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1. HISTORICO DE MALHA E FREQUENCIA AMOSTRAL

O histérico de malha e frequéncia amostrais do Programa de Monitoramento da Biodiversidade
Aquatica da Area Ambiental | (PMBA/Fest) abrange informacdes de suma importancia para o
balizamento do presente programa, uma vez que passou por modificacdes ao longo do tempo, visando
melhor atender aos objetivos do PMBA/Fest. Todas as modificacdes foram aprovadas pela Camara
Técnica da Biodiversidade (CTBio) por meio do oficio SEI n°® 1/2020-CTBio/DIBIO/ICMBIo, de outubro
de 2019, para o periodo de transigéo.

As modificacdes implementadas se encontram nos seguintes Materiais Suplementares: 1) MS - Malha
e frequéncia amostrais, onde as diferentes malhas e frequéncias amostrais sédo apresentadas nas abas
“Ano 17, “Transi¢cdo” e “Histdrico Frequéncias” e 2) MS — Mapas das malhas amostrais, com a
espacializacao referente as malhas amostrais dos Ambientes. Como forma de esclarecer os periodos
contemplados em cada uma delas, “Ano 1” se refere as estagbes amostrais coletadas entre setembro

de 2018 e setembro de 2019 e “Transicao” as estacdes entre outubro de 2019 e setembro de 2022.

Cabe destacar que o tema Ecotoxicologia, diferentemente dos demais temas componentes do
PMBA/Fest, apenas teve sua Proposta Técnica de continuidade do monitoramento, denominada “Novo
Ciclo” aprovada e implementada em janeiro de 2023. Deste modo, as modificagdes realizadas de malha
e frequéncia amostral ndo sdo consideradas neste documento, que tem abrangéncia temporal de
amostragem de setembro de 2018 a setembro de 2022.

2. METODOLOGIA

A metodologia apresentada contempla o escopo em vigéncia no momento de entrega deste relatério,
ou seja, as amostragens e andlises previstas para o Novo Ciclo do Programa de Monitoramento da
Biodiversidade Aquatica — PMBA submetidas & Fundagdo Renova através do FORMULARIO DE
APRESENTACAO DE PLANO DE TRABALHO em 31 de agosto de 2022. Ap6s a descricdo da
metodologia implementada, serd apresentado um breve descritivo sobre as modificagBes
metodologicas (parametros, anadlise de parametros ou grupo de parametros, dentre outros) que

ocorreram ao longo da evolucdo do PMBA/Fest a fim de determinar os indicadores.

2.1 COLETA DE AMOSTRAS DE AGUA, SEDIMENTO E BIOTA

Os protocolos de coleta e andlise das amostras ambientais e bioldgicas foram aqueles ja descritos
anteriormente no &ambito do PMBA (RRDM, RSE 2022), considerando-se, no entanto, as
recomendac@es do “Parecer técnico dos métodos adotados para quantificacdo de metais e arsénio em
tecidos e visceras da biota aquatica - Avaliacdo da adequacéo e eficiéncia metodoldgica das andlises
de metais e arsénio no ambito do PMBA” emitido pela Fundagdo Renova em agosto de 2022. Neste
caso, foram sugeridas alteracdes, adotadas a partir da Campanha 8 (set/out 2022), na coleta das

amostras de agua, sedimento e biota destinadas as analises de arsénio e metais, conforme segue:
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os frascos destinados as coletas, mesmo que ainda ndo tenham sido utilizados, foram
banhados em &cido nitrico 5%, por 24 horas, completados por lavagem em agua deionizada
em abundancia, para se evitar qualquer fonte de contaminacéo.

As coletas de agua, ao longo da coluna d’agua, foram realizadas utilizando-se uma garrafa
horizontal do tipo Van Dorn. Em todas as estagdes amostrais foram coletadas 6 amostras de
agua (3 amostras de superficie e 3 amostras de fundo) para a analise das concentracdes de
metais totais e 6 amostras (3 amostras de superficie e 3 amostras de fundo) de agua filtrada
(filtro de 0,45 um de malha) para a analise das concentragdes de metais na fragao dissolvida.
O volume de amostra de agua coletado por réplica, que era de 100 mL, passou a ser de 250
mL. Sendo assim, foi adicionado em cada réplica acidificada um volume de 3,5 mL de acido
nitrico Suprapur 65%. As amostras de agua acidificadas foram mantidas refrigeradas e as
aliquotas do ambiente dulcicola, com a especificacdo de congelamento, foram mantidas
congeladas. Adicionalmente, amostras de agua foram coletadas para frascos de diferentes
volumes e imediatamente congeladas para uso nos testes de toxicidade.

As coletas de amostras de sedimento destinadas as andlises quimicas seguiram a metodologia
padrdo empregada desde a Campanha 1 (set/out 2018). Em todas as esta¢cdes amostrais
utilizadas para a coleta de agua foram coletadas também amostras de sedimento superficial
com auxilio de draga do tipo Van Veen. Em cada local de amostragem foram coletadas 4
amostras de sedimento. As amostras foram abertas em caixas plasticas, buscando-se gerar
um minimo de perturbacdo na superficie do sedimento, e fotografadas imediatamente apo6s a
coleta, a fim de registrar as caracteristicas visuais do sedimento. Para a analise de metais, as
amostras foram coletadas com o auxilio de espéatula de plastico, raspando-se apenas 0s
primeiros centimetros (0 - 5 cm) e obtendo-se apenas o sedimento superficial. A partir da
Campanha 8 (set/out 2022), a massa de sedimento coletada por réplica, que era de 50 g,
passou a ser de, no minimo, 200 g. Potes com capacidade total de 250 g foram preenchidos,
deixando-se apenas o0 espaco de expansdo do congelamento, para garantir a massa
necessaria de amostra para as determinagdes. As amostras de sedimentos foram mantidas
congeladas. Adicionalmente, amostras de sedimento foram coletadas para frascos de
diferentes volumes e mantidas refrigeradas para uso nos testes de toxicidade.

A quantidade da massa de tecido muscular coletada por organismo foi aumentada,
incrementando assim a representatividade da amostra e possibilitando, minimamente, a analise
em duplicatas, para verificacdo de variaces e precisdo nos resultados e a robustez nas
andlises. Foi garantida massa Umida de 0,25 g em cada amostra de musculo de pescado.
Organismos pequenos, como por exemplo camardes de agua doce, foram amostrados em
pools. As amostras de musculo de pescado destinadas a quantificacdo de elementos-traco
foram acondicionadas em sacos zip e mantidas congeladas, com a identificacdo em papel

vegetal, facilitando assim a secagem e posterior armazenamento dessas amostras.

As determinacg@es dos elementos Arsénio (As), Cadmio (Cd), Chumbo (Pb), Cobre (Cu), Cromo (Cr),

Ferro (Fe), Manganés (Mn), Mercurio (Hg) e Zinco (Zn), Niguel (Ni) e Aluminio (Al) nas amostras de
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agua e sedimento referentes a Campanha 7 (marco 2022 — periodo chuvoso) ainda se encontram em
fase de discusséao e definicdo por parte da Fundacdo Renova. Por sua vez, as determinacfes destes
elementos nas amostras de agua e sedimento referentes a Campanha 8 (set/out 2022 — periodo seco)

serdo encaminhadas para analise em laboratérios acreditados, por determinacdo da Fundacédo Renova.

No momento da coleta das amostras de agua, foram realizadas as medidas da temperatura,
condutividade elétrica, salinidade, pH e oxigénio dissolvido, utilizando-se uma sonda multiparametro
(YSI Professional Plus). As determinacfes das concentracdes de carbono orgénico e sulfatos, bem
como da alcalinidade total e composicao idnica (concentracdes de Ca?*, K*, Mg?* e Na*) nas amostras
coletadas na Campanha 7 ainda estdo em discussao e definicdo por parte da Fundac¢éo Renova. Por
sua vez, as analises das amostras coletadas na Campanha 8 serdo enviadas para andlise em

laboratérios acreditados, por determinagdo da Fundacgao Renova.

Com o objetivo de avaliar possiveis efeitos bioldégicos decorrentes da contaminagdo ambiental por
metais e As e a consequente acumulacdo desses elementos nos organismos de diferentes niveis
troficos e diferentes habitats, foram realizadas coletas de organismos tipicos das regifes monitoradas.

Além disso, as amostras bioldgicas também foram coletadas com o intuito de avaliar os biomarcadores.

