de
analise, revisdo da taxonomia e enquadramento taxondmico. Os nomes cientificos seguirdo o

disposto em bancos de dados internacionais.

Das amostras quantitativas coletadas na superficie e na segunda profundidade, o volume
total (1 litro) de cada amostra ird passar por processos sucessivos de sedimentacédo, seguido por
retiradas do sobrenadante com auxilio de bomba a vacuo, até a reducao do volume para 250 mL
sem qualquer tipo de filtracdo. A amostra resultante seré estocada em frasco de polietileno com
batoque. Para contagem do fitoplancton, sera adotado o metodo de sedimentagédo de Uthermohl
(1958), com a utilizacdo de camaras de 50 mL por um tempo minimo de sedimentacdo de 48
horas. Em todos os processos de sedimentacdo sera utilizado o critério de Sournia (1978), que
prevé um tempo minimo de 4 horas de sedimentagéo para cada 1 cm de altura da coluna d’agua.
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A contagem dos organismos sera feita em microscépio invertido com aumento de 400x
e com base na técnica de campos aleatorios de Uehlinger (1964), gerados por programa de
computador. A determinacdo do nimero de campos a serem contados sera realizada segundo
Lund et al. (1958) e devera alcancar 100 individuos da espécie mais abundante, permitindo
intervalos de confianca de aproximadamente 20% da média, a um nivel de significancia de
95%, considerado suficiente para este tipo de estudo. Entretanto, serd adotada a contagem
minima de 25 campos para cada amostra, mesmo que a espécie mais abundante ja tenha
superado o total de 100 individuos contados, com o objetivo de obter maior confiabilidade dos
dados. Serdo contados os individuos e o numero de células, no caso de organismos

pluricelulares.

A densidade numérica sera expressa em individuos.mL™ e/ou células.mL™ e calculada
segundo a férmula modificada de Wetzel & Likens (1979). Estes valores também poderdo ser

expressos em individuos.L-1 e/ou células.L-1, a depender da escala dos resultados.

A partir dos valores de densidade do fitoplancton serdo calculados os indices de
diversidade especifica (bits.individuos™ e/ou bits.células* (SHANNON & WEAVER, 1949) e
de equitabilidade (PIELOU, 1975 apud LEGENDRE & LEGENDRE, 1983).

Concomitantemente as contagens, serdo realizadas analises morfométricas para a
avaliacdo do biovolume celular. Os espécimes encontrados durante a contagem serdo
registrados com cémera digital acoplada ao microscopio, 0 que ira subsidiar o célculo da

biomassa pelas medicGes de suas dimensdes.

Zooplancton

As amostras deverdo ser fracionadas de acordo com a densidade de organismos nas
amostras. Para obtencdo de subamostras do ambiente marinho, sera utilizado o partidor Folsom
Plankton Sample Splitter (Hidrobios®), sendo o nimero de divisdes (1/2, 1/4, 1/8... até 1/1024)
realizado de modo a garantir a presenca de pelo menos 1.000 espécimes na aliquota. Para 0s

ambientes de agua doce, subamostras deverdo ser retiradas com pipeta tipo Stempel até que um
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minimo de 200 individuos da espécie dominante seja contabilizado. A contagem das
subamostras sera feita em Camara de Sedgewick-Rafter sob microscopio Optico. As amostras

de pequeno volume serdo contadas integralmente.

As subamostras obtidas serdo analisadas sob microscépio estereoscépico utilizando
camaras de Bogorov para separacdo em grandes grupos taxonémicos. Em seguida serdo
identificados os componentes do zooplancton ao menor nivel taxonémico possivel, utilizando
bibliografia especializada (e.g. BOLTOVSKOQY, 1999; BONECKER, 2006; entre outros) e,
guando necessario, microscopio Optico sera utilizado para identificacdo de partes especificas
dos organismos para subsidiar esta analise. A nomenclatura dos taxons seguira o banco de dados
internacional ITIS - Integrated Taxonomic Information System (http://www.itis.gov) para

verificacdo da validade do nome.
Ictioplancton

Os ovos e larvas de peixes serdo totalmente triados das amostras coletadas, tanto na
malha de 500 um da rede Bongo quanto na neustonica. No caso da quantidade de ovos ser muito
grande poderd ser realizado o fracionamento com o Folsom Plankton Sample Splitter
(Hydrobios®), mas serdo triados ao menos 100 individuos. O fracionamento sera realizado
apenas para o grupo de ovos que for mais abundante. Em determinadas amostras 0s ovos
elipticos podem ser pouco abundantes e ndo deverdo ser fracionados, enquanto 0s ovos
redondos ndo ornamentados podem estar presentes em grande nimero, sendo necessario
fraciona-los. O numero total de ovos e larvas de peixes coletados com a rede Bongo sera
expresso por 100 m? (ovos/larvas.100 m?) e por 1000 m? (ovos/larvas.1000 m?) para as

amostras da rede neustodnica.

Apos identificacdo, 0s ovos de peixes serdo preservados em formol tamponado a 4% e
as larvas de peixes em alcool a 70%, com excecéo das larvas do grupo Leptocephali, que serdo

preservadas em formol tamponado a 4%.

A identificacdo dos ovos e larvas de peixes sera realizada com auxilio de microscopio

estereoscopico, utilizando alguns parametros meristicos e morfométricos. Serdo usadas
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referéncias bibliograficas especializadas, como Moser et al. (1984), Moser (1996), Matsuura &
Olivar (1999), Richards (2006), Bonecker & Castro (2006), Fahay (2007), Bonecker et al.
(2012), entre outros.

T\

A classificacdo do ictioplancton serd baseada em Nelson (2006) e todas as espécies
identificadas deverdo ser checadas no ITIS - Integrated Taxonomic Information System

(http://www.itis.gov) para verificacdo da validade do nome.

e Analise de Dados Fisico-Quimicos e de Fundeio

Os dados obtidos por CTD serdo analisados para gerar perfis de variacdo dos parametros
ao longo da profundidade e variacao espaco-temporal destas informacdes. Os dados de fundeio
serdo analisados como séries temporais e interpretados com base na variabilidade dos diversos

parametros.

e Avaliacdo dos Habitats

Mapeamento dos habitats benténicos da Plataforma Continental adjacente a foz do rio Doce

Em complemento as amostragens de sedimento superficial, sera realizado levantamento
geofisico através de mapeamento acustico com sonar de varredura lateral e/ou batimetria de
multifeixe com backscatter (frequéncia entre 100 e 600 kHz) cobrindo a area de enfoque deste
trabalho. E necessario que haja, no caso do levantamento com sonar de varredura lateral, um
dado batimétrico para caracterizacdo da profundidade e feicdes morfoldgicas. Amostras de
sedimento superficial serdo utilizadas para calibracdo do sinal de retorno do sonar e
caracterizagdo e estudo da comunidade bentdnica. O mapeamento seré inicialmente realizado
atraves de transectos perpendiculares a costa, entre as isdbatas de 10 e 40m, a cada 2 km. A
varredura serd ajustada de acordo com a profundidade, ndo menos do que 100 m para cada lado.
Este mapeamento inicial serd realizado entre as coordenadas 18°20°S 39°38°W e 20°13°40’S

40°11°6”W.
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Na area em frente & foz do Rio Doce sera realizado levantamento de batimetria
multifeixe com backscatter (frequéncia entre 200 e 300kHz) entres os veértices do poligono -
39.69312, -19.24923/-39.43701, -19.37932/-39.83744, -19.98300/-40.07932, -19.86918. A
segunda &rea de mapeamento com batimetria de varredura sera na regido de ocorréncia de
recifes ja conhecida (Recifes Esquecidos e a regido da APA Costa das Algas), cujos vértices
sd0 -39.59970, -18.36134/-39.38643, -18.38708/-39.47100, -18.97357/-39.68427, -18.93864.

A caracterizacdo do habitat serd realizada por metodo direto, envolvendo o
imageamento do fundo e coleta de material. O imageamento do fundo sera feito por transectos
de videos, em todos os habitats mapeados. Estes transectos terdo no minimo 2 km de
comprimento e estardo distribuidos para serem representativos dos habitats. A metodologia para
realizacdo dos transectos serd feita por veiculo autbnomo submerso (AUV) semi-profissional
gue possua capacidade de gerar imagens em alta resolucédo georreferenciadas e ter gravacdo de
dados de profundidade para que as imagens possam ser corretamente plotadas ao longo do
transecto e posteriormente integradas com pontos amostrais e com 0 mapeamento acustico. As

imagens devem também apresentar informacéo de escala do fundo e rumo.

Registros videograficos serdo selecionados e recortados em 30 quadros estaticos,
permitindo estimar a densidade dos principais organismos visualizados e a forma, tamanho,
vitalidade e cobertura dos elementos das formacGes recifais, bancos de rodolitos e fundos
lamosos/arenosos, lamosos e cascalhosos. As analises das imagens serdo conduzidas em
programas como Coral Point Count with Excel Extensions e ImageJ (National Institute of
Health). A partir dos dados obtidos serdo calculadas a riqueza S, a diversidade a aparente de
Shannon-Hill, a diversidade a real de Shannon-Wiener e a Dominancia de Simpson. Para a
estimativa das similaridades entre os pontos amostrais em modo Q (elementos amostrais) e em

modo R (espécies), sera adotado o indice de similaridade de Kulczynski, usando PRIMER 5.0.

As similaridades entre os pontos de amostragem quanto a composicdo faunistica
associada aos fatores fisicos serdo analisadas pelo metodo de ordenacéo utilizando MDS (non-
metric multidimensional scaling). A analise dos dados acusticos sera integrada com verdades
de campo (amostras de fundo) e imageamento do fundo marinho para elaboragédo de um mapa
de habitats.
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A periodicidade das atividades de mapeamento de habitats aqui prevista sera trimestral
no primeiro ano e semestral nos anos seguintes, conforme Nota Técnica n°
3/2017/CTBio/DIBIO/ICMBIO0.

Fundos Recifais

A caracterizagdo de comunidades bentdnicas de fundos recifais sera feita com base na
estimativa da cobertura relativa do substrato utilizando a metodologia de foto-quadrado em
parcelas fixas (FRANCINI-FILHO et al., 2008). Cada amostra serd composta por um mosaico
de 15 fotos de alta resolucdo, somando uma area de 70 cm2. Serdo amostrados 10 quadrados
fixos (delimitados permanentemente por pinos metélicos fixados ao substrato) por habitat (topo
e parede), os quais deverdo ser distribuidos aleatoriamente antes da fixacdo. A coleta de
amostras devera ser determinada em campo para posterior analise do impacto. As coletas serdo
realizadas nos fundos recifais potencialmente impactados, os chamados Recifes Esquecidos,
localizados a cerca de 60 km ao norte da foz do Rio Doce, na regido de Itatinas, e nas estruturas

recifais localizadas na APA Costa das Algas e no RVS de Santa Cruz.

Para determinacdo de taxas de sedimentacdo e composicdo do material sedimentar,
cinco armadilhas de sedimento serdo instaladas na superficie dos recifes. Em cada recife
monitorado, serdo instalados ainda sensores de turbidez e temperatura para monitoramento de
condicBes abioticas. O material coletado nas armadilhas serd analisado para composicao

mineralOgica, geoquimica de metais e granulometria.

Em cada recife monitorado, serdo coletadas amostras de 4gua para analises geoquimicas
de metais, organicos e elementares. O monitoramento nos recifes sera feito em, no minimo, trés
estruturas, com frequéncia trimestral no primeiro ano. No segundo ano, apos avaliacdo, a

frequéncia passara a ser semestral.

A avaliacdo da condicéo fisiologica dos corais (i.e., eficiéncia fotossintética das
zooxantelas) serd realizada in situ através da técnica de Fluorometria de Amplitude de Pulso
Modulada (APM) utilizando-se um fluorémetro subaquéatico DIVING-PAM Underwater
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Fluorometer (Walz Gmbh, Alemanha). Este equipamento mede o Rendimento de Fluorescéncia
(F) e 0 Maximo Rendimento (Fm), gerando assim uma estimativa do rendimento fotossintético
das zooxantelas associadas aos corais. Serdo avaliados recifes submetidos a diferentes regimes
oceanogréficos (proximos e afastados da costa), em diferentes profundidades, e em diferentes

condicdes (branqueados, doentes e saudaveis).

O estudo também ird identificar bioindicadores de impactos ambientais em corais e
analises de concentracdo de metais nestes organismos. Sera realizado o monitoramento da
comunidade microbiana total associada aos corais (muco dos corais e coluna d’agua adjacente),
que podera apontar a presenca de sedimentos e/ou de impactos presentes nas diferentes areas

amostradas e que poderiam ser rastreados em areas adjacentes.

O monitoramento dos fundos recifais (percentual de cobertura por organismos
bentbnicos, corais e algas, estado de saude, densidade de recrutas de corais, eficiéncia
fotossintética, etc.), sera realizado trimestralmente, permitindo melhor acompanhamento da

dindmica de vida de tais organismos e suas respostas as forcas em atuacéo na regiao.

Seré realizada a caracterizacdo e comparacdo genética e ecotoxicolégica entre 0s
organismos alvos do monitoramento. Esta comparagéo visa quantificar ou qualificar o impacto
entre 0s organismos das regides proximas a foz do rio Doce daqueles presentes em fundos
recifais da APA Costa das Algas e do RVS de Santa Cruz, considerando a conectividade
oceanogréafica e o comportamento de populacGes de espécies marinhas como metapopulacdes.
Para a APA Costa das Algas e RVS de Santa Cruz, a malha de amostragem segue o descrito no
TRA4.

A eventual associagdo do estado de saude dos corais e dos resultados da comparacéo
genética e ecotoxicoldgica entre 0s organismos alvos do monitoramento com o rompimento da

barragem ¢ alvo de questionamento no item 4 deste documento.
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4.5 Anexo 4 - Monitoramento de potenciais impactos do rejeito de
minério de ferro na praia e antepraia adjacentes a desembocadura

do rio Doce
Este anexo tem como objetivo geral avaliar a balneabilidade das praias para uso
recreativo e as condi¢cGes ambientais dos ecossistemas, a distribui¢do espacial e a magnitude
dos impactos e as consequéncias sobre as atividades ecoldgicas e econémicas do litoral. Parte-
se da premissa que as praias foram contaminadas pelos rejeitos liberados ap6s o rompimento

da Barragem de Fundéo.

4.5.1 Objetivos

S&o objetivos especificos deste estudo:

e Determinar o alcance maximo dos contaminantes ao longo da costa e seu deslocamento
ao longo do tempo;

e Identificar os processos morfodinadmicos envolvidos na distribuigdo dos contaminantes;

e Verificar a possibilidade da contaminacdo atingir a berma alta da praia e a costa e, em
caso afirmativo, em que condicdes de energia de onda;

e Determinar a resiliéncia do sistema praia-antepraia para neutralizar a acdo dos

contaminantes ao longo do tempo nos sedimentos e na fauna bentonica.

4.5.2 Area de Estudo

Conforme definido pelo Anexo 4 do TR4, serdo estabelecidas 10 estagdes de
amostragem em praias entre 0s municipios de Aracruz e Sdo Mateus (ES). Sdo 0s mesmos
pontos definidos para os estudos ecotoxicoldgicos nas praias adjacentes a foz do rio Doce,

apresentados anteriormente no Quadro 3.
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4.5.3 Metodologias

Serdo realizados levantamentos de perfis topobatimétricos nas praiais transversais a
costa, com coleta de sedimentos para anélises fisicas, quimicas e biol6dgicas. Dados batimétricos
e de sedimentos devem ser investigados até a isObata de 10 m com auxilio de embarcacéo e

mergulhador, por meio de coleta superficial e testemunhagem.

A andlise integrada dos dados ira permitir conhecer a distribuicdo e alcance dos rejeitos
ao longo das praias. Informacdes sobre o clima de ondas irdo permitir desenvolver modelos
aplicados na interpretacdo adequada dos processos envolvidos na distribuicdo do rejeito, na
identificacdo das areas de maior concentracdo de deposi¢do e na discussao da resiliéncia e
adaptacdo morfodindmica da praia apds incorporacao desta fracdo de material.

e Morfologia e sedimentologia

Caracterizacdo multidecadal do clima de ondas

Para fundamentar a interpretacdo morfodindmica de curto prazo e verificar tendéncias
de longo prazo, seré realizada uma avaliacdo multidecadal do clima de ondas com base nas
seguintes variaveis estatisticas: altura significativa (hs(m), periodo de pico (Tp,(s) e direcdo de
pico (0°). Dados de longo prazo seguirdo modelos globais de ondas superficiais ja disponiveis,
como o Global Ocean Waves (REGUERO et al., 2012) e NOAA-WW3 (TOLMAN, 2009). O
comportamento do espectro de ondas sera extrapolado para aguas rasas por meio de modelos
numericos especificos, como SMC-Brasil, Sishahia ou Delft 3D-WAVE, com resolugdo de

malha adequada a batimetria disponivel.
Monitoramento de perfis topobatimétricos
Perfis topobatimetricos serdo monitorados ao longo da costa entre as estacfes de

amostragem Aracruz 1 e Doce norte 5, consistindo de cinco perfis ao norte e cinco ao sul da

foz do rio Doce. Os perfis serdo levantados a partir do limite da pos-praia e devem se estender
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para a zona submarina até o limite da antepraia média, ou seja, até a profundidade de

fechamento, em torno da is6bata de 10 m.

O levantamento dos perfis de praia sera feito por posicionamento espacial e altimétrico
em tempo real (GPS RTK) ou outros métodos, como nivelamento topografico por estacéo total,
nivel ou teodolito. Os perfis topograficos serdo estendidos para além da zona de arrebentacédo

para subsequente acoplagem com o levantamento de perfis batimétricos.

O levantamento da antepraia sera feito com auxilio de jet ski, traineira ou lancha e
posicionamento por GPS RKT, empregando ecobatimetria de dupla frequéncia para definir a

profundidade e espessura da camada de rejeitos.

A acoplagem do perfil da praia com o da antepraia ira seguir Muehe (2004), que define
o transporte da cota altimétrica determinada para o perfil de praia por meio de ajuste a previsdo
maregrafica (MUEHE et al., 2003) por nivelamento desta cota a profundidade da posicdo da

embarcacdo, com a colocacdo de uma mira topografica ao lado da embarcacéo.

A determinacao do estagio morfodindmico praial (SHORT, 1979; WRIGHT & SHORT,
1984) deverad ser utilizada como indicacdo de sua variabilidade topografica a partir de
observacdes de altura (Hb) e periodo da onda (T) na arrebentacdo e sua comparacdo com a
distancia (Dup) e duracdo (Tup) do espraiamento da onda na face da praia, atraves da seguinte
equacdo (MUEHE, 1998):

A = [(senp Dup)/Hb]/(Tup/T)

A caracterizacdo morfodindmica da praia e do clima de ondas permitira avaliar a
amplitude de mobilidade da praia e o alcance maximo vertical das ondas (run up) ao longo da
praia e areas de desova das tartarugas. Esta analise tem o intuito de determinar a vulnerabilidade

das praias quanto a mobilidade e/ou possibilidade de contaminacdo nas areas de protecao.
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Analise sedimentoldgica

nw

Ao longo dos perfis topobatimétricos serdo abertas trincheiras para obtencdo de
amostras de trés subfei¢cdes: berma, face praia e antepraia. Serdo utilizados trados na porc¢ao
emersa e testemunhador na antepraia, com auxilio de mergulhador. Amostras superficiais serdo

coletadas com draga tipo Van Veen.

Os sedimentos das diferentes camadas identificadas serdo analisados quanto a
granulometria e composi¢cdo. Os mesmos sedimentos serdo coletados para as andlises

geoquimicas e de macro/meiofauna.

Anélises granulométricas serdo feitas por um granuldmetro a laser, 0 que exige
preparacdo prévia das amostras. Elas passardo por lavagem, secagem e quarteamento, com
posterior extracdo quantificacdo da matéria organica. Os parametros estatisticos seguirdo Folk
& Ward (1957) utilizando o software GRADISTAT (BLOTT & PYE, 2001).

As analises composicionais devem determinar teores e composicao dos carbonatos, caso
abundantes, e determinacdo dos teores e composicdo dos metais pesados. Estes devem ser
separados da fracdo leve por separacdo dessimétrica, seguindo Dias (2004), e a identificacdo
realizada em lupas, seguindo Addad (2001).

Integracdo morfodinamica

Com base nos dados morfolégicos e sedimentologicos e na analise dos perfis
topobatimeétricos, serd identificado o gradiente topografico submarino e realizada a comparacgéo
com o perfil de equilibrio tedrico. Serd também avaliada a distribuicdo e espessura do rejeito

sobre o substrato arenoso e sua atuacdo na morfodinamica praial.

A caracterizacdo da morfodinamica da praia e do clima de ondas permite avaliar a
amplitude de mobilidade da praia e o alcance maximo vertical das ondas (run up), conforme
mencionado anteriormente, a partir dos modelos propostos por Stockdon et al. (2006) e

Sallenger et al. (2002), entre outros.
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Novamente, espera-se que 0 monitoramento permita compreender as alteragdes
morfodindmicas, a adaptacéo e resiliéncia do sistema praial apds incorporacdo, mobilizacdo e
redistribuicdo da fracédo de rejeitos.

e Monitoramento da Fauna Bentbnica

A estrutura da comunidade de invertebrados bentdnicos marinhos serd monitorada por
meio da obtencdo de amostras de meiofauna e macrofauna nas praias selecionadas. Seréo
coletas semestrais nos trés primeiros anos. Posteriormente, as coletas ocorrerdo em anos
intercalados. O intuito é avaliar os eventuais impactos sobre o comportamento da fauna
bentbnica marinha nas praias arenosas. Destaca-se que 0 Anexo 4 menciona gque algumas areas

nessa regido ja possuem dados pretéritos que podem ser usados para comparacao.

Procedimentos de campo

As coletas semestrais nas 10 estacbes de amostragem serdo realizadas nas faixas de
antepraia (infralitoral), praia (mesolitoral) e berma (supralitoral), sempre em maré baixa de
sizigia. Em cada faixa das estacdes, as amostras de macrofauna e meiofauna serdo coletadas em

triplicatas.

As amostras devem ser coletadas com amostradores cilindricos (15 cm de diametro e 20
cm de profundidade para a macrofauna e 2 cm de diametro e 10 cm de profundidade para a
meiofauna). As amostras da macrofauna sdo lavadas em campo em malha de 0,5mm,
acondicionadas em sacos plasticos etiquetados e fixadas em solucdo de formalina a 5%,
enquanto as de meiofauna séo diretamente acondicionadas em frascos plasticos com solugéo de
formalina a 5%. Refratdmetro e sonda multiparametro devem ser utilizados para registrar dados

de salinidade e temperatura da agua.
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Andlise das amostras e tratamento dos dados

nw

Em laborat6rio, a macrofauna serd triada manualmente. Os organismos encontrados
serdo identificados sob microscépio estereoscopico e dptico, com auxilio de bibliografia
especializada (p.ex., chaves de identificacdo). As amostras de meiofauna sdo lavadas em
peneira de 0,063mm, os organismos extraidos por meio de solucdo acucarada com gravidade
especifica de 1,14 e montadas ldaminas semi-permanentes para sua quantificacdo e identificacdo
em grandes grupos. A nematofauna serd identificada, sob microscdpio dptico, até a categoria

de género.

Os parametros densidade, riqueza (numero de espécies), diversidade de Shannon-
Wiener (H’log2) e densidade dos organismos mais abundantes sdo selecionados como
descritores univariados da fauna bentdnica. Para testar a significancia destes descritores
univariados, aplicam-se analises de variancia (ANOVA). Para as estatisticas multivariadas,
podem ser usadas analises de ordenacdo (MDS), variancia permutacional (PERMANOVA) e
classificacdo (SIMPER) (CLARKE & AINSWORTH, 1993; CLARKE & WARWICK, 1994;
ANDERSON et al., 2008). As andlises estatisticas devem ser performadas em softwares
apropriados, como STATISTICA e PRIMER, entre outros.

e Monitoramento da qualidade quimica das areias

A faixa de praia mais utilizada pela populagdo € a berma, onde geralmente também
ocorre a desova de tartarugas marinhas. A praia é majoritariamente constituida por areia, o que
justifica, segundo 0 Anexo 4, analisar a presenca de elementos-traco por espectrometria atbmica
na areia das praias e avaliar o eventual impacto causado pelo rejeito neste local. Para esta

analise, as coletas devem ser concomitantes ao estudo morfo-sedimentologico.

Pré-tratamento das amostras

As amostras sdo secas a 60°C, moidas, homogeneizadas e peneiradas para obtencao de

uma fracdo representativa para anélise quimica.
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Fracdo Biodisponivel: para extracdo desta fracdo, segue-se a norma ASTM D3974-09
(ASTM, 2015). Uma massa de amostra seca € pesada, transferida para um recipiente de
polipropileno e adicionados 100 mL de HCI 2,5% m/v. Esta amostra é entdo submetida a
agitador mecéanico por 16 h a 25°C. O extrato obtido apés filtracdo deve ser analisado por

equipamentos ICP OES.

Fracdo Total: o procedimento de decomposicao das amostras sera adaptado da norma
EPA SW-846-3051 (EPA, 2007), que determina a digestdo pseudo-total de amostras de solos e
sedimentos pelo uso de radiacdo micro-ondas para aquecimento e diferentes combinacgdes de
reagentes. A amostra devera ter em torno de 0,25 g. Apds decomposicao, as solucdes amostrais
sdo filtradas, avolumadas até completarem 25 mL e armazenadas em local adequado até as

andlises de espectrometria atbmica.

Andlise das amostras e tratamento dos dados

O Anexo 4 define que a determinacdo da presenca e concentracdo dos metais seréa
realizada em equipamentos ICP OES, modelo Optima 7000DV (PerkinElmer®), ICP-MS
Nexlon 300D (PerkinElmer®) e AAS (Analytik Jena®), seguindo as condi¢bes operacionais
descritas em Sousa (2015). A Fundagdo Renova ira verificar se estas mesmas analises podem
ser feitas em equipamentos distintos aos descritos no anexo, caso necessario, sem que haja

prejuizo a confiabilidade dos resultados.

Estudos de correlagéo e anlise exploratdria dos dados serdo usados para avaliagdo dos
resultados, conforme principios da Quimiometria, aplicando-se testes de Analise por
Componentes Principais (PCA) e Analise Hierarquica de Clusters (HCA). Os dados podem ser
tratados nos softwares Microsoft Excel e Matlab MINITAB, versédo 16 (segundo JURADO,
2005; WOLD, 1987), ou outros com a mesma finalidade, se necessario e sem prejuizo aos

resultados.

Destaca-se que estas analises e interpretagdes devem integrar os dados de
morfodindmica da praia, sedimentologia das areias, geoquimica dos sedimentos e composi¢do

bentonica.
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4.5.4 Periodicidade
Nos cinco anos de monitoramentos definidos pelo TR4, as amostras se distribuem da
seguinte forma:
e nos trés primeiros anos, campanhas trimestrais para analises fisicas e geoquimicas e
semestrais para analise da macro e meiofauna;

e nO quarto e quinto anos, campanhas anuais.

O Anexo 4 ressalta, porém, que a periodicidade e abrangéncia geogréfica das campanhas
podem ser alteradas conforme geracdo e interpretacdo dos resultados. Por isso, é prevista a
realizacdo de uma campanha em caso de tempestade excepcional, pois isto podera remobilizar
sedimentos da plataforma e antepraia e depositar contaminantes na berma da praia, dunas e

terragos arenosos por transposicao das ondas.

4.5.5 Produtos
O Anexo 4 do TR4 define que o cronograma e o planejamento logistico das coletas
sejam apresentados ao ICMBIio em até 15 dias antes da primeira coleta. Esta exigéncia sera

seguida para todos os anexos, conforme explicitado no item de Premissas deste documento.

E prevista a entrega de relatérios semestrais, também para todos os anexos, em
conformidade com o item de Premissas deste documento. Estes relatorios irdo contemplar a
metodologia utilizada, resultados e discussfes, analise integrada abrangendo todos o0s
componentes monitorados e, sempre que os dados permitirem, proposicdo de acGes e medidas

de recuperacéo, avaliacdo da necessidade de ajustes metodologicos e sugestdes.

A base de dados do monitoramento, incluindo as planilhas eletrdnicas com os dados

brutos e imagens em formato digital, serdo entregues junto aos relatérios semestrais.
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4.6 Anexo 5 - Alteracdes ecoldgicas na dindmica dos manguezais e
vegetacdo de restinga sob influéncia dos sedimentos provenientes

do Rio Doce

O estudo deste item busca avaliar as areas de manguezal para verificar alteracdes
ecoldgicas que estes ecossistemas possam ter sofrido em decorréncia do rompimento da

Barragem de Fundéo.

4.6.1 Metodologia

Conforme solicitado, o trabalho sera dividido em: 1) Avaliacdo e monitoramento dos
impactos na flora do rio Doce; 2) Estrutura dos manguezais de Sdo Mateus, Barra Nova, Barra
Seca, Barra do Riacho, Piraqué-acu e mirim e manguezais de franja do RVS de Santa Cruz -
Aracruz; 3) Diagnéstico dos impactos sobre a fauna do manguezal, compartimento caranguejos;
4) Diagnéstico de contaminacdo da vegetacdo do manguezal por metais; 5) Caracterizacdo da
dindmica estuarina nos Rios Sdo Mateus, Mariricu e Piraqué e 6) Avaliacdo da estrutura da

formagéo arbustivo-herbacia das Restingas.

e Auvaliagdo e monitoramento dos impactos na flora do rio Doce. Monitoramento da
fitossociologia da vegetacéo paludal na foz do Rio Doce.

Definicdo da atual estrutura e descricao das espécies halofitas facultativas. Acompanhamento

do desenvolvimento em biomassa das espécies arbustivas e arboreas.

Serdo realizadas saidas de campo para estimar a fitossociologia da vegetacdo paludal e
haléfita facultativa que irdo compor a comunidade vegetal nas margens situadas na foz do rio
Doce. Para tanto, serdo realizadas cinco parcelas fixas com dimensdes variaveis, de acordo com
a estrutura da vegetacdo. O Anexo 5 define que as parcelas terdo sua delimitacdo definida
geograficamente com emprego de RTK (Trimble R4Base), que permite a obtencéo de dados de
latitude e longitude em tempo real e precisdo de milimetros.
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Serdo obtidos dados da estrutura da comunidade, como diametro e altura das arvores e

i

arbustos. Para isto, serdo empregados trenas calibradas e telémetro (TOGNELLA DE ROSA,
2000). Os dados de biomassa serdo coletados em areas pré-definidas e levadas ao laboratorio
para tomada de peso seco, por espécie (CUNHA et al. 2006). Espécimes arbdreos serdo
marcados com lacre numerado para que as parcelas fixas sejam monitoradas anualmente ao

longo de cinco anos.

Os dados obtidos em campo serédo avaliados quanto a densidade, composicao, biomassa,
abundancia e indice de importancia da espécie em cada parcela. Estes parametros serdo
acompanhados nas avaliacdes anuais e tratados estatisticamente, de acordo com métodos néo-
paramétricos (ZAR, 1996), para avaliar e comparar se estdo acontecendo modificacdes

significativas na estrutura da comunidade.

Para efeitos de identificacdo dos impactos relacionaveis aos sedimentos depositados e
de origem do dano provocado pelo rompimento da barragem, deve-se coletar sedimentos em
cada parcela, anualmente, para que sejam avaliados o grau de contaminacdo de metais, analise
granulométrica e teor de matéria organica, entre outros parametros. A metodologia de coleta e

de anélise destes parametros seguira a descrita no Anexo 3.

Determinacdo da producdo priméria por meio de técnica de assimilacdo de carbono.
Estimativa dos dados de fotossintese, da concentracdo dos pigmentos fotossintéticos, da

respiracao e de uso efetivo da agua.

Na comunidade vegetal de Talipariti pernambucensi (hibisco-do-mangue) seréo obtidos
parametros de fluorescéncia e trocas gasosas em folhas de segundo par das espécies de porte
arboreo dentro das parcelas fixas, sendo selecionados trés individuos por espécie. As folhas
deverdo ser selecionadas entre aquelas avaliadas como intactas e completamente expandidas (n
=6). A fluorescéncia sera obtida utilizando fluordbmetro portatil e trocas gasosas empregando o
sistema portatil ADC. As folhas serdo coletadas para analise posterior de pigmentos

fotossintéticos.
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O monitoramento dos parametros que vao identificar a producao primaria da vegetacao

i

e que podem indicar tensores sobre o desenvolvimento da comunidade serdo obtidos nas
estacOes de seca e de chuva ao longo de cinco anos. Estes dados serdo analisados empregando-
se técnicas de estatistica basica (média, desvio padrédo), anélises paramétricas (ANOVA e teste
de Student) para comparacao da variabilidade dos resultados e das médias obtidas por amostra

e analises ndo-paramétricas (Kruskal-Wallis, ACP).

A concentracdo de pigmentos fotossintéticos (clorofilas a e b e pigmentos carotenoides)
sera obtida conforme descrito em Pascoalini (2014). Folhas maduras e intactas do segundo par
serdo coletadas ao acaso, representando os diferentes niveis do bosque, até se obter 30 amostras.
Em laboratdrio, sera obtido peso fresco e seco, comprimento, largura e area foliar especifica. A
concentracdo de pigmentos fotossintéticos (clorofila e carotenoides) seguira o descrito em
Pascoalini (2014) e Santana (2014).

Serdo realizadas analises em HPLC (Waters) e comparadas com aquelas obtidas em
campo para avaliacdo do indice de clorofila por método ndo invasivo. Em campo, serdo obtidos
indices de area foliar (IAF) para determinar a cobertura do dossel ao longo do periodo de
monitoramento. Estes parametros de IAF devem serdo obtidos trimestralmente. O tratamento

estatistico sera similar ao descrito para as variaveis de fotossintese.

O acompanhamento desta etapa consistird na avaliacdo da pressdo que possa ocorrer
sobre esta comunidade vegetal em decorréncia dos sedimentos contaminados, do grau de
contaminac&o (tipo e concentracédo), da frequéncia e intensidade dos disturbios. A avaliacdo em
longo prazo da producdo primaria da comunidade vegetal permitira eliminar o efeito ambiental
sobre a variabilidade de producao e aferir o comprometimento causado pelos contaminantes.
Para melhor qualificar esta etapa, procedimentos similares de anélise de produtividade primaria
serdo desenvolvidos na comunidade de Talipariti pernambucensis que ocorre no rio ltainas

para efeitos de controle e eliminacédo da variabilidade resultante das influéncias climaticas.

Estrutura dos Manguezais de Sdo Mateus, Barra Nova, Barra Seca, Barra do Riacho, Piraqué-
acu e mirim e do RVS de Santa Cruz - Aracruz. Acompanhamento de dados pretéritos.
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A andlise da estrutura da vegetacdo seguird a metodologia proposta por Schaeffer-

i

Novelli & Cintrén (1986), sendo adotado o método de parcelas (trés parcelas contiguas em cada
local de estudo). O tamanho da parcela ir& variar conforme o ndmero de individuos, sendo
considerado um minimo de 30. Os pardmetros coletados serdo a altura e o didmetro a altura do
peito (DAP) ou igual a 1,30 m. Em laboratdrio, serdo calculados os parametros de area basal,
diametro e altura média e densidade e dominancia relativa das espécies no bosque. Desta forma,
serdo avaliadas florestas de franja e de bacia e dentro de cada parcela cinco arvores,
caracterizando a distribuicdo de frequéncia dos diametros de todas as arvores que ocorrem na

amostra, tendo seu incremento em diametro monitorados pela utilizacdo de dendrémetros.

As parcelas fixas serdo realizadas em locais onde ja existem dados pretéritos de anélise
da estrutura das florestas de mangue nos rios S&o Mateus, Mariricu, Corrego de Barra Nova,
Piraqué-Acu e Piraqué-Mirim e também nos manguezais da foz do rio Riacho e nos manguezais
de franja do RVS de Santa Cruz.

Em cada rio serdo instaladas parcelas na foz, na parte intermediaria do estuério e na sua
porcdo superior. Dessa forma, serdo trés regides de amostragem com parcelas definidas para as
florestas de franja e bacia, totalizando 12 parcelas por rio. No caso do RVS de Santa Cruz, as
parcelas serdo somente no bosque de franja, tendo em vista a estrutura mais simplificada deste
manguezal confrontante ao mar, sobre o laterito costeiro. Cada parcela seré georreferenciada
com emprego de RTK, Marca Trimble modelo R4Base, que tem preciséo de 3,5 mm de erro
horizontal, permitindo com isto controle inclusive sobre o ingresso de novos individuos em

longo prazo.

A classificacédo da vegetacéo sera feita por comparacao tabular, seguindo a escala mista
de avaliacdo do valor combinado da abundéancia-domindncia de Braun-Blanquet, descrita

abaixo:

a) r:individuos raros ou isolados;
b) +: individuos pouco abundantes, ou de recobrimento muito fraco;
c¢) I:individuos abundantes, mas de fraco recobrimento (até 1/20 da superficie);

d) IlI: individuos abundantes cobrindo de 1/20 a 1/4 da superficie;



M, FUNDACGCAO 101
R
s FENOVA

e) Il individuos em qualquer nimero, cobrindo de 1/4 a 1/2 da superficie;

f) 1V:individuos em qualquer nimero, cobrindo de 1/2 a 3/4 da superficie;

g) V:individuos em qualquer numero, cobrindo mais de 3/4 da superficie.

As parcelas serdo monitoradas anualmente para avaliar a qualidade do bosque. Nestas
oportunidades sera quantificado o nimero de plantulas que ingressou na parcela e monitorados

os dendrémetros instalados nas arvores.

Diagnostico dos impactos sobre a fauna do manguezal, compartimento caranguejos.
Avaliacdo da estrutura populacional dos decapodes da espécie Ucides cordatus e Cardisoma
guahumii nos estuarios dos rios Piraqué (A¢u e Mirim), rio Riacho, Barra Seca, Mariricu e

Sao Mateus e espécies de decapodes do manguezal de franja do RVS de Santa Cruz.

Serdo delimitadas 12 parcelas fixas de 25 m?, delimitadas com trena de 50 m e
marcadas nos seus extremos com lacres, georreferenciadas e fotografadas. As parcelas seréo
situadas no estuério inferior, médio e superior para bosques de franja e bacia, localizadas
contiguas as parcelas fixas para que nao haja interferéncia entre os dois estudos por excesso
de manipulacdo da area amostral. No manguezal de franja do RVS de Santa Cruz serdo apenas

quatro parcelas no bosque situado sobre o laterito costeiro.

Nas parcelas serdo realizadas as seguintes atividades em frequéncia bimestral:
contagem das tocas, diferenciando-as em abertas e fechadas (mortos e em muda),
comprimento e largura das tocas e densidade de machos e fémeas. A metodologia de
amostragem serd baseada em Branco (1993). No manguezal de franja do RVS de Santa Cruz,
a metodologia serd adaptada para avaliar as espécies que utilizam a area. Os dados serdo
trabalhados em laboratorio para produzir os seguintes resultados: densidade/m? por espécie,
tamanho médio da populacdo por espécie, proporcao entre machos e fémeas e densidade de

individuos mortos.