No ambiente de agua doce, foram coletadas amostras de fitoplancton, zooplancton, larvas de
quironomideos, camarao de agua doce e quatro espécies de peixes (espécies originalmente previstas:
tucunaré Cichla sp., bagre Pimelodus maculatus, curimbata Prochilodus sp. e cascudo Hypostomus
affinis, e outras). No ambiente estuarino (calha do Rio Doce préximo a sua foz), foram coletadas
amostras de fitoplancton, zooplancton, camaréo e quatro espécies de peixes (espécies originalmente
previstas: carapicu Eucinostomus sp., corvina Pachyurus adspersus, bicudo Pomadasys ramosus e
bagre cacari Genidens genides, e outras). Na auséncia de espécies originalmente previstas, foram
coletadas outras espécies de peixes que ocupassem o mesmo habitat e 0 mesmo nicho tréfico. A lista
de espécies coletadas durante a Campanha 7 (mar/2022 — periodo chuvoso) esta descrita na Tabela
1, enquanto as espécies coletadas durante a Campanha 8 (set/out 2022 — periodo seco) encontram-se

listadas na Tabela 2.

Tabela 1: Espécies de peixes (nome cientifico e/ou nome popular e nimero de individuos) coletados no Rio Doce e regido

estuarina, afluente, lagoas e lagoas adjacentes durante a Campanha 7 (periodo chuvoso, mar/ 2022).

Habito
Ponto amostral Espécie Carnivoro Onivoro Total
LAL-01 11 12 23
Peixe alternativo 1 - Hoplias sp. 6 6
Peixe alternativo 3 - Astyanax lacustris 1 1
Peixe alternativo 5 - Pygocentrus sp. 5 5
Peixe alternativo 6 - Hoplosternum litoralle 2 2
Peixe alvo 2 - Hypostomus affinis 3
Peixe alvo 4 - Prochilodus lineatus 6
LJP-01 12 12 24
Peixe alternativo 4 - Metynnis maculatus 6 6

Relatério Anual 2022 — PMBA/Fest 5
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Habito
Ponto amostral Espécie Carnivoro Onivoro Total
Peixe alternativo 5 - Pygocentrus sp. 6 6
Peixe alvo 1 - Cichla sp. 6 6
Peixe alvo 4 - Prochilodus lineatus 2 2
Peixe dulcicola alternativo - Astronotus ocellatus 4
LLM-01 13 12 25
Peixe alternativo 1 - Hoplias sp. 3 3
Peixe alternativo 2 - Geophagus sp. 2 2
Peixe alternativo 3 - Astyanax lacustris 2
Peixe alternativo 4 - Metynnis maculatus 4 4
Peixe alternativo 5 - Pygocentrus sp. 6 6
Peixe alternativo 7 - Tracheolypterus striatulus 2 2
Peixe alvo 1 - Cichla sp. 3 3
Peixe alvo 3 - Pimelodus maculatus 2 2
Peixe dulcicola alternativo - Corvina 1 1
LMN-01 16 5 21
Peixe alternativo 1 - Hoplias sp. 5 5
Peixe alternativo 2 - Geophagus sp. 5 5
Peixe dulcicola alternativo - Crenicichla sp. 1 1
Peixe dulcicola alternativo - Dourado 1 1
Peixe dulcicola alternativo - Maraba 2 2
Peixe estuarino 1 - Genidens spp. 6 6
Peixe estuarino alternativo 5 - Caranx crysos (xaréu) 1 1
LNV-01 10 12 22
Peixe alternativo 1 - Hoplias sp. 3 3
Peixe alternativo 2 - Geophagus sp. 2
Peixe alternativo 4 - Metynnis maculatus 4 4
Peixe alternativo 5 - Pygocentrus sp. 6 6
Peixe alvo 1 - Cichla sp. 1
Peixe alvo 4 - Prochilodus lineatus 6 6
LPA-01 12 12 24
Peixe alternativo 5 - Pygocentrus sp. 6 6
Peixe alternativo 6 - Hoplosternum litoralle 6
Peixe alvo 1 - Cichla sp. 6
Peixe alvo 4 - Prochilodus lineatus 6 6
RDO-11 12 12 24
Peixe alternativo 1 - Hoplias sp. 1 1
Peixe alternativo 4 - Metynnis maculatus 6 6
Peixe alternativo 5 - Pygocentrus sp. 6 6
Peixe alvo 1 - Cichla sp. 5
Peixe alvo 2 - Hypostomus affinis 6 6
RDO-13 9 12 21
Peixe alternativo 1 - Hoplias sp. 1 1

Relatério Anual 2022 — PMBA/Fest 6
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Habito
Ponto amostral Espécie Carnivoro Onivoro Total

Peixe alternativo 4 - Metynnis maculatus 2 2

Peixe alternativo 5 - Pygocentrus sp. 6 6

Peixe alternativo 6 - Hoplosternum litoralle 1 1

Peixe alvo 1 - Cichla sp. 2 2

Peixe alvo 2 - Hypostomus affinis 3

Peixe alvo 4 - Prochilodus lineatus 6

RDO-15 3 12 15
Peixe alternativo 2 - Geophagus sp. 1

Peixe alternativo 4 - Metynnis maculatus 3 3

Peixe alternativo 5 - Pygocentrus sp. 2 2

Peixe alternativo 7 - Tracheolypterus striatulus 1

Peixe alvo 3 - Pimelodus maculatus 3

Peixe alvo 4 - Prochilodus lineatus 2

Peixe dulcicola alternativo - Dourado 1 1

Peixe dulcicola alternativo - Leporinus sp. (piau) 2 2
RDO-16 11 12 23
Peixe alternativo 3 - Astyanax lacustris 2 2

Peixe alternativo 5 - Pygocentrus sp. 5 5

Peixe alternativo 7 - Tracheolypterus striatulus 6 6

Peixe alvo 3 - Pimelodus maculatus 1

Peixe alvo 4 - Prochilodus lineatus 3 3

Peixe estuarino 1 - Genidens spp. 6 6

RGU-01 1 4 5
Peixe alternativo 7 - Tracheolypterus striatulus 2

Peixe alvo 2 - Hypostomus affinis 2 2

Peixe dulcicola alternativo - Gymnotus spp. (Sarap0) 1 1

Total 110 117 227

Tabela 2: Espécies de peixes (nome cientifico e/ou nome popular nimero de individuos) coletados no Rio Doce e regiao

estuarina, afluente, lagoas e lagoas adjacentes durante a Campanha 8 (periodo seco, set/out 2022).

Habito
Ponto amostral Espécie Carnivoro Onivoro Total
LAL-01 26

Peixe alternativo 1 - Hoplias sp. 7
Peixe alternativo 5 - Pygocentrus sp. 5

Peixe alternativo 6 - Hoplosternum litoralle 6

Peixe alvo 2 - Hypostomus affinis 5

Peixe alvo 4 - Prochilodus lineatus 1

Relatério Anual 2022 — PMBA/Fest 7
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Habito

Carnivoro Onivoro Total

2

Peixe alternativo 1 - Hoplias sp.
Peixe alternativo 2 - Geophagus sp.
Peixe alternativo 4 - Metynnis maculatus
Peixe alternativo 5 - Pygocentrus sp.
Peixe alternativo 6 - Hoplosternum litoralle
Peixe alvo 1 - Cichla sp.

Peixe alvo 4 - Prochilodus lineatus
LLM-01

Peixe alternativo 1 - Hoplias sp.
Peixe alternativo 2 - Geophagus sp.
Peixe alternativo 3 - Astyanax lacustris
Peixe alternativo 4 - Metynnis maculatus

Peixe alternativo 5 - Pygocentrus sp.

LMN-01

Peixe dulcicola alternativo - Crenicichla spp. (joaninha)

24

Peixe alternativo 1 - Hoplias sp.
Peixe alternativo 5 - Pygocentrus sp.
Peixe alternativo 6 - Hoplosternum litoralle
Peixe alvo 4 - Prochilodus lineatus
Peixe dulcicola alternativo - Crenicichla spp. (joaninha)
Peixe dulcicola alternativo - Maraba
Peixe estuarino 1 - Genidens spp.

Peixe estuarino alternativo 1 - Centropomus sp.
LNV-01

21

[EnY

Peixe alternativo 1 - Hoplias sp.
Peixe alternativo 5 - Pygocentrus sp.
Peixe alternativo 6 - Hoplosternum litoralle
Peixe alvo 1 - Cichla sp.

Peixe alvo 4 - Prochilodus lineatus

Peixe dulcicola alternativo - Oligosarcus acutirostris

25

Relatério Anual 2022 — PMBA/Fest
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Habito
Ponto amostral Espécie Carnivoro Onivoro
LPA-01

Total

23
Peixe alternativo 1 - Hoplias sp.
Peixe alternativo 4 - Metynnis maculatus 6
Peixe alternativo 5 - Pygocentrus sp.
Peixe alvo 1 - Cichla sp.

Peixe alvo 4 - Prochilodus lineatus
RDO-11

19
Peixe alternativo 4 - Metynnis maculatus 6
Peixe alternativo 5 - Pygocentrus sp.
Peixe alvo 1 - Cichla sp.
Peixe alvo 3 - Pimelodus maculatus

3
Peixe dulcicola alternativo - Oligosarcus acutirostris
RDO-13

11
Peixe alternativo 2 - Geophagus sp. 2
Peixe alternativo 4 - Metynnis maculatus 1
Peixe alternativo 6 - Hoplosternum litoralle 1
Peixe alvo 1 - Cichla sp.
Peixe alvo 2 - Hypostomus affinis 1
Peixe alvo 4 - Prochilodus lineatus

3
Peixe dulcicola alternativo - Leporinus sp. (piau)
RDO-15

16
Peixe alternativo 1 - Hoplias sp.
Peixe alternativo 3 - Astyanax spp. 6
Peixe alternativo 5 - Pygocentrus sp.
Peixe alternativo 6 - Hoplosternum litoralle 3
Peixe alvo 1 - Cichla sp.

Peixe alvo 3 - Pimelodus maculatus
RDO-16

24
Peixe alternativo 1 - Hoplias sp.
Peixe alvo 1 - Cichla sp.
Peixe alvo 3 - Pimelodus maculatus

5
Peixe alvo 4 - Prochilodus lineatus

Relatério Anual 2022 — PMBA/Fest
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Habito
Ponto amostral Espécie Carnivoro Onivoro Total
Peixe dulcicola alternativo - Astronotus ocellatus (oscar) 2
Peixe estuarino 1 - Genidens spp. 6
Peixe estuarino 4 - Corvina Rio 1
Peixe estuarino alternativo 1 - Centropomus sp. 1
Peixe estuarino alternativo 8 - Mugil sp. (tainha) 1
RGU-01 9
Peixe alternativo 2 - Geophagus sp. 1
Peixe alternativo 3 - Astyanax spp. 2
Peixe alternativo 7 - Tracheolypterus striatulus 2
Peixe alvo 2 - Hypostomus affinis 2
Peixe estuarino 1 - Genidens spp. 2
Total 222

Para as coletas de zooplancton foram realizados arrastos verticais obliquos com rede tipo WP-2, de 60
cm de diametro de boca e malha de 200 um. Para o fitoplancton, foram realizados arrastos verticais
obliquos com rede de malha de 60 um e didmetro de boca de 60 cm. O material obtido em cada arrasto
foi retirado dos copos coletores com auxilio de peneiras e pissetas contendo agua do ponto de coleta.
Primeiramente, o material foi filirado em peneiras de 500 ym para a retirada de peixes e outros
organismos ou particulas grandes. Posteriormente, o material foi filtrado em uma peneira de 63 ym
para concentrar o fitoplancton. As amostras resultantes da Ultima filtragem foram aliquotadas em tubos
criogénicos devidamente identificados, para andlise da concentracdo de metais e para analise de
biomarcadores, As amostras foram mantidas em nitrogénio liquido até o transporte para a Universidade
Federal do Rio Grande - FURG, onde foram armazenadas em ultrafreezer a -80° C. No total, foram
realizados 5 arrastos para fitoplancton e 5 arrastos para zooplancton (15 min de duracdo para cada
arrasto) em cada ponto amostral.

No caso dos camardes, a coleta foi realizada com utilizacao de diversos petrechos de pesca, conforme
0 ambiente (por exemplo: redes de cerco, redes de arrasto e covos). Os animais coletados foram
previamente crioanestesiados (~2 min) e o comprimento total (rostro ao telson) foi mensurado. As
amostras de hemolinfa e tecidos (branquias, masculo e hepatopancreas) foram coletadas utilizando-se
material cirargico inoxidavel ou plastico, para posterior andlise de metais, biomarcadores e ions. As
amostras foram acondicionadas em microtubos ou tubos tipo Falcon, previamente limpos com acido
nitrico Suprapur® e enxaguados em agua MilliQ. As amostras coletadas para as analises de metais e
ions foram imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e transportadas até o laboratério, onde
foram devidamente armazenadas. A sequéncia dos procedimentos realizados encontra-se descrita
abaixo:

Relatério Anual 2022 — PMBA/Fest 10
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A hemolinfa foi coletada utilizando-se agulha (0,45 ou 0,75 mm) acoplada a seringa de insulina (1 mL).
Para andlise de ions na hemolinfa de camardes, a seringa foi previamente lavada 3 vezes com solucéo
anticoagulante para hemolinfa de crustaceos (0,45 M Cloreto de Sédio [NaCl]; 0,1 M Glicose [CsH120s];
94 mM Citrato de Sédio [NasCsHs07.H20]; 26 mM Acido Citrico [CeHsO7]; 7,85 mM EDTA dissodico
[C10H14N20gNa2.2H20]; pH 4,6). Em todos os casos, 0s materiais utilizados, como a seringa e o
anticoagulante, foram mantidos gelados, a fim de evitar a coagulagéo da hemolinfa. Para a coleta de
hemolinfa, a seringa foi inserida na membrana entre a regido dorsal do cefalotérax e abdémen,
tomando-se o cuidado para ndo coletar a 4gua da cavidade branquial. O sobrenadante (plasma) obtido
a partir de centrifugacdo (Minicentrifuga Mylabor; 1 min; velocidade fixa de 4.656 g) foi transferido para
um criotubo de 2 mL e imediatamente armazenado em nitrogénio liquido. Apds a centrifugacdo da
hemolinfa e separacéo do plasma, o pellet foi armazenado em criotubos de 2 mL (n = 6) em nitrogénio
liquido, para posterior analise de Sitios AP (danos no DNA) em laboratorio. Para a coleta de tecidos de
camardes, as branquias foram cuidadosamente dissecadas com o auxilio de microtesoura. O tecido
branquial de cada individuo foi destinado para a andlise das concentracdes de As e metais (n = 6),
andlise de lipoperoxidacéo (n = 6) e atividade da Na*/K*-ATPase (n = 6). O tecido branquial destinado
a atividade da Na*/K*-ATPase foi imediatamente preservado em tampédo SEI (1:10). Os criotubos (2
mL) contendo as branquias foram imediatamente armazenados em nitrogénio liquido. Apés a retirada
da carapaca do cefalotérax dos camarfes, o hepatopancreas de cada individuo foi dissecado,
acondicionado em criotubo (2 mL) e destinado a andlise das concentragdes de As e metais (n = 6).
Uma porc¢ao do tecido hepatopancreético de outro individuo foi coletada, acondiconada em criotubo (2
mL) e destinada a andlise da concentracdo de metalotioneinas (n = 6), enquanto outra por¢éo foi
coletada, acondicionada em criotubo (2 mL) e destinada a analise da lipoperoxidacéo (n = 6). Todo o
material foi imediatamente congelado em nitrogénio liquido. Apés a retirada da carapaca dos camardes,
0 musculo abdominal foi coletado, acondicionado em criotubo (2 mL) e destinado a analise da
concentracao de proteinas carboniladas (n = 6). Para analise das concentracdes de As e metais no
tecido muscular, as amostras foram coletadas conforme descrito anteriormente. Durante a coleta, foram

retirados o corddo nervoso ventral e o intestino do animal, antes de congelar o musculo.