Duas vezes ao ano (inverno e verdo) serdo coletados aleatoriamente ao longo dos
estudrios 100 exemplares de caranguejos e guaiamuns para aferi¢cdo da estrutura da populagao

e para que estes dados sejam comparados aos dados de estrutura obtidos por técnica indireta
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de avaliacdo, reportada acima. Estes exemplares serdo coletados por catadores profissionais e
terdo seu comprimento e largura aferidos por meio de paquimetro digital. Cada exemplar tera
seu sexo e condigédo de vida anotado para determinacdo da razdo sexual e para avaliagdo do

periodo de reproducdo.

Os rios Piraqué-Acu e Piraqué-Mirim terdo suas parcelas definidas em areas onde ja
ocorrem levantamentos sobre a estrutura das populagdes de Ucides cordatus e Cardisoma
guahumii, visando utilizar dados pretéritos para diagndstico do impacto atual sobre a estrutura

da populacdo da espécie nesta bacia hidrografica.

Para os manguezais de franja do RVS de Santa Cruz, as parcelas serdo definidas de
acordo com as caracteristicas morfoldgicas do substrato e densidade de plantas, tendo em vista

a caréncia de dados publicados de caracterizacdo deste bosque.

Anualmente, 10 fémeas ovadas serdo capturadas aleatoriamente nas parcelas para que
seja realizado a contagem do numero de ovos. As fémeas deverdo ser transportadas para o
laboratdrio, onde os ovos serdo retirados dos pleidpodos para determinacdo da densidade,

empregando-se lupa estereoscépica e camara clara.

Ap0s estas analises preliminares, sera realizado tratamento estatistico empregando-se
0 programa Statistica (StaSoft) ou similar para avaliar os dados médios obtidos, diferenciados
guanto aos parametros obtidos para fémeas e machos por parcela, por bosque e por area de
distribuicdo no estuario. Estas médias deverdo ser comparadas aplicando-se o Teste de Tukey
e realizadas analises de cluster para se avaliar o grau de similaridade entre os bosques e em

relacdo a sua distribuigdo no estuario (ZAR, 1996).

Pelo menos cinco individuos de Ucides cordatus e cinco de Cardisoma guahumii em
cada ponto de amostragem deve ser coletado para analises ecotoxicologicas (sendo obtidos
musculo, branquias e hepatopancreas), sendo que a coleta e conservacdo das amostras seguira
a metodologia descrita no Anexo 1. Para 0 manguezal de franja do RVS de Santa Cruz serdo
coletados individuos das espécies de decapodes dominantes na regido, considerando a caréncia
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de informac0Ges publicadas que possam permitir uma definicdo prévia das espécies-alvo, para

analises ecotoxicoldgicas.

Para avaliacdo da distribuicdo geografica serd identificada e caracterizada a extensao
atual das areas de ocorréncia da espécie e suas populacbes, o grau de fragmentacdo e a
qualidade do habitat, além de identificar, para cada area de ocorréncia, as tendéncias de
ampliacdo ou reducdo de areas, a origem de tais tendéncias e a geracdo de mapa, em shape file,
contendo a &rea de ocorréncia de cada populacédo e geral da espécie.

Uma ampla revisdo bibliografica sera realizada em busca de informacgdes sobre a
historia de vida e ecologia das espécies. Serdo abordadas informacdes sobre biologia das
espécies, incluindo longevidade, biologia reprodutiva, fecundidade, habilidade de dispersao,
area de uso, nivel trofico e uso de habitat, taxas de natalidade, mortalidade e recrutamento e
area de vida. Estar informac6es serdo utilizadas para identificar as lacunas de conhecimento
relevantes para a caracterizacdo das espécies, 0s parametros ambientais associados ao periodo
reprodutivo (andada) das duas espécies e o seu respectivo indice de associacdo. Isto permitira
identificar as ameacas antropogénicas a conservacao das espécies (captura de individuos para
consumo, introducdo de espécies competidoras, lancamento de poluentes e ocupacdo de
habitat, etc.) e naturais (ocorréncia de hibridizacdo, presenca de parasitas ou patégenos,
ocorréncia da doenca do caranguejo letargico e a presenca de espécies competidoras).

Diagnostico de contaminagdo da vegetacdo do manguezal por metais

Os parametros a serem analisados e monitorados na vegetacdo de manguezal serdo a
concentracdo de metais (Arsénio, Cadmio, Chumbo, Cobre, Cromo, Ferro, Manganés,
Mercdrio e Zinco) total e especiagdo quimica, concentracdo dos metais no sedimento
superficial e também na agua intersticial, realizando testemunhos de, no minimo, 30 cm de
profundidade. A analise destes metais na vegetacao dos manguezais sera efetuada nas raizes e
folhas das espécies ocorrentes em cada bosque, visando avaliar a acumulacéo destes elementos
ao longo dos diferentes estratos do bosque e comparé-la com as condig¢des de concentracdo de

metais encontrada no sedimento e na &gua intersticial.
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Caracterizacdo da dinamica estuarina nos Rios S&o Mateus, Mariricu e Piraqué

\y

1N

S&o propostas campanhas com ADCP para determinagdo da forma de inundagéo dos
estudrios e do tipo de estudrio em termos de determinacgdo da estrutura salina da coluna d’agua,
bem como da temperatura e outros parametros fisico-quimicos, para avaliar a capacidade de
dispersdo dos propagulos ao longo do sistema estuarino e de sua relacdo com 0s manguezais de
franja do RVS de Santa Cruz. Embarcagdes da comunidade pesqueira local seriam contratadas
para a realizacdo destas campanhas de diagndstico do tipo de estuario. Sera realizado uma

integracdo dessa linha com a metodologia de oceanografia fisica descrita no Anexo 3.

Avaliacdo da estrutura da formacao arbustivo-herbacia das Restingas

Serdo realizados inventarios da estrutura da formacéo arbustivo-herbacea pelo método
das parcelas, sendo alocadas trés parcelas de dimensées 10 x 10 m (100 m? por parcela). Serdo
amostradas areas com diferentes fitofisionomias e as parcelas alocadas de forma sistemética
(Quadro 12). Para marcacdo das parcelas, serdo utilizadas estacas de madeira e seus limites

demarcados com cord@es de algodao, sendo todas georreferenciadas.

Quadro 12 - Pontos de amostragem do Anexo 5 do TR4, Monitoramento de Restinga.

Coordenadas UTM (datum SIRGAS2000)

Ponto

Latitude Longitude
Pontol 422753,11 7941055,58
Ponto 2 421264,78 7930512,18
Ponto 3 421059,37 7921271,37
Ponto 4 422243,71 7903323,37
Ponto 5 424314,26 7887331,55
Ponto 6 426718,60 7869476,73
Ponto 7 408104,32 7825340,17
Ponto 8 393191,05 7813435,92

Fonte: Anexo 5, TR4.



M., FUNDACAO 105

oS FENOVA

Serdo medidos o diametro do caule na altura do solo e a altura de cada individuo. O

i

critério de inclusdo na amostragem abrange todos os individuos com didmetro na altura do
solo (DAS) igual ou superior a 1,5 cm. Quando os individuos apresentarem outras
ramificacbes além do caule principal, deverdo ser tomadas as medidas de todas as
ramificacdes para posterior calculo da area basal. Individuos de porte arboreo danificados por
agentes naturais, que apresentarem ramificacdes saudaveis, deverdo ser incluidos na

amostragem. Os individuos mortos serdo contabilizados.

Serdo apresentados os parametros fitossociologicos (area Basal - AB, densidade
relativa - DR, dominancia relativa - DoR, dominancia absoluta - DoA, frequéncia relativa -
FR, frequéncia absoluta - FA, valor de importancia - IVI e valor de cobertura) para avaliagéo
da estrutura da vegetacdo. Os dados obtidos nos inventarios serdo organizados em tabelas e

feita a classificacdo das classes de diametro em ordem crescente.

Para avaliacdo dos impactos serdo obtidos parametros de fluorescéncia e trocas
gasosas em folhas que deverdo ser coletadas das espécies dentro das parcelas fixas, sendo
selecionados trés individuos por espécie. Estas folhas deverao estar intactas e completamente
expandidas. Também deverdo ser obtidas as concentracBes de pigmentos fotossintéticos

(clorofila a e b).

Seré coletado sedimento em cada uma das parcelas langcadas para que sejam realizadas
as analises granulométrica, quimica de rotina e matéria organica e analise de material foliar,
para que sejam medidas as concentrac¢des dos metais. Estas coletas serdo realizadas em regime

trimestral no primeiro ano e posteriormente em regime anual.

Todos os dados que serdo obtidos dos levantamentos em campo e em laboratorio serdo

apresentados em seu formato bruto e processado.
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4.7Anexo 6 - Monitoramento de mamiferos, tartarugas e aves
marinhas associados a foz do rio Doce, Plataforma Continental e

areas protegidas adjacentes

De acordo com o apresentado no Anexo 6 do TR4, a regido ao redor da foz do rio Doce
e plataforma continental adjacente € uma é&rea importante para desova, reprodugdo e
alimentacdo de diversas espécies ameacadas de extin¢do, sobretudo o boto-cinza (Sotalia
guianensis), a toninha (Pontoporia blainvillei), a baleia-jubarte (Megaptera novaeangliae), a
tartaruga-cabecuda (Caretta caretta), a tartaruga-de-couro (Dermochelys coriacea), a
tartaruga-verde (Chelonia mydas) e aves marinhas, como o rabo-de-palha-de-bico-vermelho
(Phaethon aethereus), o rabo-de-palha-de-bico-laranja (Phaethon lepturus), o trinta-réis-de-
bico-vermelho (Sterna hirundinacea), o tesourdo-pequeno (Fregata ariel), o tesourdo-grande
(Fregata minor), o petrel-de-trindade (Pterodroma arminjoniana) e o albatroz-de-bico-amarelo
(Thalassarche chlororhynchos) (MMA, 2014).

O Anexo também argumenta que os vertebrados marinhos podem ainda ser utilizados
como indicadores do ambiente e 0 monitoramento dos encalhes de cetaceos, aves e quelnios,
bem como a coleta e estudo sistematico de tecidos para analises genéticas, de contaminantes e
de habitos alimentares é de fundamental importancia para avaliar a sadde das populacdes que

ocupam os diversos habitats atingidos pelos impactos do acidente na regido costeira.

Dessa forma, o entendimento dos padrdes de uso e deslocamento dessas espécies em
areas possivelmente impactadas ao redor da foz do rio Doce seria importante para a aplicacao
de a¢Bes mitigadoras, caso sejam detectadas ameacas a essas espécies em areas com maior grau

de impacto.
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4.7.1 Objetivos

Objetivo Geral

Compreender os impactos causados pela pluma de rejeitos nas comunidades de

megafauna marinha em areas potencialmente impactadas ao redor da foz do rio Doce e

plataforma continental adjacente, incluindo o Parque Nacional Marinho (PARNAM) dos
Abrolhos, REBIO Comboios, APA Costa das Algas e REVIS de Santa Cruz.

1)

2)

3)

4)

5)

Obijetivos especificos

Avaliar e monitorar, por um periodo de cinco anos, a distribuicdo, abundéancia e area de
vida de tartarugas, aves e mamiferos marinhos em areas potencialmente impactadas ao
redor da foz do Rio Doce, abrangendo &reas marinhas costeiras e oceénicas adjacentes,
incluindo o Parque Nacional Marinho dos Abrolhos, REBIO Comboios, APA Costa das
Algas e REVIS de Santa Cruz.

Determinar e monitorar por um periodo de cinco anos, associagdo de tartarugas, aves e
mamiferos marinhos com micro-habitats costeiros, bem como tendéncias de agregacédo
e deslocamento em areas potencialmente impactadas ao redor da foz do Rio Doce,
incluindo a plataforma continental adjacente, o Parque Nacional Marinho dos Abrolhos,
REBIO Comboios, APA Costa das Algas e REVIS de Santa Cruz.

Monitorar, por um periodo de cinco anos, os encalhes de todos os cetaceos, tartarugas e
aves marinhas nas praias do litoral do ES e realizar necrdpsias, quando for possivel
recolher os animais, para determinar uma possivel causa mortis.

Descrever, por um periodo de cinco anos, a partir de analises moleculares a prevaléncia
de patogenos das aves Sula leucogaster, Pterodroma arminjoniana, Thalassarche
chlororhynchos e Phaethon aethereus na area de estudo para determinar se as alterages
ambientais estdo afetando o estado de salde destas populagbes ameacadas ou
biomonitoras.

Monitorar a diversidade genética, estrutura populacional e historia demografica das
populacBes de cetaceos e tartarugas marinhas em areas de desova e encalhes na regido
de estudo num periodo de 10 anos.
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6) Monitorar a evolugdo das dosagens de contaminantes e histopatologias em tecidos de
cetaceos e aves marinhas em encalhes e de aves marinhas vivas na area de estudo num
periodo de cinco anos.

7) Descrever, por um periodo de cinco anos, a ecologia tréfica a partir da analise de
isdtopos estaveis de S. guianensis e P. blainvillei, e das aves Sula leucogaster,
Pterodroma arminjoniana, Thalassarche chlororhynchos e Phaethon aethereus.

8) Estimar a idade dos cetaceos e queldnios, de sua primeira maturacao e analisar a taxa
de fecundidade dos cetaceos encontrados mortos nas praias ao longo de cinco anos.

9) Awvaliar a interacdo dos pequenos cetdceos com a pesca no litoral do ES: identificar
possiveis mudancas durante cinco anos.

10) Monitorar as areas de desova de Caretta caretta e Dermochelys coriacea ao redor da
foz do Rio Doce, incluindo o comportamento reprodutivo dessas espécies, distribuicdo
espacial e temporal de ninhos, sucesso reprodutivo e efeito de contaminantes sobre a
salde de fémeas e filhotes (neonatos).

11) Avaliar o efeito da presenca de contaminantes provenientes dos rejeitos de mineragéo
ou que foram mobilizados pelo fluxo de rejeitos sobre a satde das tartarugas marinhas

e sua eficiéncia reprodutiva.

Quanto ao objetivo 5), a Fundacdo sugere que a duragdo dos estudos voltados ao seu
cumprimento também seja de cinco anos, de forma a se igualar as demais acfes propostas e se
adequar ao item Il da Clausula 165. Semestralmente serdo realizadas avaliacdes de todos os
estudos e poderdo ser discutidas as duracdes de determinados temas para interrup¢do ou

continuidade, a depender das respostas geradas.

4.7.2 Area de Estudo

Todo o litoral do Espirito Santo, incluindo o PARNAM dos Abrolhos, REBIO Comboios, APA
Costa das Algas e REVIS de Santa Cruz.
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4.7.3 Metodologias

i

e Objetivo 1 - Avaliar e monitorar, por um periodo de cinco anos, a distribuicéo,
abundancia e area de vida de tartarugas, aves e mamiferos marinhos em areas
potencialmente impactadas ao redor da foz do Rio Doce, abrangendo areas marinhas
costeiras e oceanicas adjacentes, incluindo o Parque Nacional Marinho dos Abrolhos,
REBIO Comboios, APA Costa das Algas e REVIS de Santa Cruz

Censos aéreos com aeronaves tripuladas

O Anexo 6 determina a utilizacdo de censos aéreos com aeronaves tripuladas para
avaliacdo da distribuicdo, abundancia e area de vida de tartarugas, aves e mamiferos marinhos.
Define-se 0 uso da metodologia descrita por Buckland et al. (2001), de amostragem por
distancia em transectos lineares, que assume que a densidade de animais na area amostrada,
retdngulo de comprimento igual a extensdo da transecc¢do e altura igual a duas vezes a faixa de
busca do observador, &, em média, proporcional a densidade de individuos em toda a area de
estudo, desde que as transec¢des sejam alocadas de forma a proporcionar uma probabilidade de

cobertura uniforme (ou seja, 0 numero de km voados por unidade de area seja constante).

Cada observador varre uma area entre 0os 90° e os 30° de declinacdo em relacdo ao
horizonte, empregando maior esfor¢co de observacao préximo aos 90°. Em relacdo ao rumo do
avido, o observador ndo deve buscar grupos apés os 90° (considerando o rumo do avido = Q°).
Cada observador sera também responsavel pela coleta das condi¢es ambientais, consideradas
possiveis co-variaveis que afetem a probabilidade de deteccdo, sendo estas informacdes

tomadas no inicio de cada transecto e a cada vez que ocorrer uma mudanga significativa.
As condigdes ambientais a serem registradas sdo:
v' estado do mar em escala Beaufort;

v" reflexo no campo de visdo, porcentagem e intensidade;

v' transparéncia da agua (registrado visualmente como “turva” ou “clara”);
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v' visibilidade, elencada subjetivamente como “excelente”, “boa”, “moderada” e “ruim”

de acordo com a escala de Rugh et al. (1993).

Essas variaveis podem influenciar a detectabilidade de mamiferos marinhos e seréo
adicionadas aos modelos de densidade (MARQUES & BUCKLAND, 2003).

Para cada deteccdo seré registrado hora, tamanho do grupo, presenca de filhotes e angulo
de declinacdo entre o horizonte e o grupo detectado. Os rel6gios dos observadores serdo fixados
junto a janela, para facilitar a visualizacao da hora, e deverao estar perfeitamente sincronizados
com o horéario do GPS, que sera programado para gravar coordenadas a cada 3 segundos. O
angulo de declinagdo entre o horizonte e o grupo avistado seré coletado pelo observador com o
auxilio de um inclindmetro assim que o grupo estiver perpendicular ao observador. Todas as

informac0des serdo registradas em gravadores digitais individuais.

O Anexo 6 também determina o tipo de avido que deve ser usado, um Aerocommander
500B, bimotor, com asa alta, janelas-bolha (observadores de frente) ou equivalente. O voo deve
ser feito a uma altitude constante de 500 pés e velocidade entre 170 e 190 km/h. O protocolo
de coleta de dados deve ser semelhante aos ja aplicados por Zerbini et al. (2010) e Danilewicz
et al. (2010, 2012) para a obtencdo de abundancias de toninhas na FMA 1, 11 e I11.

Participardo quatro pesquisadores nos sobrevoos, que trabalhardo de forma
independente, sem comunicacgdo entre eles. O Anexo exige que esta equipe tenha experiéncia
minima de trés monitoramentos aereos de toninhas, apesar deste monitoramento tambem
envolver tartarugas marinhas e aves. Mesmo com esta experiéncia, deve ser realizado um voo
prévio de treinamento para calibragdo e padronizacdo. Os pesquisadores se posicionam em

pares na frente (janelas-bolha) e atras (janelas planas).

Dados populacionais das toninhas (Pontoporia blainvillei) obtidos antes da chegada da
pluma de rejeitos ao mar devem ser utilizados para comparacao quantitativa com os dados que
se coletar no ambito deste monitoramento, permitindo identificar também possiveis locais de

afastamento dos animais.
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A Nota Técnica n° 3/2017/CTBio/DIBIO/ICMBIo esclarece que para acompanhamento

i

de tartarugas marinhas, o censo aéreo nao € a metodologia mais adequada, mas define que seja

feito o registro dos queldnios eventualmente detectados por estes sobrevoos.

Censo embarcado

O Anexo 6 define que a metodologia para contagem das aves marinhas deve ser de
censos embarcados mensais, continuos e instantaneos (TASKER et al., 1984; GOULD &
FORSELL, 1989), onde sete transectos (dois ao sul, quatro ao norte e um na foz)
perpendiculares a costa, com 200 km de extensdo, serdo percorridos durante o deslocamento da
embarcac&o, preferencialmente em linha reta, na area monitorada, ao longo das horas de luz do
dia.