Para a amostragem de peixes nas drenagens com maior volume de agua ao longo da porgao capixaba
do Rio Doce, foram utilizadas redes de emalhar de diferentes malhas (15, 25, 35, 50 e 60 mm entre
nos adjacentes), cada qual com 100 m de comprimento. Em cada ponto de amostragem, ao final da
tarde, foram armados trés conjuntos de redes com unidades de todas as malhas, sendo 0os mesmos
retirados na manha do dia seguinte, ficando, portanto, na coluna d’agua por, aproximadamente, 12 h.
As coletas foram realizadas com o auxilio de pescadores profissionais locais, geralmente associados a
colbnias e associacdo de pescadores, com 0 apoio de barcos a remo e a motor. Além das redes de
emalhar, foram utilizadas rede de arrasto, peneiras e tarrafa (malha 20 mm). As coletas foram
realizadas sem esfor¢o padronizado, possibilitando explorar todos os tipos de ambientes disponiveis
(corredeiras, pogos, locas, etc.) na area estudada, a fim de se obter o nimero amostral necessario para
as analises das concentracBes de As e metais, bem como de biomarcadores. As peneiras foram
posicionadas perpendicularmente ao substrato, com a boca voltada para montante, sendo o substrato

a sua frente revolvido com os pés e maos, com o objetivo de desalojar os peixes, 0s quais eram
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conduzidos pela corrente para dentro da peneira. Ja a rede de arrasto foi puxada por duas pessoas,
cada qual em uma extremidade, posicionando-a paralelamente a margem e percorrendo-se todo o
espaco a sua frente, de tal forma que todos os peixes que se abrigavam na vegetacdo marginal
pudessem ser capturados pela rede. Os trechos foram percorridos de jusante a montante (contra o

fluxo da agua) para evitar a ressuspensédo do sedimento, o que pode afugentar os animais.

Apés a captura, os peixes foram identificados, pesados (g) e medidos (mm). Para as analises das
concentragdes de As e de metais, bem como dos biomarcadores, os espécimes foram, logo apés a
coleta, mantidos em caixas plasticas com agua do proéprio local com aeragéo constante. Apés isso,
foram anestesiados (benzocaina diluida em &gua; 0,25 mg/L), pesados (g) e medidos (mm). ApdGs

anestesia, os animais foram dissecados e o0s tecidos/6rgéos alvo coletados, conforme descrito a seguir.

A coleta de sangue foi realizada através de punc¢éo da veia caudal, utilizando-se agulha e seringa de
insulina (1 mL) devidamente lavada com anticoagulante (heparina). A agulha foi inserida proxima ao
pedunculo caudal até alcancar a coluna vertebral para se ter acesso ao vaso sanguineo. Apds a coleta,
as amostras de sangue foram acondicionadas em microtubos de 1,5 mL. Uma aliquota de sangue foi
centrifugada e o plasma foi separado para analise da composicéo ibnica sanguinea. Outra aliquota de
15 yL de sangue de cada animal foi dispensada em trés laminas de vidro, limpas e devidamente
identificadas, para a confec¢éo de esfregagos sanguineos e posterior anélise de danos no DNA (Teste
do Micronucleo). As laminas permaneceram secando durante a noite, em caixas proprias protegidas
da luz e calor, e entdo fixadas em metanol absoluto por 10 min. O restante do sangue total foi
imediatamente congelado em nitrogénio liquido para posterior andlise de danos oxidativos no DNA,
com base na quantificagdo de sitios apurinicos/apirimidicos (AP). Para a determinagdo das
concentragdes ibnicas plasmaticas e biomarcadores de desregulacdo enddcrina (vitelogenina e
proteina da zona radiata), outras 6 amostras de sangue total foram retiradas do grupo de peixes
destinados a analise das concentracdes de As e metais (n = 6). Logo ap0s a coleta, 5 uL de um coquetel
inibidor de proteases (Sigma Aldrich®) foi adicionado a cada 100 yL de amostra e estas foram
imediatamente centrifugadas em microcentrifugas portateis (4.600 g, 2 min), para a separacdo do
plasma sanguineo que, por sua vez, foi imediatamente separado e congelado em nitrogénio liquido.
ApOs a puncdo sanguinea, os peixes foram eutanasiados com dose letal de hidrocloridrato de
benzocaina (500 mg/L).

Ap6és a coleta de sangue, as branquias foram cuidadosamente dissecadas da cavidade opercular, com
auxilio de pinca e tesoura, evitando-se ao maximo tocar os filamentos branquiais. Os arcos branquiais
foram separados em placas de Petri contendo solugéo fisiolégica para peixes. O segundo arco
branquial direito foi lavado delicadamente com pincel macio e solugéo fisiologica para a retirada do
excesso de sangue e muco. Apés isso, foi fixado em solucdo de Bouin (6-8 h) para posterior analise
morfolégica. Apés o periodo de fixacdo, a solucdo fixadora foi substituida por alcool 70%, o qual foi
trocado diariamente, até a completa remocdo do fixador. Os arcos branquiais restantes foram
acondicionados em criotubos e imediatamente congelados em nitrogénio liquido. Apés a disseccédo das
brénquias, a cavidade abdominal dos peixes foi exposta, utilizando-se uma tesoura. A seguir, o figado

dos peixes foi dissecado com o auxilio de pingas curvas, tentando-se remover os lobos hepaticos da
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forma mais integra possivel. O érgao foi dividido para as analises histoldgicas e de biomarcadores.
Para as analises histolégicas, o 6rgao foi fixado em solucdo de Bouin (6-8 h) e posteriormente
conservado em alcool 70%. Para a avaliacdo dos biomarcadores bioquimicos, as amostras foram
acondicionadas em criotubos e imediatamente congeladas em nitrogénio liquido. Por fim, uma amostra
de muisculo da regido dorsal (musculatura hipoaxial) foi dissecada removendo-se as escamas e a pele.
As porcdes de musculo foram acondicionadas em criotubos e estes congelados em nitrogénio liquido.
A coleta de amostras de musculo para andalise das concentracdes de As e metais seguiram as
recomendacBes descritas anteriormente. Apds a disseccdo dos animais em campo, a carcaca foi

descartada no local de coleta (campo).

2.2 ANALISES DE LABORATORIO

Avaliacdo da microbiota em agua e sedimento

Para o monitoramento da comunidade microbiana total, amostras de &gua e sedimento foram
coletadas, em triplicata, em cada ponto de coleta. A analise da microbiota total em amostras de agua e
sedimento deu-se através da extracdo do DNA total, utilizando-se o PowerSoil DNA isolation kit
(MoBio), e posterior sequenciamento de DNA, utilizando-se sequenciadores de nova geracdo. As
leituras foram geradas e processadas utilizando-se o programa Mothur v.1.33. A andlise das
sequéncias obtidas permitiu a avaliacdo do core microbiano e 0s microrganismos presentes nas
diferentes amostras, nos diferentes pontos amostrais e nos diferentes periodos, correlacionando-se
estatisticamente os resultados de diversidade microbiana obtidos com as demais andlises realizadas
no programa de monitoramento. Essa avaliacdo € importante ndo apenas para indicar possiveis
alteracdes ambientais temporais e/ou pontuais, como ainda para apontar bioindicadores microbianos
especificos da presenga de metais nas diferentes areas amostradas, que podem ser rastreados em

areas adjacentes.
Analises das concentragdes de metais e arsénio na biota

As andlises das concentrac8es de Al, As, Ca, Cd, Cr, Cu, Fe, Hg, K, Mg, Na, Mn, Ni, Pb e Zn nas
amostras biolégicas coletadas na Campanha 7 (mar 2022 — periodo chuvoso) foram realizadas de
acordo com metodologia EPA 6020A, utilizando-se espectrdbmetro de massas com plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS, Analytic Jena). Contudo, as determinacfes de As e metais nas
amostras de musculo de pescado (camarfes e peixes) coletadas na Campanha 7 (mar 2022 — periodo
chuvoso) ainda aguardam uma definicdo por parte da Fundagcéo Renova. Por sua vez, as amostras de
musculo de pescado (camardes e peixes) coletadas na Campanha 8 (set/out 2022) serdo enviadas
para analise de As e metais em laboratérios acreditados, por determinacao da Fundacdo Renova. Por
fim, a analise das demais amostras biolégicas coletadas na Campanha 8 (set/out 2022) também ainda

aguardam a definicdo por parte da Fundacdo Renova.