Cada estacdo de contagem devera incluir as seguintes atividades, em ordem de
execucdo: (1) contagem de aves seguidoras na popa da embarcacgéo; (2) tomada de informacoes
sobre variaveis espaciais, temporais e ambientais (data, hora, latitude e longitude, rumo e
velocidade da embarcacdo, profundidade, tipo de atividade desenvolvida pelo barco, estado do
mar conforme escala Beaufort, temperatura e salinidade da agua, temperatura do ar, direcdo e
intensidade do vento); (3) censo continuo; e (4) censo instantaneo. Os censos serdo realizados
por pelo menos um ornitélogo com experiéncia, sempre do mesmo local ou do melhor lado da
embarcacdo de acordo com condigdes de luz e vento no momento. Ao final de uma sequéncia
de censo, serd iniciada outra apds intervalo de 10 minutos. O censo continuo abrangera as aves
que durante um periodo fixo de tempo aparecem dentro de uma faixa de 300 m de largura,
medida a partir do bordo da embarcacdo em angulo reto com a rota do navio, excluindo as aves
seguidoras. Aves seguidoras sdo aquelas que acompanham a embarcacdo durante a navegacéo,
geralmente voando atras do barco, e deverdo ser contadas da popa. No censo instantaneo, o
tempo de contagem serd dividido em intervalos consecutivos de duragdo fixa. Ao inicio de cada
intervalo serdo contadas as aves presentes dentro do raio de 300 m entre o rumo do barco e a
linha perpendicular a este, varrendo-se assim a quarta parte de um circulo. Os censos continuos
terdo duracdo de 10 minutos e 0s censos instantaneos terdo 10 intervalos consecutivos de 1

minuto.
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A posicdo do limite externo da faixa de censo sera determinada segundo Heinemann

i

(1981), através de uma triangulacédo envolvendo a largura da faixa de censo de 300 m, a altura
do observador acima da superficie do mar e a distancia entre os olhos do observador e a ponta
superior de um paquimetro colocada na linha do horizonte. Para tal, a embarcagdo navegara a

velocidade constante, com rumo conhecido, e com linha do horizonte visivel.

Os censos serdo realizados por dois ornitélogos com experiéncia, simultaneamente, para
evitar problemas de detecgdo de aves durante o deslocamento da embarcagéo (SPEAR et al.,
2004). Os ornitologos serdo auxiliados pelo observador de mamiferos. A densidade de aves
(nimero de aves/km?) sera calculada com base nos resultados obtidos nos censos instantaneos,
com referéncia a area total coberta em cada censo, sendo esta igual a 10 vezes a area varrida

em cada contagem instantanea.

InformacBes sobre areas e padrGes de forrageamento devem ser coletadas de duas
espécies de aves marinhas por meio de rastreamento remoto, cujos transmissores deverao emitir
sinais de radio captados pelos satélites em érbita terrestre que estdo sobre a area no momento
em que o sinal € emitido (ARGOS, 1996). Os equipamentos deverdo pesar até 5 g, serem
fixados no dorso das aves marinhas e, dependendo do modelo, recarregados por meio de um
painel solar. Os dados devem ser obtidos sem a necessidade de recaptura dos organismos,
através de um canal de transmissdo de dados alugado junto a empresa especializada (CANDIA-
GALLARDO et al., 2010).

Itinerario Fixo

A metodologia de Itinerario Fixo segue Branco et al. (2010). Serdo estabelecidas quatro
trilhas a serem percorridas mensalmente na praia (com auxilio de quadriciclos). Cada trilha tera
30 km de extensdo. Duas seguirdo ao norte da foz (até Degredo e Barra Seca), outra ao sul da
foz (até Barra do Riacho) e uma ultima mais ao sul (15 km ao norte do Piraqué-acu e 15 km ao

sul).
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Para registar a existéncia de individuos de interesse em bancos de areia, utilizados como

i

dormitorio e area de descanso, na margem da foz e no estuario, sera utilizado o método de
Contagem em Descanso (BRANCO et al., 2010).

Esta metodologia deve resultar na apresentacao de lista com identificacdo de espécies,
status de conservacdo, guilda tréfica, espécies indicadoras, area de vida, padrbes de

distribuicéo, abundéancia, riqueza e biodiversidade.

BioacUstica

Atraveés da interpretacdo de sinais sonoros (taxa e periodos de emisséo das vocalizagoes
e dos sons de ecolocalizacdo) obtidos através de ferramentas de acUstica passiva sera possivel
compreender os padrdes de uso da area de estudo por cetaceos. Aliado a isso, serdo avaliadas
as caracteristicas fisico-quimicas do ambiente que possuem maior influéncia sobre os
parametros de frequéncia e intensidade de sons modulados e pulsados dos cetaceos sob
diferentes escalas de variacdo espacial na regido através de um delineamento amostral

hierarquico.

Assim, dados acusticos e comportamentais serdo coletados a partir de uma embarcacao
adequada para a atividade, onde serdo realizadas gravacdes sincronicas de video e audio e
gravacOes de audio independentes. Imagens serdo gravadas a partir de uma camera de video
portétil conectada a um hidrofone e um microfone. Gravagdes de sons independentes serdo
realizadas com hidrofone e um gravador de estado sdlido portatil. Apos a avistagem, a
aproximacao ao grupo de cetaceos sera realizada de forma que o grupo de animais ndo se sintam
demasiadamente perturbados ou encurralados pela proximidade do barco. As gravacdes serdo
iniciadas apés o desligamento completo do motor da embarcacéo. A distdncia minima do grupo
para o inicio dos procedimentos devera ser de 500 m. Juntamente com as gravacGes de imagem
e som serdo coletados dados de carater ambiental, como temperatura da agua, diregéo do vento,

existéncia de correntes no local da gravacao e profundidade.
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A composicao do grupo, tipo e comportamento serdo descritos. Se possivel, 0s animais
serdo posteriormente identificados por meio das imagens coletadas. Categorias

comportamentais serdo estabelecidas de acordo com os etogramas empregados para a espécie.

Para assegurar que 0s sons gravados estdo de fato sendo produzidos pelo grupo focal,
sera utilizado um arranjo de hidrofones de quatro unidades para a determinacdo do angulo de
origem do som, que sera rebocado pela embarcagdo. A distancia dos animais e sua angulacao
em relacdo ao azimute da embarcacdo serdo determinadas por um laser finder e uma bussola.
Se determinado que os animais estiverem muito proximos da embarcacdo, se apresentarem
sinais de stress devido a aproximacdo do barco ou se o grupo iniciar natacdo constante para
longe da embarcacdo, as observacGes serdo interrompidas e um novo grupo focal sera eleito.

Para tal, as rotas serdo aleatorias, até que 0s animais sejam encontrados.

A partir da aproximacdo dos golfinhos, o motor do barco sera desligado para que sejam
iniciadas as gravaces. As gravacdes serdo feitas seguindo o método de Dudzinski et al. (1995).
As emissdes sonoras serdo gravadas por meio de um hidrofone C54 (008-100 kHz; -165 dB re
1V / MPA) implantado em cerca de 2 m de profundidade. Este hidrofone sera acoplado a
entrada de microfone de um gravador M-Audio MicroTrack 24/96 (96 kHz; 24 bit; arquivos
.wav) e sua saida sera acoplada a entrada de microfone de uma filmadora digital SONY DCR-

SX40 protegida por uma caixa estanque, para que se possa fazer filmagens subaquaticas.

O individuo que emitir o sinal vocal devera ter seu comportamento registrado pela
camera, além da sua vocalizacdo (adaptado de DUDZINSKI et al., 1995). Paralelamente, outro
membro da equipe devera registrar em planilha de campo dados ambientais, tomados a cada
hora. Seguindo a técnica de amostragem de grupo-focal (ALTMANN, 1974), informac6es
sobre a composic¢do do grupo, comportamento aéreo dos golfinhos, localizacdo geografica e

tempo de permanéncia na area serdo registrados a intervalos de cinco minutos.

As andlises das emissfes sonoras serdo feitas utilizando o programa Raven Pro 1.3, 0
qual fornece o oscilograma e o sonograma, e do software Adobe Premier 7, que mostrara a
gravacdo da imagem em tempo sincronizado com o oscilograma da trilha sonora gravada,

procurando relacionar a vocalizagdo emitida com o comportamento. As emissdes sonoras serao
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classificadas inicialmente em cliques, sons pulsantes ou assovios. Os assovios Serdo

classificados em tipos, conforme a similaridade de seus contornos.

e Objetivo 2 - Determinar e monitorar por um periodo de cinco anos, associacdo de
tartarugas, aves e mamiferos marinhos com micro-habitats costeiros, bem como
tendéncias de agregacéao e deslocamento em areas potencialmente impactadas ao redor
da foz do Rio Doce, incluindo a plataforma continental adjacente, o Parque Nacional
Marinho dos Abrolhos, REBIO Comboios, APA Costa das Algas e REVIS de Santa

Cruz
Pontos fixos

Para as observacfes em pontos fixos, serdo realizadas saidas prévias a campo para se
determinar pelo menos dois pontos fixos de observacao nos estuarios do rio Doce, em Linhares.
Como comparativo sera realizado um monitoramento também no rio Piraqué-acu em Aracruz

ou em outras areas que os drones identifiguem como areas principais de uso.

Com o auxilio de bin6culos serdo realizadas quatro observagdes mensais, sendo uma
por semana, onde o0 tempo de observacao diaria sera de seis horas por ponto. O periodo do dia

de observacao entre 0s pontos sera alternado para evitar repeticdes de marés.

Quando forem avistados, os individuos serdo registrados quanto a espécie, nimero de
individuos por grupo, tipo de comportamento no momento, localizagdo exata (GPS) e outras

informacg0es pertinentes. Estes dados serdo inseridos em uma planilha padronizada.

Durante este periodo serdo realizadas observacfes naturalisticas dos comportamentos
utilizando o método de amostragem Ad Libitum (LEHNER, 1997). Para as observacdes,
deverao ser realizados os métodos “animal focal”, quando o individuo ¢ o foco das observagdes
durante um determinado periodo, mas ndo necessariamente o unico a ser focalizado pelo
periodo de amostragem, e o de “amostragem sequencial”, quando o foco corresponde a uma

sequéncia de comportamentos de um ou mais individuos (LEHNER, 1997).
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Os dados serdo agrupados em uma planilha Excel. Para os pontos de coleta serdo
testadas relacdes entre a presenca e tamanho dos grupos e as variaveis nivel de maré (alta, média
e baixa), tipo de maré (enchente e vazante), variacdo de maré, més, estacdo do ano, status
comportamental e tempo maximo. Além disso, as relagdes serdo avaliadas para as diferentes

areas.

Para se avaliar o grau de significancia dos resultados, serdo empregados testes néo
paramétricos (Kruskal-Wallis e Mann-Whitney) ao nivel de 0,05 de significancia (ZAR, 1984)
do pacote STATISTICA Verséao 5®.

Veiculos aéreos nao-tripulados (VANT ou drones)

Com o objetivo de se coletar registros (imagens e filmes) em diversos pontos do litoral
do Espirito Santo utilizando os padrdes metodoldgicos conhecidos de busca e varredura
(BEVAN et al., 2016) de organismos foco deste estudo, serdo utilizados veiculos aéreos ndo
tripulados (VANT ou drones). Segundo o Anexo 6, esta técnica trard informacfes sobre
diversidade e abundéancia de individuos, tamanho, direcdo e velocidade de deslocamento, ritmo
de mergulho, tamanho do grupo, nimero de juvenis e adultos, comportamentos de alimentacéo,

deslocamento, interacdes intra e inter-especificas, dentre outros.

Devem ser feitas aferigdes de equivaléncia entre o tamanho dos pixels registrados nas
filmagens e fotos e distancia real em diversas altitudes, o que ira permitir a medicéo e
identificacdo de organismos e de suas estruturas (escudos pré-frontais de tartarugas, por
exemplo). Com isso, acredita-se ser possivel realizar foto-identificacdo de tartarugas marinhas
a partir da distincdo dos escudos cefalicos, como realizado para nadadeiras de mamiferos
marinhos (Dunbar et al., 2014).

Serdo realizadas campanhas mensais de dois dias de duracdo ao redor da foz do rio Doce.
Outras seis campanhas séo propostas ao longo de toda a costa do Espirito Santo quando forem

detectadas agregacdes nos censos aéreos tripulados.
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Se forem identificadas agregacGes ou a relacdo de determinada espécie com uma area,

i

devem ser conduzidos o mapeamento e identificacdo dos microhabitats com o auxilio de um
ROV (SMOLOWITZ et al., 2015).

As informacgdes georreferenciadas sobre registros de espécies e de micro-habitats,
direcdes e velocidade de deslocamento dos organismos detectados devem ser compiladas em
plataforma SIG (Sistema de Informacgdes Geograficas) e submetidas a diversos tipos de
algoritmos ecoldgicos de andlise de distribuicdo espacial, bem como anélises visuais e de
interpolacdo e analises estatisticas tradicionais, de forma a definir niveis de abundancia das
espécies observadas, padrbes de associacdo com habitats e tendéncias de deslocamento e as

variagOes temporais destes parametros.

Aves

A associacdo das aves marinhas com determinados habitats deve ser determinada pela
analise de Kernel, onde areas com agregacdo significativa de individuos ou grupos sao
determinadas a partir da interpolacdo de pontos proximos. Os dados que irdo alimentar estas

analises serdo gerados pelos métodos de censo embarcado e rastreamento remoto.

A anélise de correlacdo com caracteristicas fisiograficas e oceanograficas (batimetria,
temperatura superficial do mar, distancia da costa, distancia de Abrolhos - no caso de aves que
se reproduzem nesta ilha, distancia da foz do rio Doce e produtividade primaria - inferida a

partir de clorofila-a), deve ser feita entre estes parametros e os dados de abundancia.

Os parametros podem ser coletados a bordo e em cartas nauticas ou bancos de dados
digitais, como o General Bathymetric Chart of the Ocean - GEBCO
(http://www.bodc.ac.uk/data/online_delivery/gebco/) e o site sobre temperatura superficial do

mar e produtividade primaria (http://oceancolor.gsfc.nasa.gov/).

A correlacéo entre a distribuicdo e abundancia dos cetaceos e aves e 0s parametros
mencionados podera ser testada por meio de métodos estatisticos tradicionais (e.g. analises de

variancia, co-variancia e canonica), modelos lineares generalizados (GLM) ou modelos aditivos
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generalizados (GAM). A variacdo na composicdo e abundancia (ou taxas de encontro) dos

\y

1N

cetaceos e aves por regido (perto vs. longe de costa/ilhas) e por estacdes do ano deve ser testada

por meio de analises de variancia (ANOVA).

e Objetivos 3 e 4 (considerados em conjunto):

v Objetivo 3 - Monitorar, por um periodo de cinco anos, os encalhes de todos os cetaceos,
tartarugas e aves marinhas nas praias do litoral do ES e realizar necropsias, quando for
possivel recolher os animais, para determinar uma possivel causa mortis.

v Obijetivo 4 - Descrever, por um periodo de cinco anos, a partir de analises moleculares
a prevaléncia de patdgenos das aves Sula leucogaster, Pterodroma arminjoniana,
Thalassarche chlororhynchos e Phaethon aethereus na area de estudo para determinar
se as alteracdes ambientais estdo afetando o estado de salde destas populacdes

ameacadas ou biomonitoras.

Programa de Monitoramento de Praias

O Projeto de Monitoramento de Praias (PMP) atualmente executado pela PETROBRAS,
tem como objetivo geral monitorar diariamente a ocorréncia de encalhes de aves, quel6nios e
mamiferos marinhos, identificando, quando possivel, a causa do encalhe. O trabalho é feito nas
praias localizadas entre os municipios de Conceigéo da Barra (ES) e o limite sul do municipio
de Saquarema (RJ), a fim de que possa ser avaliada se ha relacdo entre tais ocorréncias e as

atividades de exploracao e producédo de petréleo e gas nas Bacias de Campos e Espirito Santo.

Este objetivo se sobrepbe em parte as exigéncias do Anexo 6, uma vez que ja efetua o
registro diario de encalhes de aves, queldnios e mamiferos marinhos vivos ou mortos em toda
a linha de praia citada acima, além de registrar as ocorréncias reprodutivas de quel6nios neste

trecho.

Dessa forma, como as equipes da PETROBRAS estardo diariamente no campo
registrando tais ocorréncias, esta sendo firmada parceria para que os registros sejam partilhados,
assim como o atendimento e recolhimento de amostras, possibilitando que ambos 0s projetos
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possam executar suas atividades de forma satisfatoria. A Fundacdo Renova ja contratou a
Fundacao Pro-Tamar para realizar o monitoramento de queldnios descrito no Objetivo 10 deste
Anexo 6, o que ira auxiliar na notificag&o e recolhimento de animais encalhados nos 156 km de
praias no entorno da foz do rio Doce.

Assim, todas as aves, queldnios e mamiferos encontrados mortos e que estiverem em
condicBes de serem analisadas, serdo encaminhados as equipes do PMP para exames
necroscopicos na tentativa de se identificar a causa mortis e coleta das amostras descritas no
Anexo 1. J& os animais encontrados vivos devem receber atendimento médico visando alta
veterinaria e, quando possivel, a reintroducao no ambiente natural. No entanto, caso venham a
Obito apds o atendimento, devem ser submetidos a necropsia investigativa da causa mortis e

coleta de amostras, conforme metodologia descrita no Anexo 1.

Os procedimentos para recolhimento de amostras de analises das amostras coletadas

nose animais encalhados também sdo estdo descritos no Anexo 1 deste Plano de Trabalho.
Aves

Todas as aves que forem manipuladas, tanto nas capturas a bordo quanto no
monitoramento de encalhes nas praias, servirdo para obtencdo de amostras biolégicas (sangue
e suabes cloacais e de orofaringe) deste estudo em parceria com o0 PMP - PETROBRAS. A
Fundagdo Renova esclarece que a concretizacdo desta parceria estd em negociacdo com a

PETROBRAS, sendo seus termos apresentados posteriormente em documento especifico.

A analise das amostras de aves arribadas na regido serdo subsidio para elaboracdo de
base de dados de avalia¢do sanitaria, parametros hematologicos, bioquimicos e microbioldgicos
das espécies de aves marinhas biomonitoras da condicdo ambiental e sua evolugdo. Esta
avaliacdo epidemioldgica sera essencial para determinar o status de saude das populagdes e
servir como referéncia para 0 monitoramento e avaliacdes futuras dessas aves, além de
potencialmente embasar decisbes de manejo, contribuindo nas iniciativas de conservagdo dos
tdxons ameagados (KOLENISKOVAS et al., 2012).



M., FUNDACAO 120

oS FENOVA

Serdo realizados exames hematoldgicos (pesquisa de hemoparasitas, relacdo H:L),

i

exames bioquimicos e pesquisa molecular de agentes infecciosos, como Chlamydophila
psittaci, Paramyxovirus-1 e Paramyxovirus-2, Adenovirus, Avipoxvirus e Flavivirus,

Mycoplasma spp., Salmonella spp., Pasteurella sp. e Borrelia sp., entre os principais.

As coletas de sangue serdo realizadas por venopuncao da veia ulnar ou da jugular. No
maximo 1% do peso corporal de sangue de cada ave podera ser coletado, utilizando agulhas
descartaveis acopladas em seringas heparinizadas. Imediatamente apds a coleta do sangue, sera
realizada uma extensdo sanguinea e em seguida o sangue sera transferido para microtubos (tipo
Eppendorf), previamente identificados. Apds a coleta, os microtubos serdo mantidos em caixas
refrigeradas e encaminhados ao laboratério para realizacdo das analises. As amostras de sangue
total serdo processadas para realizacdo dos parametros hematoldgicos e extracdo de DNA. As
amostras de DNA extraidos por kits comerciais, tanto das amostras de sangue quanto das
amostras de suabes cloacais e de orofaringe, serdo mantidas congeladas a -80°C para posterior
utilizacdo nos exames de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e sequenciamento genético

para a identificacdo do patégeno.