Resumidamente, as amostras de material biolégico coletadas na Campanha 7 (exceto musculo de
pescado) foram previamente secas em estufa (45-60°C) até peso constante e o teor de umidade foi

obtido. A digestéo foi realizada em um sistema de digestdo por micro-ondas modelo Multiwave 3000®
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(Anton-Paar), equipado com um rotor para oito recipientes de quartzo do tipo 80 mL (operando na
pressao de 80 bar), utilizando-se acido nitrico ultrapuro (Suprapur, Merck). Todas as amostras foram
diluidas a um fator de 10 vezes utilizando-se agua ultrapura (18 MQ cm), visando adequar as
concentracdes dos metais e arsénio aquelas das solucbes padrao certificadas, utilizadas para calibrar
os equipamentos. As concentragfes dos metais e arsénio no material biolégico foram expressas em
Mg/g de peso umido (mg/kg de peso umido). O controle de qualidade foi realizado através de brancos

analiticos e ensaios de recuperacdo com materiais de referéncia certificados.
Analises de biomarcadores

Biomarcadores sao alteracdes bioldgicas que expressam a exposi¢ao e os efeitos toxicos dos poluentes
presentes no ambiente e podem ser mensuradas em nivel molecular, celular ou fisiologico (Walker et
al., 1996). Portanto, os biomarcadores selecionados para um programa de monitoramento ambiental
devem detectar a exposi¢éo do organismo aos contaminantes, através de qualquer alteracéo biolégica
mensuravel (biomarcadores de exposicdo) e/ou a magnitude de resposta do organismo aos
contaminantes (biomarcadores de efeito). Assim, os biomarcadores foram analisados de forma seletiva
nas amostras de plancton, invertebrados e peixes coletados no presente programa de monitoramento,
considerando-se os potenciais efeitos biolégicos dos metais (desequilibrio ibnico e osmético, inibicdo
enzimética, oxidacdo de biomoléculas e danos morfoldgicos) nos respectivos tecidos e organismos
coletados. As metodologias empregadas para as analises dos biomarcadores listados no Quadro 1
encontram-se descritas abaixo. Para fins de praticidade e rapidez na realizacdo das analises e de
precisdo e reprodutibilidade dos resultados, sempre que possivel, foram utilizados kits comerciais de
reagentes especificos que utilizam metodologia semelhante aquelas descritas abaixo, para a

determinacéo dos respectivos biomarcadores.

Quadro 1: Lista dos biomarcadores analisados nas amostras de organismos coletados nas diferentes areas do monitoramento

dulcicola.
Amostra biolégica Biomarcador (classificacdo: exposigao/efeito)
o Concentragdo de metalotioneinas (exposi¢ao)
Fitoplancton Peroxidagao lipidica (efeito)
Concentracdo de metalotioneinas (exposic¢ao)
Zooplancton Peroxidagao lipidica (efeito)

Composicao ibnica corporal (efeito)
Concentragdo de metalotioneinas (exposic¢ao)

Larvas de quironomideos Composicéo idnica corporal (efeito)
Atividade da Na,K-ATPase (efeito)

Composicdo idnica hemolinfatica (efeito)

Hemolinfa de camardes Danos de DNA (efeito)
. 5 Atividade da Na,K-ATPase (efeito)
Branquias de camardes Peroxidac&o lipidica (efeito)
. 5 Concentracdo de metalotioneinas (exposic¢ao)
Hepatopancreas de camardes Peroxidac&o lipidica (efeito)
Composigao idnica plasmatica (efeito)
Sangue de peixes Danos de DNA (efeito)

Desreguladores enddcrinos (efeito)

Atividade de enzimas antioxidantes (efeito)

Branquias de peixes Atividade de enzimas do metabolismo energético (efeito)
Danos morfolégicos (efeito)

Concentragcdo de metalotioneinas (exposic¢ao)

Figado de peixes Peroxidacao lipidica (efeito)

Atividade de enzimas antioxidantes (efeito)
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Amostra biol6gica Biomarcador (classificagao: exposicao/efeito)

Atividade de enzimas do metabolismo energético (efeito)
Danos morfoldgicos (efeito)

Musculo de camardes e peixes Oxidagao de proteinas (efeito)

A determinacéo da concentracdo de metalotioneinas (MT) foi realizada por meio de um kit comercial
de reagentes (Fish Metallothionein ELISA Kit, MyBiosource), cujo principio de analise utiliza um método
espectrofotométrico em microplaca. Os procedimentos analiticos para determinacdo da concentracéo
das MT seguiram aqueles descritos pelo fabricante. Os resultados foram expressos em pg MT/mg
proteina.

Para a avaliacdo da atividade da Na*,K*-ATPase (NKA), preparou-se as amostras de material biol6gico
com base nos procedimentos descritos por Péqueux e Chapelle (1982), onde as amostras foram
homogeneizadas em tampéao SEI (sacarose - Imidazol em pH 7,6) e centrifugadas (5.000 rpm, 5 °C,
por 5 min). O sobrenadante obtido foi coletado para determinacédo da atividade da NKA, a qual foi
determinada utilizando-se o método colorimétrico. Para tal, foram usados 100 yL do sobrenadante do
homogeneizado, onde foram adicionados 2,5 mL de uma solucdo salina “A” contendo 77 mM de NacCl,
20 mM de KCI, 6 mM de MgCl. e 3 mM de ATP. O pH da soluc¢éo foi ajustado a 7,6 com tampé&o Tris-
HCI 0,1 mM. As amostras foram incubadas durante 60 min a 25°C no escuro. A mesma reacao foi
realizada com 100 pL de sobrenadante e 2,5 mL de uma solugéo salina “B” contendo 83 mM de NaCl,
6 mM de MgCI2, 3 mM de ATP e 1 mM de ouabaina. Ambas as reacdes ocorreram por 1 h, quando
entdo foram paradas pela adicdo de acido tricloroacético 50%. A quantidade de fésforo produzido em
cada reacao foi determinada utilizando-se um kit de reagentes especificos para a determinagdo do
fésforo e a leitura foi realizada a 620 nm. A diferenca na producéo de fésforo entre as duas reacdes foi
entdo considerada como sendo aquela atribuida & atividade da NKA. A concentra¢@o da proteina no
homogeneizado foi determinada colorimetricamente, com base no método de Bradford, usando-se
albumina de soro bovino como padrdo. Logo, a atividade da enzima foi expressa em mmoles Pi/mg

proteina/hora.

Para a determinacdo da composicdo idnica corporal, os microinvertebrados coletados foram
rapidamente (30 s) lavados em agua tipo MilliQ, pesados, anestesiados e eutanasiados. Apds 96 h de
secagem em estufa (70°C), determinou-se o0 peso seco do material e 0 mesmo foi digerido em acido
nitrico 65% (SupraPur®, Merck). A partir das amostras digeridas de microinvertebrados, hemolinfa dos
camardes e plasma dos peixes previamente coletados, as amostras foram apropriadamente diluidas
para a andlise da composi¢cdo ibnica (Ca, K, Mg e Na), a qual foi determinada de acordo com
metodologia EPA 6020A, utilizando-se espectrémetro de massas com plasma indutivamente acoplado
(ICP-MS, Analytic Jena, Alemanha. Os resultados foram expressos em mg/g de peso Umido. No que

se refere a composicao idnica hemolinfatica e plasmatica, os resultados foram expressos em mg/L.

As atividades da lactato desidrogenase (LDH) e malato desidrogenase (MDH) foram analisadas em
homogeneizados das amostras de branquias e figado dos peixes coletados durante o monitoramento

dulcicola. Os homogeneizados foram realizados por maceragcdo mecanica em mistura de tampao
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fosfato de potassio (pH 7,46) e inibidor de protease. Apds centrifugacdo, o sobrenadante obtido foi
utilizado para as analises das atividades da LDH e MDH. A avaliacdo da atividade de LDH foi realizada
através do kit comercial Desidrogenase Latica LDH UV® (Bioclin). Para a determinacéo da atividade
da MDH foram adicionados aos sobrenadantes dos homogeneizados uma solucdo contendo acido
oxaloaceético (0,4 mM), MgCI2 (20 mM), NADH (150 pM) em tampao Tris-HCI (50 mM, pH 7,4). Os
procedimentos para as analises enzimaticas sdo aqueles descritos pelo fabricante Bioclin e Childress
e Somero (1979) para LDH e MDH, respectivamente, e adaptada por Ribeiro et al. (2015). A taxa de
oxidacdo de NADH na reacéo catalisada pelas enzimas foi determinada por espectrofotometria UV a
340 nm. A dosagem de proteinas totais dos homogeneizados foi realizada através do método de

Bradford. As atividades enzimaticas foram expressas em Unidades Enzimaticas/mg de proteina.

A atividade da CAT foi determinada através da andlise do decréscimo da concentracéo de perdxido de
hidrogénio (H202), conforme descrito por Aebi (1984). Por sua vez, a atividade da SOD foi medida
através da taxa de inibicao da auto-oxidagdo do pirogalol, de acordo com o protocolo de Marklund e
Marklund (1974). A dosagem de proteinas totais dos homogeneizados foi realizada através do método

de Bradford. As atividades enzimaticas foram expressas em Unidades Enziméticas/mg de proteina.