As amostras de cloaca e orofaringe para analise microbiologica e PCR serdo coletadas
das aves utilizando-se suabes estéreis especificos e mantidas refrigeradas em meio de transporte
Stuart por até 48 horas até processamento no laboratério (cultura e isolamento das bactérias).
Um segundo suabe de cloaca e orofaringe serd processado diretamente para detec¢do molecular
de patdgenos, sendo mantidos congelados em tubos tipo Eppendorf contendo meio PBS,
antibiotico e antifungico, desde imediatamente apés a colheita até anélise laboratorial. Estas
amostras também serdo utilizadas no sequenciamento em massa (metagendmica) para
identificacdo da presenca dos patdgenos de escolha. A correlagéo entre a presenca e prevaléncia
dos patdgenos em aves e variaveis ambientais podera ser investigada através de métodos
estatisticos tradicionais (p.ex., analises de variancia, co-variancia e canfnica) ou
alternativamente, utilizando modelos lineares generalizados (GLM) ou modelos aditivos
generalizados (GAM). A variacdo na composicdo da microbiota e na prevaléncia de
doencas/patdgenos de aves por regido (perto vs. longe de costa/ilhas), por estacdes do ano,
devera ser verificada através de analises de variancia (ANOVA).
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Para as andlises bacterioldgicas, os materiais serdo remetidos refrigerados em caixa
isotérmica ao laboratorio, com meio de transporte adequado para cada anélise (PAIVA et al.,
2006), imediatamente apds o término das colheitas para facilitar o isolamento do agente
infeccioso. Para a deteccdo de virus as amostras deverdo ser mantidas em microtubos de
polipropileno e congelados a -20°C até o envio para o laboratdrio. Em caso de observacédo de
lesdo caracteristica de papilomavirus, a verruga devera ser devidamente retirada e congelada

até a chegada ao laboratério.

Os exames soroldgicos de bactéria e viral serdo centrifugados ap6s a colheita e mantidos
congelados até 0 momento da analise. Para 0 exame soroldgico de toxoplasmose, devera ser
utilizado o Teste de Aglutinacdo Modificado (MAT) utilizando taquizoitas inativados pela
formalina e 2-mercaptoetanol, conforme descrito por Dubey & Desmonts (1987). Os exames
fangicos para deteccdo de micoses superficiais, subcutaneas ou oportunistas deverdo ser
realizados utilizando fragmentos da borda da lesdo de pele, e 0 suabe nasal devera ser enviado

em meio de cultivo para a analise no laboratério.

Os virus coronavirus e rotavirus deverdo ser pesquisados. A detec¢do do coronavirus
devera ser realizada mediante amostras fecais colhidas com suabe estéril e processadas
utilizando uma reacdo de transcri¢do reversa, utilizando duas etapas de amplificacdo. Para a
deteccdo de rotavirus, devera ser utilizada a técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida
(PAGE) descrita por Herring et al. (1982).

As amostras de sangue e suabes deverdo ser testadas quanto a presenca de agentes
infecciosos e parasitarios. Para a deteccdo de anticorpos anti-Toxoplasma gondii, devera ser
realizado o Teste de Aglutinagdo Modificado (MAT) (DUBEY & DESMONTS, 1987)
utilizando amostras de soro. A deteccdo de anticorpos anti-T. gondii devera ser feita com o
Teste de Aglutinacdo Modificada (MAT) devido ao fato deste exame ndo necessitar de
conjugado especifico para a espécie animal. O titulo de 1:20 devera ser considerado indicativo
para uma prévia infec¢do por T. gondii (DUBEY et al., 2003).
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A extracdo de DNA e caracterizacdo molecular para Cryptosporidium spp., Giardia
spp., hemoparasitos (Rickettsia, Ehrlichia spp., Anaplasma spp., Hepatozoon spp. e dos géneros
Babesia, Theileria e Cythauxzoon), do Complexo Mycobacterium tuberculosis (CMT),
morbilivirus (Familia Paramyxoviridae), herpesvirus, poxvirus, leveduras e Candida spp.
devem seguir as metodologias descritas no Anexo 6. Raspados de pele e suabes de lesdes

suspeitas de infeccdo fungica deverdo ser também coletados.

e Objetivo 5 - Monitorar a diversidade genética, estrutura populacional e historia
demografica das populagdes de cetaceos e tartarugas marinhas em areas de desova e
encalhes na regido de estudo num periodo de 10 anos (sugerida reducgdo para cinco anos

em atendimento ao item 11 da Clausula 165).

Para identificacdo da estrutura genética das populagdes, amostras de musculo dos
cetaceos, tartarugas marinhas (encontradas em areas de desova) e aves de interesse, encontrados
durante o periodo do estudo, deverdo ser avaliados e utilizados como biomonitores. Os
resultados levantados deverdo ser comparados com os encontrados nas populacdes em periodos
anteriores (REIS et al., 2010; VARGAS et al., 2008; VARGAS et al., 2013; SHAMBLIN et
al., 2014). Outras espécies poderdo ser incluidas nas analises dependendo do numero de

amostras encalhadas no periodo de estudo.

Durante os procedimentos de monitoramento embarcado, aves marinhas poderéo ser
amostradas através de captura com tarrafas utilizando iscas de atracdo com peixes e visceras.
Amostragens também poderdo ser realizadas em Abrolhos, para coleta de sangue da veia tarsal
ou ulnar e comparadas com as amostras de Abrolhos e de Trindade que ja foram coletadas em

periodo anterior ao rompimento da barragem.

O armazenamento dos tecidos e posteriores analises genéticas devem seguir as
especificacOes apresentadas no Anexo 6. Este Anexo define a realizacdo de analise das
sequéncias mitocondriais, o calculo dos componentes de variancia, incluindo as diversidades
haplotipica (H) e nucleotidica (m), além da Analise de Variancia Molecular (AMOVA) entre
diferentes localidades, baseada no FST com 1000 permutagfes. Serdo construidas as redes de
haplo6tipos com célculos de Median Joining no programa Network e feita também a sexagem
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molecular dos individuos ndo necropsiados. Para as analises dos microssatélites, os loci deverao

ser identificados com o software GeneMapper v.5.0 (Applied Biosystems).

A probabilidade de ndo-exclusdo para identidade dos individuos serd estimada
utilizando o software Cervus v.3.0.3 (KALINOWSKI et al., 2007). Os gen6tipos dos individuos
avaliados deverdo ser comparados para os loci de microssatélites com o programa Mstools v.

3.1 (PARK, 2001) para se verificar a presenca de gendtipos idénticos.

O desequilibrio de ligacao entre os loci sera verificado com o programa GENEPOP on
the Web (http://wbiomed.curtin.edu.au/genepop) e os desvios do Equilibrio de Hardy-
Weinberg deveréo ser testados por meio do software Arlequin v.3.11 (EXCOFFIER et al.,
2010). Os loci também serdo testados quanto a presenca de alelos nulos, abandono de alelos e
erros devido a presenca de picos stutter utilizando o programa Microchecker v.2.2.0.3 (VAN
OOSTERHOUT et al., 2004), com correcdo de Bonferroni.

Para as analises intrapopulacionais serdo calculados os indices de diversidade genética
com os programas Fstat v.2.9.3.2 (GOUDET, 2001) e Arlequin v.3.11 (EXCOFFIER et al.,
2010).

Para verificar eventos de gargalo populacional passado ou recente, um teste de
ocorréncia de Bottleneck (efeito gargalo) sera realizado utilizando o software Bottleneck v.
1.2.02 (CORNUET & LUIKART, 1996).

Para determinar a provavel estrutura populacional devera ser realizada uma anélise de
cluster bayesiana para se estimar o nimero de populac6es mais provaveis (K) a partir dos dados
dos gendtipos dos microssatélites e dos locais de coleta, utilizando o software Structure v.2.3.2
(PRITCHARD et al., 2000).

Apbs a alocacao dos individuos em cada cluster, sera realizada a analise de variancia
molecular (AMOVA) utilizando-se o programa Arlequin v.3.11. Também serdo calculados 0s
indices de diferenciagdo genética global entre as unidades de populacdo (FST) e indices de RST

(estruturacdo da populacdo), por meio dos programas Genepop on the Web
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(http://wbiomed.curtin.edu.au/genepop) e Fstat v.2.9.3.2 (GOUDET, 2001). Valores de P

deverdo ser considerados significativos no nivel de 0,01 (P<0,01) ¢ 0,05 (P<0,05).

Os animais que ndo forem recolhidos, mas tiverem uma amostra de tecido recolhida na
praia, terdo o sexo definido via PCR. Os primers a serem utilizados deverdo ser ZFX0582,
ZFX0923 (BERUBE & PALSBOLL 1996), PMSRYF (RICHARD et al., 1994) e TtSRYR
(ROSEL, 2003). Para a sexagem molecular das espécies de ave que nao possuem dimorfismo
sexual externo devera ser usado o gene CHD (FRIDOLFSSON & ELLEGREN, 1999). As
reacOes de PCR deverdo ser confeccionadas com Tampéo 10x, 150 uM de ANTP, 1,5 u de Taq
DNA polimerase (INVITROGEN), 1,5 mM de MgCI2 e 0,3 uM de cada primer, com exce¢ao
do reverse para o SRY, que devera ser aplicado 0,06 uM. O volume final devera ser de 25 uL.
A amplificacdo devera ser realizada nas seguintes condic¢Bes: 92°C por 30 s, seguido de 35
ciclos de 94°C por 30 s, 51°C por 45 s e 72°C por 45 s. Os fragmentos deverdo ser separados
em gel de agarose 2,5%, corado com gel red. A corrida eletroforética devera ser realizada a 120
V por 2 horas. A visualizacdo das bandas deveré ser realizada com o auxilio de luz UV e estas

dever&o ser fotografadas.

e Objetivo 6 - Monitorar a evolucdo das dosagens de contaminantes e histopatologias em
tecidos de cetaceos e aves marinhas em encalhes e de aves marinhas vivas na area de

estudo num periodo de cinco anos.

Apobs recolhidas as amostras de tecidos, o material de cetaceos, quel6nios e aves sera
enviado para um laboratoério especializado em andlises de contaminantes. As metodologias para

analise deste material ja foram descritas no Anexo 1 deste documento.

Além das metodologias descritas no Anexo 6 para as analises de mercurio total (HgT),
elementos traco, organoclorados, organobromados e HPAs, serdo realizadas coletas sanguineas
de cetaceos que encalharem vivos para a analise de contaminantes. As coletas deverdo ser
realizadas em tubos contendo heparina e EDTA, sendo posteriormente encaminhados para o
laboratdrio. As amostras de soro sanguineo deverdo ser estudadas. A quantificacdo de Mercurio
(Hg) e Selénio (Se) devera ser obtida através do Método Calorimétrico - Espectrometria de
Absorcdo Atdmica. Para obtengdo da concentracéo sérica de Cobre (Cu), Zinco (Zn), Ferro
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(Fe), Cobalto (Co), Molibdénio (Mo) e Chumbo (Pb) a técnica adotada devera ser a

Espectrometria de Emissdo Atémica (ICP OES). Quanto a determinacdo de Calcio (Ca),

nw

Fosforo (P), Magnésio (Mg), Potassio (K) e Cloro (CI) devera ser feita pelo analisador
automatizado para testes bioquimicos e imunoquimicos (Labmax® 240) seguindo as

recomendacdes sugerida pelo fabricante.

Para deteccdo de metais pesados, amostras de 1 mL de sangue deveréo ser coletadas em
tubos contendo &cido nitrico ultrapuro em "36-well hotblock a aproximadamente 95°C.
Peroxido de nitrogénio ultrapuro 30% devera ser acrescentado em cada amostra de sangue para
oxidacdo da matéria organica. A amostra de sangue devera ser evaporada, secada e dissolvida
com &gua deionizada até um volume de 15 mL de solugdo. A anélise devera ser realizada atraves
da técnica de espectofotometria de emissdo atdmica por ICP-MS. Deveré ser coletado 5 mL de
sangue total colhido em frasco contendo EDTA. O exame devera ser realizado no mesmo dia
da coleta através de um contador automatico de células sanguineas. Devera ser também

realizada analise manual através de esfregago e contagem por Camara de Neubauer.

A medicdo da atividade da acetilcolinesterase devera ser avaliado em amostras de
sangue de animais segundo o protocolo proposto por Wilson & Henderson (2007). As amostras
deverdo ser imediatamente congeladas em &cido nitrico e encaminhadas ao laboratério. O
material devera ser pesado e homogeneizado com quatro vezes o volume de tampdo de
homogeneizacdo (Tris HCI 50 mM, KCI 0,15M, pH 7,4), utilizando homogeneizador Tissue-
tearor (Biospec Prod. INC.). O homogeneizado sera centrifugado a 9.000xg por 30 minutos a
4°C. No sobrenadante devera ser analisada a atividade da enzima acetilcolinesterase. Esta
atividade devera ser determinada pelo método colorimetrico de Ellman et al. (1961) modificado

para um leitor de microplacas.

Nas aves marinhas deverdo ser analisados os metais/elementos-traco Hg, Fe, Cu, Zn,
Mn, Cd e As, de amostras de sangue e penas das aves vivas (debilitadas encontradas nas praias,
capturadas a bordo das embarcagdes ou nas ilhas onde se reproduzem). Das aves mortas nas
praias da regido deverdo ser realizadas as mesmas analises de duas espécies costeiras, uma
residente, o atoba-marrom (S. leucogaster) e o migratério T. chlororhynchos. Destas amostras

deverdo ser realizadas analises de penas, figado, musculo, rim e 0ssos. Este material devera ser
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congelado para posterior analise. As andlises das concentracfes destes elementos deverdo ser
realizadas no mesmo laboratério onde serdo realizadas as andlises de metais em &gua,
zooplancton, invertebrados e peixes na regido. Estes Gltimos grupos da fauna incluem potenciais
presas das aves e, desta forma, ao usar-se 0 mesmo procedimento serdo possiveis comparagdes
entre os grupos, para um melhor entendimento da dindmica dos elementos contaminantes na

regido.

As amostras de material bioldgico das aves deverao ser preparadas e analisadas segundo
as metodologias descritas no Anexo 6. Para verificar a acuracia e exatidao das analises, deverdo
ser realizados controles de qualidade analiticos. Para tal, deverdo ser analisados "brancos", onde
todos os procedimentos para a preparacao e analise das amostras deverao ser realizados, porém
na auséncia da amostra. Além disso, deverdo ser utilizadas solucdes padrdes dos metais
analisados (SpecSol®, QuimLab Quimica & Metrologia, Jacarei, SP), rastreadas ao National
Institute of Standards and Technology (NIST, Gaithersburg, MD, EUA), para verificar a
acurdcia das medidas. Por sua vez, a exatiddo dos resultados obtidos deverd ser avaliada
utilizando-se os seguintes materiais de referéncia certificados para analise de metais tracos:
proteina de peixe DORM-4 (NRCC) e tecido de mexilhdo ERM-CE278 (European Reference
Material). Amostras destes materiais de referéncia certificados deverdo ser tratadas e analisadas

da mesma forma que as amostras do material bioldgico coletado.

e Objetivo 7 - Descrever, por um periodo de cinco anos, a ecologia trofica a partir da
analise de isotopos estaveis de S. guianensis e P. blainvillei, e das aves Sula leucogaster,

Pterodroma arminjoniana, Thalassarche chlororhynchos e Phaethon aethereus.

Para a analise dos isotopos estaveis 613C e 615N, deverdo ser retiradas aliquotas de
musculo dos cetaceos e das suas presas preferenciais na costa do Espirito Santo. Em aves seréo

coletados musculos das aves mortas nas praias e sangue das aves vivas.

As amostras coletadas serdo congeladas, enviadas para analise em laboratério e
analisadas segundo as metodologias descritas no Anexo 6. Deverdo ser usados materiais

certificados de referéncia em todas as analises.
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As analises estatisticas terdo enfoque bayesiano (ELLISON, 2004), utilizando o pacote
SIAR (Stable Isotope Analysis in R) (PARNELL et al., 2010), no qual os modelos de mistura
permitem inferir a composi¢do de dieta a partir de varias fontes potenciais de alimento.

i

e Objetivo 8 - Estimar a idade dos cetaceos e quel6nios, de sua primeira maturacéo e
analisar a taxa de fecundidade dos cetaceos encontrados mortos nas praias ao longo de

cinco anos.

A determinacdo da idade dos odontocetos serd realizada de acordo com o protocolo
estabelecido por Pinedo & Hohn (2000). Para isso, dois dentes de cada individuo serdo
colocados em cassetes histologicos, previamente identificados, e em seguida imersos em um
agente descalcificante comercial (RDO®) até a completa descalcificacdo. Apos essa etapa,
deverdo ser realizados cortes longitudinais, seguindo o plano antero-posterior, de cerca de 25
micrdmetros em um micrétomo de deslizamento acoplado a um sistema de congelamento. Em
seguida, os cortes provenientes da porc¢do central do dente serdo colocados novamente em um
cassete histologico para a coloragdo com hematoxilina de Mayer por 15 minutos. Finalmente,
0s cortes corados deverdo ser colocados em uma lamina contendo glicerina 100%, cobertos com
uma laminula e selados com Entellan. As leituras serdo realizadas em microscépio éptico por

dois leitores independentes sem acesso aos dados bioldgicos dos animais.

Para as analises reprodutivas, as gbnadas serdo coletadas, pesadas e medidas.
Posteriormente, deverdo ser fixadas e mantidas em formalina 10% até o momento das analises.
Um fragmento da regido central do testiculo contendo entre 1 e 3 cm devera ser emblocado em
parafina de acordo com o protocolo definido por Becak & Paulete (1976). Em seguida, os
blocos deverdo ser seccionados em fatias de 6 micrémetros em um micrétomo rotativo. Por fim,
as seccOes deverdo ser coradas com hematoxilina-eosina para a confeccdo das laminas
permanentes. As leituras deverdo ser realizadas em microscépio Optico com aumento de 100x.
A maturidade serdq avaliada com base na presenca de espermatogonias, espermatdcitos,
espermatides e espermatozoides nos tabulos seminiferos. Além disso, o diametro do tubulo
seminifero e do tecido intersticial também serdo avaliados para a determinacdo da maturidade
sexual (Hohn et al.,1985). Os ovarios serdo inspecionados externamente a fim de averiguar a

presenca de corpus luteo e/ou corpus albicans, estruturas essas que indicam a maturidade
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sexual. Apds inspecdo, serdo realizadas seccdes de 3 mm para visualizar o interior do ovario e
certificar de que todos os corpora e foliculos resultantes da ovulacdo foram registrados. A
determinacdo da maturidade sexual serd baseada em Perrin & Donovan (1984), segundo o qual
as fémeas que ndo apresentarem corpus luteo ou albicans serdo consideradas imaturas enquanto
as fémeas com um ou mais corpora luteo ou albicans em um ovario serdo consideradas

maduras.

e Objetivo 9 - Avaliar a interacdo dos pequenos cetaceos com a pesca no litoral do ES:

identificar possiveis mudancas durante cinco anos.

Durante os quatro primeiros anos do projeto, os pesquisadores trabalhardo diretamente
com as comunidades pesqueiras. Entrevistas e saidas com pescadores serdo realizadas e

avaliados vestigios de aparato de pesca nos animais encontrados mortos.

Serdo escolhidos seis pontos de desembarque em comunidades pesqueiras. Em um
primeiro momento, a equipe ira percorrer toda a area de estudo para reconhecimento e contatos
com as associagdes e colonias de pesca, apresentando-se e fazendo um levantamento preliminar,
com base nas informacdes das colbnias e associagdes, do numero atual de pescadores e

embarcacdes existentes em cada comunidade.

Apés a fase de levantamento preliminar sera aplicado um questionario pre-formulado
por Félix (2011) para os mestres das embarcacdes, onde serdo coletadas informacdes acerca do
perfil dos pescadores e locais em que atuam, caracteristicas da embarcacdo (dimensdes,
tripulacdo e autonomia), artefatos e técnicas utilizadas, etc. Embora o questionario seja
elaborado de forma a permitir a tabulacao e analise dos dados, as entrevistas serdo conduzidas
de forma informal, através de um dialogo entre os agentes de campo e o0s mestres das
embarcagdes, podendo este dialogo ser interrompido e retomado em outro momento até que
toda a informacgdo necesséria seja coletada. Estes didlogos poderdo ser gravados ou néo,
dependendo da anuéncia do entrevistado e as informagdes so deverdo ser incluidas no estudo

com sua autorizagao.
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Nesta etapa, quando autorizado, serdo fotografados os tipos de embarcacgéo e petrechos

i

de pesca utilizados.

Nesta primeira fase, as entrevistas terdo como foco as atividades de pesca em si, ndo
sendo trabalhada diretamente a questdo das capturas, embora este assunto possa surgir de forma

espontanea durante a entrevista. As comunidades deverao ser visitadas regularmente.

Ao final, pretende-se ter informacdes a respeito de avistamentos, ocorréncia de capturas

acidentais de cetaceos e das caracteristicas dos artefatos pesqueiros (tipo de rede, malha, etc.).

Os questionarios aplicados deverao ser agrupados, de acordo com as respostas obtidas,

evidenciando as convergéncias de informagdes sobre os diversos temas abordados.

Apds os quatro primeiros anos de projeto deverdo ser realizados acompanhamentos para

se identificar possiveis mudancas a medio e longo prazos.

e Objetivo 10 - Monitorar as areas de desova de Caretta caretta e Dermochelys coriacea
ao redor da foz do rio Doce, incluindo o comportamento reprodutivo, distribuicdo
espacial e temporal de ninhos, para avaliar o efeito da presenca de contaminantes

provenientes dos rejeitos na salde das tartarugas marinhas e no sucesso reprodutivo.

A execucdo das atividades previstas neste item do Anexo 6, a partir dos objetivos
estabelecidos, é baseada na metodologia padrdo do Centro Tamar, que possibilita os estudos de
avaliacdo de localizagcdo dos ninhos, identificagdo das espéecies e avaliagdo do sucesso
reprodutivo, entre outros, como meios para avaliar o impacto deste evento, incluindo estudos
que avaliem a contaminagdo dos animais e alteragdes do habitat que limitem ou impecam a

reproducdo destas espécies.

A area de estudo da biologia reprodutiva de quelénios marinhos (monitoramento dos
ninhos e das fémeas) inclui as praias do entorno da foz do rio Doce, 37 km ao sul e 119 km a
norte, em um total de 156 km de praias. Esta € a area de reproducdo com maior ocorréncia de

ninhos, por onde se movimentam as fémeas, e por isso sua relevancia para monitoramento.
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No trecho sul esta localizada a praia de Comboios, incluindo a REBIO de Comboios e
a Terra Indigena (T1) de Comboios. Ao norte, situam-se as praias de Povoacdo, Monsarés,
Cacimbas, Ipiranga, Ipiranguinha, Pontal do Ipiranga, Barra Seca/Urussuquara, Campo Grande,

Barra Nova e Guriri (Figura 1).

Figura 1 - Area de estudo de biologia reprodutiva de queldnios marinhos (monitoramento dos ninhos e das
fémeas). Fonte: Plano de Trabalho da Fundacéo Pro-Tamar.
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As equipes serdo alocadas nas bases do Tamar ao longo da area a ser estudada e serdo
geridas pelos técnicos do Centro Tamar/ICMBIo, conforme metodologia aprovada no SISBIO
n® 14122-8.

A execucdo das atividades previstas nesta proposta ira mobilizar méo-de-obra local, de

pescadores e moradores tradicionais da costa, para deteccdo e monitoramento das fémeas,
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ninhos e filhotes, levando em conta o conhecimento tradicional. Serd supervisionado por
técnicos e estagiarios, de forma que possibilite os estudos de distribuicdo espacial e temporal
dos ninhos, sua protecdo, identificacdo das espécies e avaliacdo do sucesso reprodutivo, entre

outros.
Distribuicéo dos ninhos e sucesso reprodutivo dos quel6nios

Todas as manhés e ao longo de toda a extensdo de praia deverdo ser monitorados 0s
ninhos depositados na noite anterior. Os ninhos serdo identificados por estacas numeradas € 0s
dados coletados planilha padronizada (localizacdo geogréafica por GPS, data, numeracéo, praia,

base, etc, conforme protocolo do Centro Tamar-ICMBIo0).

Quando necesséario, 0 ninho sera protegido contra predadores por telas ou transferido
para local mais seguro (por exemplo, quando houver risco de erosao pela maré, desorientacdo

dos filhotes por fotopoluicdo, predacdo por animais domésticos ou outras ameacas).

Todos os ninhos serdo monitorados até sua eclosdo, que varia entre 50 e 70 dias, a fim
de garantir os dados reprodutivos. Apés eclosao, o ninho sera aberto e outros dados coletados,

como espécie, numero de filhotes nascidos, natimortos, ovos invidveis e data de eclos&o.

Além do monitoramento dos ninhos, acdes de protecdo dos ovos e filhotes contra
predadores e outras a¢fes antropicas sdo necessarias para obtengdo dos dados reprodutivos e,
assim, garantirem o nascimento dos filhotes e a continuidade do ciclo de vida das tartarugas

marinhas.

A variacdo temporal e espacial dos ninhos, taxa de eclosdo, tempo de incubacéo, entre
outros, sdo informac0es relevantes para a analise de alteracfes comportamentais e fisioldgicas.
Estes dados serdo comparados com a série historica de 35 anos de dados do Tamar e com a
alteracdo das caracteristicas fisicas locais, em uma analise integrada com outros estudos de

sedimentologia e qualidade da 4gua, entre outros.
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Avaliacdo do comportamento reprodutivo dos quelonios

Este estudo requer o monitoramento noturno das praias para flagrar as fémeas em
processo de desova. Quando encontradas, as fémeas serdo marcadas com anilhas metélicas, ou,
se ja existentes, sera registrado o numero da marca. Outros dados também serdo coletados,

conforme ficha padréo do Centro Tamar, com as informacdes adicionais necessarias.

Como as fémeas possuem fidelidade ao sitio de desovas, mas podem variar até 50 km
de um ninho a outro, a area de abrangéncia do monitoramento noturno seréo as praias ao sul

(37 km) e ao norte (119 km) da foz do rio Doce, totalizando 156 km de praia.

As informacOes buscadas deverdo estabelecer o periodo e deslocamento internidal,
retornos interanuais e locais de preferéncia para desovas, com acompanhamento de longo prazo
das fémeas. O flagrante da fémea devera permitir a coleta de tecido e/ou de sangue para 0S

estudos genéticos e analise de contaminantes.

e Objetivo 11 - Avaliar o efeito da presenca de contaminantes provenientes dos rejeitos
de mineracdo ou que foram mobilizados pelo fluxo de rejeitos sobre a salde das

tartarugas marinhas e sua eficiéncia reprodutiva

Conforme o0 Anexo 6, este estudo devera abranger juvenis de Chelonia mydas, ovos,
filhotes neonatos e fémeas adultas de Caretta caretta e ovos e filhotes neonatos de Dermochelys
coriacea. Estas espécies, nos respectivos estagios e idades mencionados, utilizam a area de

estudo para reproducdo ou alimentacao.

O estudo deve ser realizado na area de reproducéo de C. caretta e D. coriacea no limite
sul da REBIO de Comboios, em Regéncia, até o limite norte da lagoa Monsarés, em Povoacao
(ambas localidades de Linhares - ES). Como base para comparagdo, 0 monitoramento deve

incluir dados coletados em area de reproducéo controle da Praia do Forte, BA.

A érea de alimentacdo a ser considerada deve incluir, no minimo, a zona de

amortecimento da APA Costa das Algas a partir da foz do Rio Piraqué-acu. Para fins de
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comparacdo, 0 monitoramento deve contemplar a regido do banco dos Abrolhos no entorno da

ilha de Coroa Vermelha, em Nova Vicgosa - BA.

O monitoramento da fase reprodutiva deve ser diério ao longo de toda a temporada
reprodutiva para amostragem de ovos, filhotes e fémeas adultas, durando pelo menos cinco
temporadas reprodutivas completas ou até quando persistir o efeito dos rejeitos sobre o
ambiente marinho. O monitoramento de juvenis de C. mydas deve ter periodicidade trimestral
e duracdo minima de cinco anos ou até quando persistir o efeito dos rejeitos sobre o ambiente

marinho.
O estudo deverd avaliar as seguintes questdes:

v Se a presenca de contaminantes provenientes dos rejeitos no ambiente ou mobilizados
pelo fluxo de rejeitos no organismo das tartarugas juvenis (C. mydas) e adultas (C.
caretta) podem afetar os parametros clinico-laboratoriais de satde da populagéo a curto,
médio e longo prazo.

v" Se ha transmissdo vertical de contaminantes (da fémea para ovos e filhotes) em C.
caretta e observar o efeito dos niveis de contaminantes sobre o sucesso de eclosdo dos
ninhos durante as temporadas reprodutivas enquanto houver influéncia dos rejeitos
sobre 0 meio marinho. Em razdo da dificuldade de obtencdo de amostras sanguineas de
D. coriacea, estimar o grau de contaminacgdo das fémeas a partir dos niveis encontrados
nos ovos e filhotes, bem como a influéncia dos niveis detectados sobe o sucesso de
eclosdo.

v Avaliar se 0 impacto sobre 0 meio afetou ou afetard a abundancia das populagdes
estudadas, a disponibilidade de alimento e o status nutricional de juvenis de C. mydas

através de parametros clinico-laboratoriais na area afetada a curto, médio e longo prazo.

A avaliacdo deve ser conduzida por meio de métodos minimamente invasivos,
utilizando amostras sanguineas, ovos e filhotes neonatos vivos ou natimortos. Para a obtencao
dos parametros clinicos, bioguimicos, hematoldgicos e toxicolégicos de juvenis e adultos
devem ser examinadas ao menos 60 amostras sanguineas de individuos diferentes por

temporada reprodutiva, distribuidas ao longo da temporada. Animais recapturados também
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devem ter amostras coletadas e analisadas, sem prejuizo para 0 n minimo de 60 individuos

diferentes. Para juvenis, devem ser analisados pelo menos 15 individuos por trimestre,

totalizando 60 por ano. Juvenis recapturados também devem ter amostras coletadas e

analisadas, sem prejuizo para 0 n minimo de 15 individuos diferentes.

Para ovos e filhotes devera ser obtido um minimo de trés ovos e filhotes por ninho, que

podem ser avaliados individualmente ou em pool, totalizando 60 ninhos por temporada para

Caretta caretta e 45 para Dermochelys coriacea.

Em adultos e juvenis os seguintes parametros devem ser analisados:

<\

Exame clinico realizado por médico veterinario;

Hemograma realizado “in loco”;

Perfil bioquimico plasmatico: glicose, colesterol, triglicerideos, proteinas totais,
albumina, globulinas, relacdo albumina-globulina, uréia, &cido urico, calcio, fésforo,
relacdo calcio-fosforo, ferro, magnésio, sddio, potassio, aspartato amino-transferase,
alanina aminotransferase, fosfatase alcalina, creatinofosfoquinase;

Elementos traco ao nivel de partes por bilhdo: As, Ni, Cd, Mn, Fe, Cu, Al, Se, Hg, Pb,
Zi, Cr, V, Es, Ti;

Poluentes organicos persistentes ao nivel de partes por bilhdo: Bifenilas policloradas
(PCBs) totais e especificos, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPS) totais e

especificos, pesticidas organoclorados (OCs) totais e especificos.

Em ovos e natimortos:

v

v

Elementos traco ao nivel de partes por bilhdo: As, Ni, Cd, Mn, Fe, Cu, Al, Se, Hg, Pb,
Zi, Cr, V, Es, Ti;

Poluentes organicos persistentes ao nivel de partes por bilhdo: Bifenilas policloradas
(PCBs) totais e especificos, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPS) totais e

especificos, pesticidas organoclorados (OCs) totais e especificos.
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e Periodicidade/intervalos amostrais, produtos gerais e avaliagdes desejadas

i

Ao término do Anexo 6 sdo sumarizadas as periodicidades e intervalos amostrais dos
estudos propostos em quadro informativo. As periodicidades/intervalos devem ser seguidas a
risca para ndo prejudicar o planejamento de campanhas e o delineamento amostral previsto. Os
quatro produtos gerais previstos serdo transformados em capitulos do relatério semestral de
atividades previsto no TR4. Estes produtos gerais devem conter as informacdes solicitadas na
secdo “Avaliagdes Desejadas/Produtos” do Anexo 6. Caso estas informagdes ndo possam ser
fornecidas, devem ser apresentadas as razdes para tal e propostas as devidas modificacGes nas
metodologias, periodicidades ou premissas para atendimento adequado ao problema em

questdo. Estas sugestdes podem ser discutidas nos workshops semestrais previstos no TR4.

4.8 Anexo 7 - Estudo e monitoramento da ictiofauna marinha e

estuarina

O Anexo 7 tem como premissa a necessidade de monitoramento dos efeitos do rejeito
sobre a ictiofauna e carcinofauna das regides dulcicola, estuarina e costeira adjacente a foz
(incluindo éreas recifais). Esta proposta de monitoramento decorre da observacdo da
mortandade causada diretamente pelo impacto, indicando, ainda, outros potenciais impactos
sobre esta biota. Entre eles, sdo destacados a diminui¢do da abundancia e biomassa das espécies,
dominancia de espécies resilientes, inanicdo, alteracdes nos ciclos reprodutivos (época/local de
desova), alteracbes no crescimento e recrutamento, substituicdo de espécies, mudancas de
habitos alimentares (aparecimento/desparecimento de itens, diminuigdo de nimero de itens

ingeridos, quantidade de alimento ingerida) e alteracfes na salde.

4.8.1 Objetivos

Considerando que os potenciais efeitos do rejeito descritos acima diminuem ao longo
do tempo e do espaco, o objetivo geral deste anexo é monitorar a ictiofauna e carcinofauna,
com abordagem espacial e temporal, em relacdo a trés aspectos principais: populacdes,

comunidades, e relagdo das espécies com o habitat.



\\| ,

S %FUNDACAO 136
anes FENOvVa

As populacBes serdo monitoradas quanto a composicdo de espécies (ocorréncia),
abundancia, biomassa, tamanho dos individuos, alimentacdo e ecologia tréfica (origem do
alimento, fontes de carbono, posicdo no nivel trofico), reproducdo e recrutamento. As
comunidades serdo monitoradas quanto a riqueza, dominancia e diversidade. Deverdo ser
monitoradas a utilizacdo dos habitats avaliados pelas espécies selecionadas, por meio de
telemetria e microquimica de otdlitos, o fluxo de larvas/recrutas e adultos/juvenis de peixes

entre o estuério e ambientes recifais adjacentes e os indices de integridade.

4.8.2 Area de Estudo

Séo propostos 91 pontos de amostragem contemplando as regides dulcicola, marinha e
estuarina, conforme Quadro 13. Segundo 0 Anexo 7, esta area abrange mais de 130 km, sendo
oito pontos no rio Doce e os demais distribuidos ao norte do rio Doce (foz do rio Ipiranga em
Urussuquara - ES, rio Sdo Mateus - ES e rio Caravelas - BA, este Gltimo na Reserva Extrativista

de Cassuruba).

Para os estudos de ecologia trofica, sdo propostos seis pontos equidistantes 2 km entre
si, sendo dois na regido interna a foz do rio Doce, um na regido adjacente a foz e trés pontos na
regido externa a foz. Para permitir a comparagdo entre os ambientes, 0 mesmo desenho amostral

é proposto para o estudrio do rio Piraqué-Acu.

Quadro 13 - Pontos de amostragem do Anexo 7 - TR4 para monitoramento da ictiofauna e carcinofauna.

Coordenadas UTM (datum SIRGAS2000)

Ponto de Amostragem Area/Tipo de Estudo y y
Ponto 1 305077,58 7841603,14
Ponto 2 350963,58 7839489,41
Ponto 3 377966,41 7848097,06
Ponto 4 . 402950,58 7848549,33
Rio Doce
Ponto 5 355728,46 7837501,13
Ponto 6 348718,03 7839780,93
Ponto 7 376785,70 7850610,93
Ponto 8 320335,78 7838805,01

11 407337,87 7772381,14
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Ponto de Amostragem

SM1
SM2
SM3
SM4
SM5
SM6
C1-R1
C1-R2
C1-R3
R4
C1-R5
C1-R6
C1-R7
LTC1-1
LTC1-2

UNDACAO

Oova

Area/Tipo de Estudo

Recifais

Recrutamento

Dieta e rede tréfica estuarina

Estuarino-costeiro

Dieta e rede tréfica estuarina

Estuarino-costeiro

Recifais

Recrutamento

X

411663,74
391744,43
411675,47
400469,81
407337,87
411663,74
391744,43
411675,47
400469,81
407337,87
411663,74
391744,43
411675,47
415006,43
414329,06
416400,12
418254,77
419688,59
416306,07
423673,44
427261,81
415382,72
423673,36
427261,88
415382,84
419729,59
421462,99
425157,36
427286,31
427434,80
426991,40
447820,21
455177,06
441812,80
441749,71
442097,40
453782,16
445680,83
423650,67
424377,99

y
7782961,89
7787277,00
7795169,07
7781684,29
7824607,90
7827116,61
7831277,23
7821212,55
7824770,89
7830006,85
7817995,46
7820781,19
7827306,88
7830273,22
7828656,64
7825016,13
7823487,01
7825088,34
7822093,09
7818070,29
7827151,81
7812452,33
7818070,29
7827151,70
7812452,22
7942784,41
7943423,34
7942551,23
7941979,87
7943853,90
7939871,21
7939121,35
7937015,80
7910334,76
7910301,37
7910258,19
7912448,51
7923856,85
7940046,14
7942826,43
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LTC1-3
LTC1-4
LTC1-5
LTC1-6
LTC1-7
LTC1-8
LTC1-9
LTC2-1
LTC2-2
LTC2-3
LTC2-4
LTC2-5
LTC2-6
LTC2-7
LTC2-8
LTC2-9
C2-1
C2-2
C2-3
C2-4
C2-5
C2-6
C3-1
C3-2
C3-3
C3-4
C3-5
C3-6
C4-1
C4-2
C4-3
C4-4
C4-5
C4-6
PAO,U
PA1,U
PA2,U
PA3,U
PA4,U
PA5,U

UNDACAO

Oova

Area/Tipo de Estudo

Recifais

Dieta e rede tréfica estuarina

X

424184,08
425518,27
426013,41
426177,86
427575,17
427838,60
427824,24
423650,67
424377,99
424184,08
425518,27
426013,41
426177,86
427575,17
427838,60
42782424
474116,82
471433,92
479415,88
477337,41
485373,35
485329,49
494710,00
498674,36
499766,17
500720,19
500349,25
500285,67
531838,62
531754,70
530725,98
537834,50
537594,21
537651,54
375820,22
376858,51
378437,41
382853,89
384973,95
386548,77

y
7946466,09
7939931,87
7942799,69
7946628,86
7939961,98
7942806,73
7946579,87
7940046,14
7942826,43
7946466,09
7939931,87
7942799,69
7946628,86
7939961,98
7942806,73
7946579,87
8009056,39
8012250,08
8013344,30
8016107,92
801832824
8020341,78
8035127,26
8034873,47
8031288,98
8037550,83
8042761,65
8045759,79
8013672,27
8014159,21
8013131,92
8015111,01
8011283,40
8013573,49
7793544,25
7794813,34
7793066,02
7793805,00
7793562,60
7794865,64
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Ponto de Amostragem Area/Tipo de Estudo Coordenidas UTM (datum SIR;SASZOOO)
PAG,U 384597,91 7791417,55

Fonte: Anexo 7, TRA4.