A lipoperoxidagdo (LPO) foi determinada no material biolégico utlizando-se um método
espectrofotométrico em microplaca, seguindo as recomendac¢8es do kit comercial TBARS Assay Kit,
(Chayman Chemical). Este método quantifica os danos em lipidios por meio da reacdo do
malondialdeido (MDA), produto da peroxidac¢éo lipidica, com o acido tiobarbitdrico. Esta reacao ocorre
em condicdes de acidez e alta temperatura (95°C), gerando um cromégeno fluorescente. A
fluorescéncia gerada foi medida utilizando-se um espectrofluorimetro (excitagcdo: 520 nm; emisséo: 580
nm). Os dados foram calculados com base em uma curva construida com solucdes padrdo de MDA,
sendo os resultados normalizados em relacdo ao contetudo de proteinas nas amostras, o qual foi
determinado utilizando-se o método de Bradford. Assim, os resultados foram expressos em nmol
MDA/mg proteina.

Os danos oxidativos em proteinas foram determinados de acordo com um kit comercial de reagentes
(OxiSelect™ Protein Carbonyl Fluorometric Assay, MyBiosource). Durante o ensaio, as proteinas
carboniladas (oxidadas) foram inicialmente derivatizadas com um fluoréforo especifico que se liga ao
grupo carbonila da proteina na propor¢céo de 1:1. Apés isso, as proteinas foram precipitadas com acido
tricloroacético (TCA) e o fluoréforo livre removido por meio da lavagem do precipitado proteico com
acetona. Apos a solubilizagao do precipitado proteico em hidrocloreto de guanidina, a absorbancia do
produto proteina-fluoréforo foi determinada fluorimetricamente (emissédo: 485; excitagao: 538 nm) e o
conteddo de proteinas carboniladas calculado. Os resultados foram expressos em nmol PC/mg

proteina.

Inicialmente havia sido estipulada a realizacdo de, pelo menos, duas das cinco metodologias diferentes
previstas para avaliagdo de danos a molécula de DNA (detecgéo de sitios AP através de kit comercial,
ensaio do vermelho neutro, teste de micronlcleo, ensaio cometa, e deteccdo de caspases por

imunohistoquimica). Considerando que todas estas metodologias estdo associadas ao mesmo
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biomarcador de efeito (danos ao DNA) e, portanto, fornecem dados semelhantes, as amostras foram
testadas através de duas técnicas com alta sensibilidade: a andlise de sitios AP e o teste do

microndcleo (MN).

Para a analise de sitios AP (sitios apurinicos/apirimidicos) no material genético, o DNA gendmico foi
previamente isolado utilizando-se um kit de reagentes para isolamento de DNA (Wizard® Genomic
DNA Purification Kit, Promega Corporation). A analise de sitios AP propriamente dita foi realizada
utilizando-se uma sonda capaz de reagir com o grupo aldeido destes sitios, a qual foi detectada por
colorimetria (450 nm) em uma leitora de microplacas. Para tal, foi utilizado um kit de reagentes de
deteccdo de dano de DNA, seguindo-se as instrucdes do fabricante (DNA Damage Detection Kit,
Promokine, Promocell©; ou outro kit similar). Os resultados foram expressos em sitios AP/105 pares de
bases (bp).

Para a avaliacdo do dano no material genético através do teste de micronucleo (MN), foram utilizadas
as amostras de hemolinfa dos crustaceos e de sangue dos peixes. Tais amostras foram coletadas com
seringas (1 mL) munidas de agulhas 21 gauge, para evitar danos as células, e transferidas para tubos,
os quais foram centrifugados em microcentrifuga (1.000 rpm, por 5 min). Apds isso, foram colhidos 50
ML do precipitado de células, com auxilio de uma micropipeta colocada junto ao fundo do tubo. Este
volume de material foi gotejado na lateral da lamina, sendo espalhado por esfregaco com auxilio de
outra lamina. O procedimento foi realizado para cada individuo coletado, com a obtencédo de trés
laminas/individuo, as quais foram secas ao ar e fixadas com solu¢do metanol por cerca de 20 min, com
nova secagem em temperatura ambiente. Em seguida, as lAminas foram coradas com solugdo de
Giemsa 2%, preparada em tampé&o fosfato pH 8,0 (Na2HPO4; KH2PO4), também por 20 min. Apos este
procedimento, as laminas foram lavadas com agua deionizada, secas ao ar e montadas com laminulas
e Entellan® (Merck). Posteriormente, as laminas foram examinadas sob microscépio éptico comum e
as células micronucleadas foram contadas. As trés laminas de cada individuo foram avaliadas em
aumento de 1000 x, com avaliagdo de 1.000 células em cada lamina, sendo, entdo, quantificado o
numero de células micronucleadas por 1.000 células analisadas (frequéncia em %o.). Cabe ressaltar
que, devido as dificuldades metodoldgicas enfrentadas no campo, durante o processamento das
laminas de hemolinfa, as mesmas nao puderam ser devidamente analisadas, visto o reduzido nimero
de hemdcitos e a baixa integridade estrutural destas células, o que inviabilizou a apresentacdo do

resultado de MN para as espécies de crustaceos coletadas nos distintos ambientes monitorados.

Efeitos histopatoldgicos foram avaliados nas amostras de branquias e figado dos peixes. Fragmentos
de figado e branquias foram imersos em solucéo de Bouin por 6 - 8 h, desidratados em concentracdes
crescentes de alcool, diafanizados em xilol e incluidos em paraplast. O material foi seccionado em
micrétomo rotativo. As secgdes obtidas foram coradas com hematoxilina/eosina e tricémio de Mallory.
Algumas laminas foram submetidas & técnica de coloragdo PAS. Para tal, foram banhadas em &acido
periédico 1% por 10 min, lavadas em 4gua destilada e mergulhadas em Reativo de Schiff, por 20 min.
Em seguida, foi realizada uma nova lavagem em agua corrente por 10 min, seguida de coloragcao com
hematoxilina de Harris por 3 min, lavagens em agua destilada, desidratacdo e montagem. As alteracdes

nos figados e branquias foram determinadas de acordo com o método proposto por Bernet e
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colaboradores (1999). Esse método baseia-se na relevancia patoldgica e na extensdo das lesdes
observadas nos érgados analisados. As alterac6es foram classificadas em cinco padrées de reacéo,
onde cada lesdo possui um grau de importancia. O indice do Orgéo (lorg) representa o grau de dano
apresentado pelo 6rgao e foi calculado pela férmula: lorg = Zrp Zalt (a x w), onde: rp = padréo de
reacso, alt = alterag&o, a = extens&o da lesdo e w = grau de importancia. Ja o indice de Reac&o (Irp)
avalia a gravidade das alteracdes identificadas e foi obtido pelo somatério do produto da multiplicagéo
do tamanho da lesdo pela relevancia patolégica (Irp = Zalt (a x w), onde rp = padrao de reagao, alt =
alteracao, a = extensao da lesdo e w = grau de importancia).

Também foram realizadas analises de biomarcadores de desregulagdo enddcrina (vitelogenina e
proteinas da zona radiata) em amostras de plasma sanguineo dos peixes coletados durante o
monitoramento. Para tanto, foi utilizado um kit comercial de reagentes (Semi-Quantitative Biomarker
ELISA Component Kit For Fish Samples, Cayman Chemical), cujo principio de analise utiliza o método
espectrofotométrico ELISA em microplaca.