4.8.3 Metodologias e Periodicidade

e |ctiofauna

O Anexo 7 propde cinco anos de duracdo para o monitoramento inicial. O primeiro ano
sera reservado a uma andlise diagndstica de curto prazo com coletas mensais, quando apenas
0s parametros ecoldgicos (comunidades, populacdes e relacbes com habitat) serdo analisados.
Conforme os resultados obtidos, serdo selecionadas as espécies a serem monitoradas quanto aos
parametros populacionais (dieta/ecologia trofica, reproducéo, recrutamento, bioacumulagdo e

utilizacdo de habitats), a partir do segundo ano de monitoramento.

No segundo ano, as amostragens terdo periodicidade trimestral. No terceiro e quarto
anos serao semestrais e no quinto ano voltara a ser mensal. O retorno a periodicidade mensal é

justificado no Anexo 7 pela necessidade de avaliar a recuperacdo da ictiofauna e carcinofauna.

Nas areas recifais, as amostragens serdo feitas por censo visual, com periodicidade

anual.

Todos os locais de coleta devem ser georreferenciados e todas as espécies registradas
devem ser fotografadas, resultando em banco de dados e de imagens fotograficas digitais. O
registro fotogréfico deve ser feito antes da fixacdo em formalina para garantir a observagédo de
caracteristicas tipicas de coloragdo para cada espécie, utilizando-se camera digital, escala

métrica e fundo padronizado.

O Anexo 7 define que as coletas no rio Doce deverdo utilizar diferentes artes e petrechos
de pesca, como redes de espera, tarrafas, pesca elétrica, redes de arrasto, pucas, peneira ou

outros julgados necessarios, considerando as caracteristicas fisiograficas do corpo d’agua e as
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caracteristicas bioldgicas e ecologicas das espécies. O esforco deve ser padronizado para cada

nw

petrecho.

Nas &reas estuarinas/costeiras, as coletas devem utilizar redes de arrasto de porta
operadas por embarcacdo camaroeira, visando obter exemplares de espécies de importancia

comercial.

Todos os individuos devem ser identificados ao nivel de espécie; eventuais espécies de
dificil identificacdo devem ser encaminhadas a especialistas. Os espécimes serdo eutanasiados
segundo diretrizes da Pratica da Eutandsia do Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA). Todos os espécimes capturados deverdo ter medidos 0s
comprimentos total e padréo (CT e CP, em mm) e 0 peso (g).

O Anexo 7 define que sejam retiradas amostras de tecidos de todos os espécimes
coletados para analises genéticas, mas a Nota Técnica n® 3/2017/CTBio/DIBIO/ICMBIio
esclarece que uma amostra de 30 individuos de cada populacdo sera utilizada nas analises. As

amostras excedentes serdo armazenadas para estudos futuros e contraprovas.

Apos a coleta, os animais deverdo ser fixados em formalina a 10% e etiquetados com
informacdes sobre coordenadas do local de coleta (em UTM, datum SIRGAS 2000) e data de
captura. Entre 24 e 48 horas depois, os individuos serdo transferidos para solugéo de etanol a
70%. As espécies de peixe selecionadas para estudos de alimentacdo e reproducdo, a serem
conduzidos a partir do segundo ano de monitoramento, terdo removidos os estbmagos e
gbnadas. As espécies selecionadas para os estudos de conectividade, utilizando ferramentas
como microgquimica de otdlitos e isotopos estaveis, e estudos de genética (caso mantidos no

escopo), seguirdo procedimentos especificos.

Composicéao e estrutura de comunidades

A composicao da ictiofauna serd apresentada em tabelas (lista de espécies total e por

ponto de amostragem), indicando nome cientifico, nome popular, nUmero de coleta e pontos de
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amostragem onde foram registradas. As espécies serdo ainda ser classificadas como raras,
endémicas, ameacadas de extin¢do, migradoras e comerciais segundo legislacdo vigente e
bibliografia especializada. A Fundacdo Renova sugere, ainda, que também sejam indicadas as
espécies ameacadas por sobreexplotacao.

A curva de rarefacdo de espécies (curva do coletor) sera elaborada por petrecho de
coleta, uma vez que € premissa deste teste que os dados utilizados tenham sido coletados da
mesma maneira. Os algoritmos de estimativa de riqueza total Jackknife 1 e 2, Chao 1 e 2, ACE,
ICE e Bootstrap (COLWELL & CODDINGTON, 1994) deverdo ser utilizados para afericao

da eficiéncia de coleta e comparacdo com a riqueza observada a cada campanha.
Como descritores da comunidade, serdo usados os seguintes indices:

v Abundancia relativa das espécies, em nimero e peso (MAGURRAN, 1988)

v Indice de Diversidade de Shannon-Wiener, com intervalos de confianca obtidos por
meio do estimador Bootstrap (MANLY, 1997);

v Equitabilidade (SMITH & WILSON, 1996);

v Constancia de ocorréncia (C) das espécies, determinada com base no percentual e
periodos em que cada espécie ocorre;

v' Coeficientes de similaridade/dissimilaridade, como os de Bray-Curtis, Sorensen,
Morisita-Horn e Jaccard, para comparacao entre localidades e ciclos de monitoramento
(MAGURRAN, 1988);

v Indice de Dominancia (McNAUGHTON, 1968).

Analises multivariadas sdo propostas para verificar o ordenamento dos pontos quanto a
distribuicdo das espécies (GAUCH JR., 1982; MANLY, 1997) e influéncia das caracteristicas
ambientais/fisiograficas/geograficas dos pontos de amostragem sobre a distribuicdo das
espécies (MANLY, 1997; TER BRAAK & SMILAUER, 2002).

Serdo selecionadas espécies de peixes, de preferéncia de grande porte e de interesse
comercial, para monitoramento por telemetria quanto a utilizacdo do hébitat. Estacdes acusticas

serdo utilizadas para detectar transmissores implantados cirurgicamente em exemplares destas
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especies. Espera-se que a telemetria produza dados sobre o processo de recolonizacdo e
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movimentacdo das espécies monitoradas na regido do rio Doce. O emprego da analise da
microquimica de otolitos (razdes Ca:Sr) tem como objetivo descrever a utilizacdo de estuérios
e areas costeiras adjacentes por individuos adultos e juvenis, uma vez que alteragbes de
salinidade causam mudancas nas razdes Ca:Sr. Este monitoramento por telemetria e otolitos

devera ocorrer nos dois primeiros anos e no quinto ano.

O comportamento dos ambientes dulcicolas frente ao rompimento da barragem seré
monitorado por meio de protocolos de Integridade do Habitat (I11H; Nessimian et al., 2008) e
de Avaliacdo Ambiental (PAA; Callisto et al., 2002). Estes protocolos refletem o nivel de
preservacdo ecoldgica dos ambientes. Nos ambientes estuarinos/marinhos serdo descritos
indices de integridade bidtica utilizando-se populagdes e comunidades de peixes como
indicadores. Segundo Deegan (1997), isso é feito por meio da classificacdo das espécies de
peixes quanto a guildas ecoldgicas de permanéncia e uso do estuario (visitantes/residentes; se
usam o estuario como bercario; demersais/pelagicas), nivel trofico e presenca/auséncia de
anormalidades/doencgas. Também serd empregada a metodologia adaptada de Sheaves et al.
(2012), que utiliza a Probabilidade de Encontro (PoE). Esta é a probabilidade de se encontrar
determinada espécie em 40 unidades amostrais. Estas metodologias tém como objetivo o
acompanhamento de curto e longo prazo na satde das comunidades de peixes que, por sua vez,
refletem as condi¢Ges ambientais.

Estrutura e dindmica de populacGes

Devem ser apresentadas informacdes prévias ao rompimento disponiveis na literatura
cientifica para espécies de peixes (diagndstico prévio), contendo, sempre que possivel, a
estrutura das populacdes das espécies mais abundantes e das espécies importantes para a pesca.
Para as espécies ameacadas de extingdo com ocorréncia na Area Ambiental 1 para as quais nio
for possivel a coleta de dados sobre dindmica da populagéo, devera ser realizado levantamento

bibliografico detalhando sua biologia.

Deverdo ser apresentadas informacdes sobre relacdo peso/comprimento, incluindo teste

de adequacdo a hipdtese de crescimento isométrico ou alométrico (quando possivel analisar
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para sexos separados) e de fator de condicédo relativo e alométrico (quando possivel analisar

para sexos separados).
Ecologia Trofica

Os estudos de dieta e ecologia trofica, a serem conduzidos com individuos das espécies
selecionadas apo6s o periodo de diagnoéstico, deverdo contar com amostras de musculo para
andlise da razdo dos is6topos estaveis de carbono e nitrogénio. Os valores destes is6topos
representam a origem do alimento e o nivel trofico ocupado pelo individuo, respectivamente
(POST, 2002). As amostras, depois de lavadas com agua destilada para remocéao de detritos,
sdo acondicionadas em sacos plasticos etiquetados e estes colocados em caixas térmicas com
gelo para transporte ao laboratorio. As amostras sdo entdo conservadas a -20°C e, depois de

secas, maceradas manualmente em morteiro de ceramica.

Para cada amostra € retirada uma aliquota de aproximadamente 0,8 mg, depositada em
capsula de estanho de 5x9 mm. As aliquotas encapsuladas sdo armazenadas em caixas com
nomenclatura alfanumeérica e enviadas para analises elementares e de is6topos estaveis (carbono
e nitrogénio). As aliquotas sdo entdo incineradas em um analisador elementar e 0s gases
resultantes (CO. e N») transferidos para um espectrémetro de massa de razdo isotdpica. Os
resultados serdo apresentados em notagdo delta (6) com base em materiais padrao [partes por
mil do desvio do material padrao (%o) de nitrogénio atmosférico para nitrogénio e Pee Dee

Belemnite carbonato calcério, para carbono] de acordo com a formula:
& X (%o0)= [(RAmostra/R Padrao)-1] x 1000

Onde:
X é 13C ou 15N e R=13C/12C ou 15N/14N

Além dos musculos de peixes, seus potenciais itens alimentares (moluscos, crustaceos,
poliquetas, etc.) e produtores primarios da area de estudo também serdo coletados para
descrever se houve mudancas na estrutura trofica da area estudada logo ap6s o impacto

(primeiros 12 meses) e no periodo subsequente (monitoramento, 24 meses seguintes). As
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alteracBes nas estruturas tréficas (mudanca de nivel trofico, por exemplo) podem indicar
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também a remocdo ou acréscimo de algum componente na rede trofica, que, segundo 0 Anexo

7, foram causadas pelo impacto.

Deverdo ser analisados os contetdos estomacais das espécies mais abundantes e de
importancia para a pesca, por meio de métodos de ocorréncia e volumétrico (HYNES, 1950;
HYSLOP, 1980). Os percentuais obtidos com esses métodos serdo combinados no Indice
Alimentar (1Al) de Kawakami & Vazzoler (1980). Conforme o Anexo 7, estas anélises também
devem ser feitas para exemplares de espécies ameacadas de extincdo que ndo puderem ser

devolvidos ao ambiente.

Biologia Reprodutiva

As espécies mais abundantes e as de importdncia para a pesca também terdo
determinados os estadios de desenvolvimento gonadal segundo Vazzoler (1996) e Brito &
Bazzoli (2003). A classificacdo macroscopica de cada estadio das gbnadas deve ser
complementada por avaliacdo microscopica de alguns exemplares para validacdo estatistica da

primeira.

O tamanho médio em que metade da populacdo apresenta gdnadas desenvolvidas,
estando apta a reproducdo (L50), e o comprimento com o qual todos os individuos estdo aptos
a se reproduzir (L100), por sexos separados, sera determinada por meio da analise gonadal
descrita acima. Também sera determinada a variacdo temporal da frequéncia de estadios de

maturagdo gonadal, considerando o ciclo hidrologico completo.

Serdo ainda determinados a relagdo gonadossomatica (RGS) de cada individuo
analisado, o Indice Gonadal (IG) e a variacio temporal da RGS, de acordo com a metodologia

proposta por Vazzoler (1996). Estes resultados serdo apresentados em graficos.

A semelhanga das analises de contetido estomacal, 0 Anexo 7 define que as analises de
biologia reprodutiva também devem ser feitas para exemplares de espécies ameagadas de

extin¢do que ndo puderem ser devolvidos ao ambiente.
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Analise de peixes recifais

As areas recifais a serem amostradas incluem a Reserva Extrativista (RESEX) de
Cassuruba, o Parque Nacional Marinho (PARNAM) dos Abrolhos (estas duas no sul da Bahia)
e a Area de Protecdo Ambiental (APA) Costa das Algas (ao sul da foz do rio Doce, no Espirito
Santo), conforme pode ser visto no Quadro 10. O Anexo 7 define que os pontos de amostragem
para 0 monitoramento de peixes recifais seréo classificados segundo sua distancia da foz do rio
Doce usando-se desenho de impacto Beyond-BACI. Neste desenho, a avaliacdo € feita
semestralmente pela selecdo de maultiplas areas-controle e areas consideradas impactadas, cuja
distancia da foz do rio Doce é a menor. Em cada area, seis setores aleatorios sdo selecionados

e Seis censos visuais sdo realizados em cada setor, tendo transectos como unidades amostrais.

Nestas areas, o recrutamento de peixes é monitorado por censos especificos para juvenis,
enquanto o aporte larval na zona recifal é determinado pelo emprego de armadilhas de luz, para
estimar a chegada de pds-larvas aos ambientes recifais adjacentes as desembocaduras dos rios.

A abundancia e estrutura de tamanho dos peixes serdo estimadas e as espécies
identificadas por mergulhadores treinados e calibrados para as estimativas de tamanho. A
abundancia sera registrada em classes de abundancia na escala logaritmica (base 2) e a
estimativa de tamanho de 2 em 2cm. Sugere-se que ao invés de estimativas de tamanho sejam
utilizadas classes de tamanho ou classifica¢fes etarias, de forma a reduzir discrepancias
relacionadas a experiéncia dos mergulhadores. Adicionalmente, 0 Anexo 7 determina a
realizacdo de analises genéticas para espécies selecionadas com o intuito de complementar as
estimativas de conectividade de habitat (por meio da microquimica de otolito e telemetria),
identificar os estoques populacionais existentes para cada espécie e as relacdes de parentesco
entre individuos adultos e juvenis, o que permitiria determinar a distancia de dispersdo larval e
a importancia das localidades amostradas para a manutencdo das populacbes de peixes,

principalmente as ameacadas.
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Genética de populagdes

O Anexo 7 define que devem ser feitos estudos genéticos com base em marcadores de
microssatélites e marcadores populacionais em, no minimo, 15 espécies mais abundantes de
diferentes Familias, incluindo formas migradoras e ndo-migradoras, por meio do
sequenciamento de DNA mitocondrial e nuclear. Define-se a amostragem de pelo menos 10
loci de microssatélites, duas sequéncias mitocondriais e duas sequéncias nucleares de 30

individuos de cada populacgdo, incluindo as seguintes anélises:

v’ Estimativa da diversidade genética de espécies do rio Doce depositadas em colecdes ou
bancos genéticos antes da mortandade causada pelo rompimento da barragem;

v/ Estimava anual da diversidade genética das espécies coletadas na Area Ambiental 1 ao
longo dos cinco anos do programa de monitoramento;

v Obter nimeros de frequéncias alélicas e numero de alelos efetivos e privados, o que
segundo 0 Anexo 7 deve ser feito por meio do software PopGene v3.3 (RAYMOND &
ROUSSET, 1995), e utiliza-los para o célculo de outras estimativas de variabilidade
genética. O mesmo software deveria ser utilizado também para os célculos de eventuais
desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg (p<0,05), heterozigosidade observada (Ho) e
heterozigosidade esperada (He);

v" Obter estatisticas de composicdo de nucleotideos e padrdes de substitui¢des inferidos, o
gue segundo o Anexo 7 deve ser feito por meio do software MEGA 6 (TAMURA et al.,
2013).

A analise de divergéncia de sequéncia sera inferida pela aplicagédo do algoritmo Kimura-
2-parametros (K2P; KIMURA, 1980). Estatisticas de diversidade e polimorfismo de DNA
deverdo ser aplicadas sobre as sequéncias dos marcadores para inferéncia das taxas de
diversidade haplotipica - h (NEI, 1987), diversidade nucleotidica - = (NEI, 1987), AMOVA
(EXCOFFIER et al., 1992), endogamia e estruturacdo populacional - ST (EXCOFFIER et al.,
1992) e ocorréncia de eventos de gargalo populacional, entre outros, sendo definido para tal os
softwares ARLEQUIN (EXCOFFIER et al., 2010), DNASP 5 4 (ROZAS et al., 2003) e
BOTTLENECK (CORNUET & LUIKART, 1996).
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DNA Mitocondrial barcoding
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O Anexo 7 determina o sequenciamento de segmentos parciais do gene mitocondrial
COl para pelo menos cinco individuos de todas as espécies coletadas em cada um dos pontos
de coleta ao longo do periodo do monitoramento. Para a amplificacdo e sequenciamento dos
segmentos deverao ser utilizados os primers descritos por Ward et al. (2005). As sequéncias
obtidas seriam submetidas ao banco de dados BOLD (http://www.boldsystems.org/)
(RATNASINGHAM & HEBER, 2013) para verificar a correspondéncia e similaridade com as

sequéncias la armazenadas.

A identificacdo de Barcode gap e o Barcode Index Number (RATNASINGHAM &
HEBERT, 2013) deverdo ser conduzidas por meio do site Barcoding of Life
(http://www.barcodeoflife.org/).

Adicionalmente seria desenvolvida uma biblioteca de DNA barcodes para as espécies
nativas da regido sem sequéncia registrada. As sequéncias obtidas devem ser depositadas no
banco de dados para reconhecimento formal das sequéncias barcode das espécies em estudo,

devendo conter todas as informacGes descritas no Anexo 7.

Integridade ambiental

A integridade ambiental dos pontos de amostragem deve ser avaliada visualmente,
baseando-se em atributos fisiondmicos. Serdo elaboradas e preenchidas fichas de campo
padronizadas para avaliagdo do status dos habitats analisados. Uma dessas fichas sera a do
indice de Integridade do Habitat (11H), conforme Nessimian et al. (2008). A ficha para a
obtencdo desse indice & composta por 12 itens com quatro a seis alternativas para marcacéo,
com pontuagdo méxima de 1 (mais integro) e minima de 0. Outra ficha baseia-se no Protocolo
de Avaliacdo Ambiental (PAA), conforme Callisto et al. (2002). Esta ficha € composta por 22

itens com trés a quatro alternativas, sendo a pontuacdo méaxima de 100 e a minima de 0.

Nos dois indices, as pontuacBes correspondem ao nivel de preservacdo ecoldgica.

Porém, o PAA atribui conceitos aos ambientes de acordo com suas pontuages, sendo:
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v impactado = 0 a 40 pontos;
v' alterado = 41 a 60 pontos;
v" natural = 61 a 100 pontos.

As avaliacbes de integridade ambiental devem ser adicionadas medidas de fatores
abidticos, tomadas por medidores digitais de campo (sondas multipardmetro, por exemplo),
como temperatura (°C), pH, total de solutos dissolvidos (TDS), salinidade, condutividade e
fluxo. Estas sdo medidas consideradas importantes para conhecimento e descricdo do ambiente
aquatico e eventuais perturbacdes que afetam a biota, sejam elas naturais ou antropicas (BUSS
et al., 2003).

4.8.4 Produtos

O Anexo 7 define a entrega dos seguintes produtos:

e Cronograma e planejamento logistico de execuc¢do dos estudos, que devem ser enviados
ao ICMBiIo até 15 dias antes da primeira coleta;

e Relatorios semestrais descrevendo a metodologia empregada, resultados, discussoes,
analise integrada de todos 0s componentes monitorados, proposicdo de acdes e medidas
de recuperacéo, avaliacdo da necessidade de ajustes metodologicos e sugestoes;

e Base de dados do monitoramento em planilhas eletrénicas, com os dados de campo e
imagens em formato digital, a ser entregue semestralmente juntamente com o0s

relatorios.

4.9 Anexo 8 - Monitoramento da sedimentacdo no Parque Nacional

Marinho dos Abrolhos e regides relacionadas

O Anexo 8 trata de um monitoramento oceénico para a regido do Parque Nacional
Marinho (PARNAM) dos Abrolhos em vista de sua importancia ecoldgica e do risco potencial
de os rejeitos provenientes do rompimento da Barragem de Funddo cheguem ao arquipélago
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dos Abrolhos. Segundo o Anexo 8, 0s sobrevoos ja realizados evidenciam o deslocamento da
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pluma de rejeitos para norte, proximo a linha de costa, entre a foz do rio Doce e o sul da Bahia.

Este monitoramento é proposto para acontecer em duas partes: (1) monitorar, em tempo
real, a variacdo da turbidez da agua do mar no arquipélago de Abrolhos para permitir
comparag6es com imagens de satélite e tomadas de deciséo de curto prazo; (2) monitorar, em
carater sazonal, o material particulado em suspensdo no mar e a sedimentacdo na regido,
visando determinar a assinatura geoquimica do material aportado ou ressuspendido. No que
tange a esse material, o objetivo é determinar se os principais contribuintes do material
sedimentar encontrado na regido provém da foz do rio Doce, do rejeito proveniente da barragem

de Fund&o e/ou do estuario de Caravelas (BA).

Para identificacdo das fontes geologicas/sedimentares que aportam no PARNAM é
necessaria comparacao direta, em nivel isotpico e multi-elementar, dos sedimentos amostrados

na area recifal do Parque com os apontados pela literatura como potencias termos-fonte.

O Anexo 8 menciona que o ICMBIio mantém programa de monitoramento para
avaliacdo da saude dos recifes de coral em algumas Unidades de Conservacdo marinhas,
incluindo o PARNAM dos Abrolhos, seguindo o protocolo Reef Check. Por isso, 0 Anexo
define que este monitoramento deve ser executado nos mesmos pontos de amostragem ja

utilizados por aquele monitoramento para permitir a compatibilizacdo de resultados e analises.

4.9.1 Area de Estudo

Conforme mencionado, os pontos de amostragem no PARNAM dos Abrolhos serdo os
mesmos ja monitorados pelo Programa Reef Check, conduzido pelo ICMBIo, no Arquipélago
e Parcel dos Abrolhos. Como os sobrevoos evidenciaram o deslocamento da pluma ao norte,
sdo adicionados dois pontos de amostragem no Parcel Coroa Vermelha, que recebe maior
influéncia da area continental ao sul do estuério do Rio Caravelas.

O Anexo 8 define a utilizacdo de um segundo conjunto com seis pontos de amostragem

localizados no arco interno dos recifes de Abrolhos (Recifes de Vicosa e de Coroa Vermelha),
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nos recifes ao sul do arquipélago (dois pontos) e em recifes-controle (Recifes de Fora e de
Coroa Alta), estes localizados em Porto Seguro - BA (Quadro 14). No caso dos recifes de
Vicosa e Coroa Vermelha, o Anexo menciona que ja estdo disponiveis dados pretéritos sobre a
deposicédo de sedimentos e da comunidade recifal (CASTRO et al., 2012).

Quadro 14 - Pontos de amostragem do Anexo 8 - TR4 para monitoramento da sedimentacdo no PARNAM de

Abrolhos e regido.

Coordenadas UTM (datum SIRGAS2000)
Pontos de Amostragem

X y
Arquipélago dos Abrolhos
Portinho Sul 531801,78 8013808,42
Lingua da Siriba Il 530156,14 8013005,57
Parcel dos Abrolhos
Chapeirdo do Pierre 534920,20 8013852,91
Chapeiréo da Berna 534785,02 8012257,76
Parcel Coroa Vermelha
1 - Sul Coroa Vermelha 470464,90 8010444,49
2 - Norte Coroa Vermelha 484376,35 8019762,64
Sul do Arquipélago
Abrolhos 1 532581,37 8009234,23
Abrolhos 2 533965,89 8010645,59
Arco Interno de Abrolhos
Vigosa 472709,66 8010686,73
Coroa Vermelha 478706,48 8012876,15
Pontos-controle
Recife de Fora 501511,00 8187064,06
Coroa Alta 508907,42 8211551,77

Fonte: Anexo 8, TRA4.

4.9.2 Metodologias

e Acompanhamento em tempo real da turbidez na regido do arquipélago dos Abrolhos

(BA) e comparacdo com imagens de satélite
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O Anexo 8 define como fundamental o monitoramento em tempo real das condi¢bes

i

oceanicas para a tomada de decisdes quanto a eventual ocorréncia de tracos da pluma de
sedimentos na regido dos Abrolhos. Por isso, propde a implantacdo de um sistema formado por
boia oceénica equipada com turbidimetro e transmissor para envio de dados via satélite, a ser
instalado na face sul do Parcel dos Abrolhos por ser esta a face potencialmente impactada pela
pluma. Os dados de turbidez devem ser enviados para laboratorio apto para sua avaliacao, sendo
diariamente processado e comparado com imagens da regido na banda do visivel e com as
condigdes dos campos de vento na base de tempo, ambas fornecidas pelo Earthview/NASA. A
Figura 1 apresenta diagrama esquematico do sistema proposto e a Figura 2 descreve a boia

oceanica.

Figura 1 - Diagrama esquemaético do sistema proposto. Fonte: Anexo 8, TR4.
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Figura 2 - Modelo de boia oceanica para monitoramento. Fonte: Anexo 8, TR4.

e Material particulado em suspensao na d&gua do mar

O Anexo 8 informa que os estudos ja conduzidos pelo ICMBIio em parceriacom a UERJ,
FURG e Projeto Coral Vivo obtiveram diversas amostras do Arquipélago dos Abrolhos para as
razGes Fe:Mn na fracdo dissolvida da dgua do mar. Esta razdo foi escolhida por se tratar dos
elementos majoritarios presentes na pluma de rejeitos (com excecdo do Si) e por terem padrbes
de solubilidade diferenciados. Segundo o Anexo, estes dados permitem comparacdo com as
medidas deste mesmo parédmetro realizadas pela CPRM no rio Doce antes e ap0s o0 rompimento
da barragem. Desta comparacdo resultou a evidéncia de que as razGes Fe:Mn para o rejeito é
significativamente menor (pico em torno de 0,5) que as razdes dos sedimentos em Abrolhos
(valores entre 50 e 100). Assim, 0 uso desta razdo mostra-se potencialmente adequado para dar

continuidade ao monitoramento em Abrolhos.
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E proposto um volume de amostra de 20L de 4agua do mar para assegurar a
detectabilidade prépria da técnica de composicdo elementar e dos isétopos radiogénicos
(principalmente os isotopos de Nd). As amostras devem ser coletadas, tratadas e analisadas
conforme descrito no Anexo 8 do TRA4.

e Caracterizacdo da Sedimentacdo em Abrolhos por Is6topos Radiogénicos

O Anexo 8 propde a instalacdo de armadilhas de sedimento nos seis pontos do primeiro
conjunto de amostragem do arquipélago dos Abrolhos (Quadro 14) para as analises de is6topos
radiogénicos. As armadilhas seréo trocadas a cada estagéo do ano e, adicionalmente, deve-se
instalar uma roseta de garrafas de coleta para amostragem mensal, as quais deverao ser trocadas
anualmente. Para a identificacdo da origem continental dos sedimentos, a combinacdo das
assinaturas dos isétopos radiogénicos 87Sr/86Sr e 143Nd/144Nd é descrita pelo Anexo 8 como
uma das mais qualificadas, devido, entre outros fatores, as suas razdes tipicas em determinados
dominios geoldgicos (LEE et al., 2010). Cita-se, ainda, que essas razdes nao estdo sujeitas ao
fracionamento isotopico resultante de intemperismo em estudos de curto prazo (GAIERO et al.,
2004).

Para a realizacdo das analises isotOpicas é necessario ter cuidados muito especiais nas
diversas etapas do processo analitico. Por isso, as amostras devem ser coletadas, tratadas e

analisadas conforme descrito no Anexo 8 do TR4.

e Caracterizacdo da Sedimentacdo em Abrolhos por microanélise de MEV+EDS

O Anexo 8 menciona que, nos estudos anteriores desenvolvidos pelo ICMBio em
parceria com a UERJ, as analises por MEV+EDS foram aplicadas a (1) fracdo fina dos
sedimentos coletados na foz do rio Doce anteriores ao rompimento da barragem, (2) fracdo fina
dos sedimentos da foz do rio Doce durante a presenca da pluma de rejeitos e (3) sobre os filtros
contendo material particulado das aguas superficiais de Abrolhos. Nos estudos iniciais foram
selecionadas 27 particulas e para cada uma foram determinadas as abundancias relativas de C,
O, Si, Al, Fe, Ti, Ca, Cl, Zn, Cu, K, MG e Na. Os resultados possibilitaram a caracterizacao

morfologica e as abundancias relativas dos elementos sobre as microparticulas, ficando
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evidente que as particulas de origem da lama de sedimentos apresentam abundancia elevada de
Fe, em niveis ndo encontrados tanto nos sedimentos de Abrolhos como na foz do rio Doce
anterior ao rompimento. Dessa forma, 0 Anexo 8 sustenta que a analise de MEV+EDS deve ser
realizada de forma continua sobre o material particulado em suspensédo na regido de Abrolhos
como forma de identificar e mensurar eventuais impactos da pluma de sedimentos naquele

ambiente.

Dessa forma, o Anexo define a elaboracdo de um sistema de decisdo sobre a ocorréncia
de tracos do rejeito na regido de Abrolhos, a ser estendido para outras areas ao norte ou ao sul
da foz do rio Doce. Todo o material coletado em cada uma das campanhas deverad ser

confrontado com os dados de pré-existéncia, conforme os resultados ja disponiveis.

e Monitoramento da salde de corais de recifes préximos ao sul do Parque Nacional
Marinhos dos Abrolhos, além de recifes-controle fora de possiveis rotas de dispersao

dos sedimentos

O Anexo 8 sustenta que a identificacdo de eventuais alteracbes na estrutura das
comunidades de recifes de corais em médio e longo prazo seve ser feita pela quantificacdo da
cobertura coralinea e demais organismos associados. A metodologia seguira Castro et al. (2012)
com adaptaces, utilizando-se alguns dos pontos de amostragem do estudo destes autores. Para
verificar as razdes de eventuais alteracfes na estrutura das comunidades, devem ser comparadas
as amostragens sazonais (inverno e verao) da cobertura de organismos e estes dados associados

a analise de dispersdo dos sedimentos.

Para este monitoramento, quatro areas com no minimo 8m? em cada estagdo de
amostragem (Quadro 14) devem ser delimitadas com pinos de ago inoxidavel 316. O estado de
salde das colbnias de corais e organismos bent6nicos serd monitorado dentro destes poligonos,
devendo ser quantificada a densidade especifica de coldnias de corais e a densidade especifica
de colonias com indicios de deficiéncias na saude, além da caracterizacdo dos sintomas

apresentados.
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O Anexo 8 define que a caracterizacdo dos sintomas especificos de branqueamento deve
usar a técnica do Coral Watch, sendo também avaliada a integridade dos tecidos das coldnias
na area monitorada e verificados na literatura pertinente os sintomas de doencas j& conhecidas
e descritas para os corais recifais. Os dados obtidos serdo tratados com estatistica unifatorial e
multifatorial, com a finalidade de detectar alteracdes significativas no estado de salde das

comunidades monitoradas.

Nos mesmos pontos deverd ser realizado o protocolo Reef Check (cujos detalhes de
aplicacdo estdo descritos em FERREIRA & MAIDA, 2006), utilizado pelo ICMBIO nas UCs
marinhas federais. O protocolo deve ser aplicado em transectos colocados em quatro pontos
distintos de cada localidade, acrescentando-se os recifes de Timbebas e pontos no Parcel das
Paredes para comparacdo com os dados coletados no Arquipélago dos Abrolhos.

O Anexo determina que os dados coletados pelo protocolo Reef Check devem ser
integrados ao monitoramento realizado pelo ICMBIO para avaliagdo de um conjunto de
indicadores sobre a saude recifal da regido dos Abrolhos.
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5. CRONOGRAMA

O cronograma €é apresentado em arquivo a parte devido as suas dimensdes. Optou-se
por manter o cronograma com todas as a¢cdes em uma unica planilha para entendimento das

sequéncias de atividades e entregas de relatorios.

Observa-se que s&o mantidos de 30 a 60 dias para o processo de mobilizacéo das equipes
executoras antes do inicio dos estudos. A mobilizacdo compreende:

e 0 desembolso da primeira parcela dos recursos previstos;

e 0 treinamento dos profissionais;

e a compra, pela contratada, dos insumos/equipamentos necessarios a conducdo das
atividades;

e reunides técnicas e administrativas entre as equipes executoras e entre estas e a
contratante, para alinhamento antes do inicio das atividades;

o verificacdo das licencas de coleta;

e outras acdes pertinentes ao planejamento e preparacdo para a execucao dos estudos.

Observa-se, ainda, que 0s prazos para inicio dos diversos estudos diferem. O prazo para
inicio de cada estudo é previsto de acordo com 0s preparativos necessarios e informacdes

recolhidas junto aos especialistas nos temas.

Informa-se que as atividades de parte do Anexo 6, referente ao monitoramento da dinamica

reprodutiva de tartarugas marinhas, foio iniciado em setembro/2017 pela Fundagéo Pro-Tamar.
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6. EQUIPE EXECUTORA
Quadro 15 — Equipe Executora Principal (Coordenadores Gerais e de Projetos)
) « Area de Atuacdo no
(0]
A IS VTIEGES Especializacdo/Atuacéo e Anexo
Ecotoxicologia e analises de
contaminantes organicos e
Doutor 11 - biomarcadores em amostras
1 Adalto Bianchini  Coordenador o . FURG 1
biolégicas e metais em
Geral L
amostras ambientais (agua,
sedimento e biota)
Aanaldo Silva Doutor II - Coordenador sub-proposta
2 gna Coordenador IrelacBes com habitat com UFES 6
Martins :
de Projeto drones
Doutor Il -
Alessandra Coordenador Ecologia e taxonomia de
3 Delazari Barroso de Sub- fitoplancton dulcicola FAESA 3
Projeto
Alex Cardoso PURIF L .
4 Coordenacéo Mapeamento de Habitats UFES 3
Bastos
Geral
- Doutor Il -
5 Ana C;nstma Coordenador Ictioplancton UFRJ 3
Teixeira Bonecker ;
Projeto
Realizar as analises
Ana Paula Doutor II - laboratoriais de cetaceos; e
6 Coordenador  subprojetos de Genéticae Uso ~ UFES 6
Cazerta Farro . . X
de Projeto do habitat por ponto fixo e
embarcado.
Doutor Il -
7 Anderson Geyson  Coordenador Ecologia e taxonomia de UFES 3
Alves de Araujo de Sub- macrofitas aquaticas
Projeto
Doutor Il -
8 Anderson Geyson  Coordenador Ecologia e taxonomia UFES 3
Alves de Araljo de Sub- demacrofitas aquaticas

Projeto
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. « Area de Atuacdo no
(0]
A IS VTIEGES Especializacdo/Atuacao e Anexo
Doutor Il - L . <
9  Aureo Banhos Coordenador Genética Populacional e Gestdo UFES 2
. de Dados
de Projeto
Doutor Il -
10 Bjorn Gilcker Coordenador Ciclagem de materia e fluxo de UFSJ 3
de Sub- energia
Projeto
Camilo Dias Doutor 11 -
11 . Coordenador Fitoplancton UFES 3
Junior .
Projeto
Diolina Moura 2ulielrlls Responsavel pela coordenagdo
12 2 Coordenador . ; UFES 5
Silva . de monitoramento do restinga
de Projeto
Edmilson Costa Doutor [1 =
13 I Coordenacdo  Integracdo e Atuacédo em Rede ~ UFES Todos
Teixeira
Geral
. . Doutor I -
Eneida Maria . :
14  Eskinazi Coordenador Ecologla e taxonorpla de UFOP 3
: de Sub- zooplancton dulcicola
Sant'/Anna :
Projeto
Eustaquio Doutor Il -
15 Vinicios Ribeiro  Coordenacéo Gestdo de Projetos UFES Todos
de Castro Geral
Doutor Il — - .
16 Gilberto Barroso  Coordenagéio Analise de aporte de nutrientes UEES 3
e poluentes
Geral Anexo
Gilberto Menezes Doutor Il - Fundos Recifais — Responsavel
17 Amado Filho Coordenador pelo componente JBRJ 3
Projeto algas/rodolitos/CAUSs
Uefiis) Doutor II - _ _ _
18 Evangelista Coordenador Sedimentologia Marinha UERJ 8

de Projeto
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. « Area de Atuacdo no
(0]
A IS VTIEGES Especializacdo/Atuacao e Anexo
Doutor Il -
lola Gongalves Coordenador  Mixotrofia e ecofisiologia de
19 ; UFSJ 3
Boechat de Sub- organismos
Projeto
2ulielrlls Responsavel pelo componentes
20 Jacqueline Albino  Coordenador P ' P P UFES 4
plancton, dgua e zooxantelas
de Anexo
Doutor Il -
Jean-Christophe Coordenador  Coordenador de Sub-projeto -
21 e UFES 7
Joyeux de Sub- rede trofica
Projeto
22 Jorge Dergam betitelr ) = Projeto Genética de Peixes UFV 2e7
Coordenador
Karla Goncalves Doutor 11 ~ Coordenadora Analises da
23 ¢ Coordenador s UFES 4
da Costa : Fauna Bentonica
Projeto
Doutor Il - Coordenador do sub-projeto de
24 Leandro Bugoni Coordenador estudo do impacto sobre as FURG 6
de Projeto aves marinhas.
Doutor Il —
. Coordenador
25 Leila Longo " Bentos UFRB 3
Tematico
Bentos
Luiz Fernando Doutor Il —
26 Loureiro Projeto Zooplancton UFES 3
Coordenador
Fernandes
Maria Tereza Doutor Il - Coordenar as atividades
27 Weitzel Dias Coordenador relativas as analises UFES 4

Carneiro Lima Projeto geoquimicas dos sedimentos
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. « Area de Atuacdo no
(0]
A IS VTIEGES Especializacdo/Atuacao e Anexo
- . Doutor Il - .
2 e Coordenador e i UFES 7
de Projeto
Ménica Maria Doutor Il - Responsavel pela coordenagdo
29 - Coordenador de monitoramento do UFES 5
Pereira Tognella .
de Projeto manguezal
Doutor Il —
30 Renato Ghisolfi Coordenador Modelagem UFES 3
Projeto
Renato Rodrigues  2°utor I~
31 Neto g Coordenador Anélises Hidrogeoquimica UFES 3
Projeto
. « Doutor Il - Responsavel pelos
32 Rodrigo Ledo de Coordenador componentes recifes, UFRJ 3
Moura . .
Projeto sedimento e SIG
. Doutor Il -
33 \Slzrrai;;\/larla Coordenador Tartarugas Marinhas UFES 6
g de Projeto
- . Doutor Il -
34 Valeria da Silva Coordenador Sedimentologia UFES 3
Quaresma .
Projeto
Valéria de Doutor 11 -
Ecologia e taxonomia do
35 Oliveira Coordenador glaet UFES 3
de Sub- perifiton
Fernandes

Projeto
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