Ensaios ecotoxicolégicos

Ensaios ecotoxicolégicos foram realizados para classificar amostras de adgua e sedimento, coletadas
na porg¢ao capixaba do Rio Doce, quanto as suas toxicidades. Os pontos de amostragem considerados
foram: RGU-01 e RDO-11, afluente e calha do Rio Doce, respectivamente, localizados em Baixo
Guandu, RDO-13, situado na calha do Rio Doce em Colatina, e RDO-16 localizado na por¢éao estuarina
do Rio Doce. Destes pontos, RDO-11 e RDO-13 foram incluidos na malha amostral para ensaios de
toxicidade a partr do Ano 2, mediante aprovacdo da CTBio (Nota Técnica no
8/2019/CTBIio/DIBIO/ICMBIo [22/03/2019]) (Quadro 2). A avaliagéo toxicoldgica das amostras de agua,
elutriato de sedimento e sedimento total, as quais foram coletadas, armazenadas e preparadas
segundo a norma da ABNT NBR 15469, deu-se por meio de ensaios normatizados com organismos
bioindicadores de diferentes niveis da cadeia trofica, incluindo microalgas, microcrustaceos e peixes
em diferentes estagios de desenvolvimento (Tabela 3). Para o calculo do indice de toxicidade, levou-
se em consideracdo a severidade da resposta observada (Quadro 3) e sensibilidade do organismo
testado (Quadro 4). As respostas subletais foram classificadas como menos severas e a letalidade
como mais severa; enquanto os organismos mais sensiveis foram valorizados, recebendo maior
namero na escala de sensibilidade. A valorizacdo das espécies mais sensiveis é importante para que
0 impacto ndo seja subestimado. Os valores de toxicidade foram usados para classificar as amostras

desde ndo-toxicas até altamente toxicas (Tabela 4).

Vale lembrar que, para cada ponto amostral, esta classificacdo foi feita separadamente para agua e
sedimento, e levou-se em consideracdo a média dos valores de toxicidade resultantes dos diferentes
ensaios realizados com as matrizes ambientais. O mesmo procedimento de classifica¢c&o foi usado para

as amostras coletadas no Ano 1, Ano 2 e Ano 3 nos ambientes dulcicola e marinho.

Com relag@o aos ensaios nas amostras coletadas na Campanha 7 (mar 2021) e Campanha 8 (jul/ago
2022), cabe destacar que, por determinacdo da Fundacdo Renova, os testes agudos e crdnicos com
0s microcrustaceos Ceriodaphnia dubia (ABNT NBR 13373), Daphnia similis (agudo - ABNT NBR
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12713 e crénico — OECD 211) e Hyalella sp (ABNT NBR 15470), e peixes da espécie Danio rerio nos
estagios larval (ABNT NBR 15499) e adultos (ABNT NBR 15088) foram realizados por laboratério
acreditado (Aplysia). Os ensaios realizados com a microalga Raphidoceles subcapitata (ABNT NBR
12648) foram realizados no laboratério de microalgas do Instituto de Ciéncias Biolégicas da FURG, sob
responsabilidade da Equipe de Ecotoxicologia. Vale lembrar que, n as campanhas anteriores, todos o0s
ensaios foram realizados na FURG. E importante ressaltar que no Periodo de Transicdo (set/out 2019
e jan/fev 2020) ndo foram realizados ensaios com embriées do peixe D. rerio (FET TEST, OECD 236),
com anuéncia prévia da CTBio, em funcédo dos resultados obtidos para o Ano 1 terem sido inconclusivos
(Nota Técnica no 8/2019/CTBio/DIBIO/ICMBIo [22/03/2019]). Além disso, foi incorporado o ensaio
crdonico com o microcrustaceo C. dubia, em substituicdo ao ensaio crénico com o microcrustaceo D.
magna (ambos os ensaios foram propostos no Plano de Trabalho). Os ensaios sdo equivalentes do
ponto de vista ecotoxicol6gico, sendo que o ensaio com C. dubia apresenta a vantagem de avaliar a
toxicidade crdnica de forma mais rapida e, portanto, ser mais comumente utilizado. Enquanto os testes
semicrdnicos com C. dubia tem dura¢éo de 7 dias, o ensaio crdonico com D. magna dura 21 dias, porém
em ambos 0s casos se considera a reproducdo (niUmero de neonatos) dos clad6ceros representativos

do zooplancton (Tabela 3).

Quadro 2: Pontos amostrais no Rio Doce e estuario onde foram coletadas amostras de agua e sedimento usadas para 0s
testes de toxicidade realizados no Ano 1 (Campanha 1, periodo chuvoso — set/out 2018 e Campanha 2, periodo chuvoso —
jan/fev 2019), Ano 2 (Campanha 3, periodo chuvoso — set/out 2019 e Campanha 4, periodo chuvoso — jan/fev 2020) e Ano 3
(Campanha 5, periodo chuvoso - jan/fev 2021 e Campanha 6, periodo seco - jul/ago 2021).

AMBIENTE ANO 1 Ano 2 até o presente
RGU-01
RGU-01 RDO-11
Dulcicola
RDO-16 RDO-13
RDO-16
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Tabela 3: Resumo dos ensaios de toxicidade realizados com amostras de agua e sedimento (bruto ou elutriato) coletados na
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malha amostral dulcicola do Tema Ecotoxicologia (ver Quadro 3).

Informa Microalga Microcrustac | Microcrustac | Microcrusta Peixe Peixe
cao eo eo ceo
w, e
=
Espécie =
Raphidocelis Daphnia Hyalella Danio rerio Danio rerio
subcapitatat Ceriodaphnia similis® spp® (larva)? (adulto)*
dubia?
Colecédo de
Cultivo de
Procedé . . . . . .
a2 d Microalgas Cultivo da Cultivo da Cultivo da Cultivo da Cultivo da
ncia do
) Dulciaquicola Empresa Empresa Empresa Empresa Empresa
organis
9 s (CCMD) - Aplysia Aplysia Aplysia Aplysia Aplysia
mo
CHO012 -
ICB/FURG
Agua Agua Agua Agua Agua
Matri Superficial/El | SuperficiallElu | Superficial/Elu | Sedimento Superficial/El | Superficial/El
atriz
utriato de triato de triato de Bruto utriato de utriato de
Sedimento Sedimento Sedimento Sedimento Sedimento
Tipo do . Semicrdnico Agudo/Crbni .
Crdnico Agudo Crdnico Agudo
teste co
Métod ABNT NBR ABNT NBR ABNT NBR ABNT NBR ABNT NBR ABNT NBR
étodo
12648 13373 12713 15470 15499 15088
Duracgéo
do 72 h 7 dias 48 h/21 dias 10 dias 7 dias 48 h
Ensaio
Indicado L Mortalidade/N | Mortalidade/N
Inibicdo da } ; .
r de o umero de umero de Mortalidade/ ) )
o multiplica¢é@o Mortalidade Mortalidade
toxicidad i neonatos neonatos Peso
das algaceas o o
e viaveis viaveis

Legenda: * https://alchetron.com/Raphidocelis-subcapitata; 2 http://cfb.unh.edu; 2Acervo do projeto; * http://zfin.org/.
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Quadro 3: indice de severidade atribuido de acordo com severidade da resposta observada nos ensaios de toxicidade. O

parédmetro mais toxico é classificado com maior valor.

Resposta Observada indice
Letal 2
Subletal (desenvolvimento, crescimento, fecundagéo e reproducéo) 1

Quadro 4: indice de sensibilidade dos organismos de acordo com os modelos biolgicos usados nos ensaios de toxidade. Os
valores séo diretamente relacionados a sensibilidade dos organismos, sendo, portanto, o maior valor atribuido aos organismos

mais sensiveis, e 0 menor valor aos menos sensiveis (mais tolerantes).

Organismo-teste indice de Sensibilidade

Plancton (microalgas, microcrustaceos, embrifes e larvas de peixes)

3
Peixes juvenis 2
Peixes adultos 1

Tabela 4: Classificagdo da amostra com relacéo ao valor de toxicidade.

Valor de Toxicidade

Classificagdo da amostra

26 - 50 Moderadamente téxica
2-25 Levemente toxica
<1 ou NE

Nao toxica

Fonte: Adaptado de Bulich,1982.
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2.3 HISTORICO DE ALTERAGOES E ADAPTACOES DE METODOLOGIAS

As principais modificacdes metodol6gicas envolveram a otimizacdo no volume/massa das amostras
coletadas, de agua, sedimento e biota destinadas as determinacGes de As e metais, a partir da
Campanha 8 (mar 2022), aumentando assim a representatividade da amostra e possibilitando,
minimamente, a andlise em duplicatas, para verificagdo de variacdes e precisao nos resultados. Estas
modificacdes encontram-se descritas na secdo anterior. A partir da Campanha 6 (jul/lago 2021), as
andlises das concentracdes de Al, As, Ca, Cd, Cr, Cu, Fe, Hg, K, Mg, Na, Mn, Ni, Pb e Zn nas amostras
biolégicas passaram a ser realizadas de acordo com metodologia EPA 6020A, utilizando-se

espectrometro de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS, Analytic Jena).

Também houve modificagBes nos ensaios toxicolégicos ao longo do monitoramento. Como ja descrito
anteriormente, no Periodo de Transicao (set/out 2019 e jan/fev 2020) ndo foram realizados ensaios
com embrides do peixe D. rerio (FET TEST, OECD 236), com anuéncia prévia da CTBio, em funcgao
dos resultados obtidos para o Ano 1 terem sido inconclusivos (Nota Técnica no
8/2019/CTBio/DIBIO/ICMBIo [22/03/2019]). Além disso, foi incorporado o ensaio crénico com C. dubia,
em substituicdo ao ensaio crénico com o microcrustaceo D. magna (ambos 0s ensaios foram propostos
no Plano de Trabalho). Os ensaios sdo equivalentes do ponto de vista ecotoxicolégico, sendo que o
ensaio com o microcrustaceo C. dubia apresenta a vantagem de avaliar a toxicidade crénica de forma
mais rapida e, portanto, ser mais comumente utilizado. Enquanto os testes semicrénicos com o
microcrustaceo C. dubia tem duragéo de 7 dias, o ensaio crénico com o microcrustaceo D. magna dura
21 dias, porém em ambos 0s casos se considera a reproducao (nimero de neonatos) dos claddceros

representativos do zooplancton.

3. RESULTADOS DOS INDICADORES

Nesta se¢do sdo apresentados os resultados dos indicadores de qualidade ambiental e da
biodiversidade aquética do Tema, os quais foram desenvolvidos pelo PMBA/Fest a partir de resultados
alcancados ao longo do monitoramento (setembro/2018 — setembro/2022) na area ambiental . E
importante destacar que os indicadores aqui apresentados tém como propdsito apresentar de forma
mais clara e objetiva os resultados, interpretagéo e conclusées do monitoramento ao longo do tempo,
visando destacar informacBes de grande relevancia para o acompanhamento espaco-temporal da
qualidade ambiental e biodiversidade, podendo ser usados como ferramentas de gerenciamento pelos
gestores ambientais. E também a partir destes indicadores, e outros resultados principais, que sio
identificados os impactos de relacdo direta ou indireta com o rompimento da Barragem de Fund&o, em
Mariana (MG).

E importante destacar que os indicadores do PMBA/Fest vém se consolidando ao longo dos quatro
anos de monitoramento e que sempre foram discutidos nos relatdrios técnicos entregues até entao.
Entretanto, a partir do novo modelo de relatério solicitado via oficio SEI n° 85/2022-
CTBio/DIBIO/ICMBIo, proposto via oficio FR.2023.0214 (SEI13515133) e aprovado via oficio SEI

n°4/2023-CTBIo/DIBIO/ICMBIo, a apresentagdo dos resultados se dara exclusivamente a partir da
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apresentacao dos indicadores, acompanhados de legenda estendida com a explicacdo de sua variagdo
espaco-temporal de forma mais direta e objetiva como se segue:

3.1 INDICE DE BIOACUMULACAO (IBR bioacumulag&o)

Figura 1: Andlise de Componentes Principais (PCA) aplicada para os dados de concentracéo de Aluminio (Al), Arsénio (As),
Cadmio (Cd), Cromo (Cr), Cobre (Cu), Ferro (Fe), Mercurio (Hg), Manganés (Mn), Niquel (Ni), Chumbo (Pb) e Zinco (Zn) no
fitoplancton (_f) zooplancton (_z) coletado nas esta¢des amostrais dulcicolas durante a Campanha 7 (periodo chuvoso,
mar/2022). Cédigo dos pontos amostrais: Rio Guandu (RGU-01), Lago do Lim&o (LLM-01), Lago Nova (LNV-01), Lago
Juparand (LJP-01), Lago Palmas (LPA), Lagoa do Areal (LAL-01), Lagoa Monsaras (LMN-01), Rio Doce em Baixo Guandu
(RDO-11), Rio Doce em Colatina (RDO-13), Rio Doce em Linhares (RDO-15) e foz do Rio Doce (RDO-16). Classificagéo por
setores: Afluente (RGU-01), Rio (RDO-11, RDO-13, RDO-15 e RDO-16), Lago (LLM-01, LNV-01, LIJP-01 e LPA-01) e Lagoa
(LAL-01 e LMN-01).
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A PCA demonstra o quanto cada grupo de variaveis explica a variabilidade total dos dados. No presente
caso, 0 primeiro componente responde por 29,6% da variabilidade, enquanto o segundo componente
responde por 25,4% da variabilidade dos dados. Juntos, os dois componentes explicam 53,9% da
variabilidade total dos dados. Essa Figura auxiliam na visualizacao da disposi¢cdo dos pontos amostrais,
em funcéo dos dois principais componentes. A andllise dos quadrantes permite agrupar 0os pontos
amostrais, bem como verificar a relagdo com as varidveis de biocumulagdo de metais e As na
comunidade plancténica. As setas indicam o efeito positivo ou negativo da variavel. Por exemplo, o
guadrante superior direito € caracterizado por altas concentragfes de Ni, Zn, Cu, Cr e Mn no plancton

coletado nas estacdes amostrais RGU-01 e RDO-15. No lado oposto, o quadrante que agrupa a
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comunidade planctdnica coletada nas estacdes amostrais LAL-01, LLM-01 e LNV-01 é caracterizado

por altas concentracdes de Hg e Fe.

Figura 2: Valores médios do indice de bioacumulag&o de metais e As (IBR bioacumulag&o) no plancton (fitoplancton e
zooplancton) coletado nos diferentes setores da malha amostral dulcicola durante a Campanha 1 (set/out 2018 — estagao
seca), Campanha 2 (jan/fev 2019 — estacao chuvosa), Campanha 3 (set/out 2019 — estagdo seca), Campanha 4 (jan/fev 2020 —
estacdo chuvosa), Campanha 5 (jan/fev 2021 — estagcdo chuvosa), Campanha 6 (jul/ago 2021 — estagao seca) e Campanha 7
(mar/2022 - estacao chuvosa). Classificagéo por setores: Afluente (RGU-01), Rio (RDO-11, RDO-13, RDO-15 e RDO-16),
Lago (LLM-01, LNV-01, LJP-01 e LPA-01) e Lagoa (LAL-01 e LMN-01).

14 - Plancton 1 Afluente
EEE Rio
I Lagos
12 I Lagoas

o)

pi

g 10-
g

S5 8
(&)

S

5 67
(1

m

0 A . ﬁiii ﬁi—'r
d O @& S D N
oS S S oS & S S
S 3 S A ¥ N o QA
o o o @ & @ > ©
%Q‘p 8 fb(\ %’Q‘;Q . 'DQ . O{b ,bQ . \g\\ ,\@
R& 8 & N B o8 25

No periodo chuvoso de 2022 (Campanha 7 - mar 2022), foram observados os maiores niveis de
bioacumulacéo de metais, com destaque para o As, Fe, Cr e Pb no plancton (fitoplancton e zooplancton)
nos setores Rio e Lagoas. Também observa-se que 0s setores Lagos e Lagoas apresentaram 0s
maiores valores de IBR bioacumulacdo quando comparados aqueles observados nas campanhas
anteriores, sugerindo um efeito sazonal, possivelmente relacionado com o maior aporte de agua do Rio
Doce para estes ambientes lacustres adjacentes e/ou maior remobilizagdo dos sedimentos neste Gltimo

periodo (Campanha 7 - mar 2022), o qual foi marcado por chuvas intensas na regido monitorada
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Figura 3: Gréficos de radar obtidos a partir do indice de bioacumulagio de metais e As (IBR bioacumulac&o) no plancton
(fitoplancton e zooplancton) coletado nos diferentes setores da malha amostral dulcicola durante a Campanha 1 (set/out 2018 —
estacao seca), Campanha 2 (jan/fev 2019 — estacao chuvosa), Campanha 3 (set/out 2019 — estacdo seca), Campanha 4
(jan/fev 2020 — estagao chuvosa), Campanha 5 (jan/fev 2021 — estacé@o chuvosa), Campanha 6 (jul/ago 2021 — estacéo seca) e
Campanha 7 (mar/ 2022 — estag&o chuvosa), mostrando a variacao espaco temporal de cada metal e contribuicéo destes para
a composicao do indice. Classificagéo por setores: Afluente (RGU-01), Rio (RDO-11, RDO-13, RDO-15 e RDO-16), Lago (LLM-
01, LNV-01, LIP-01 e LPA-01) e Lagoa (LAL-01 e LMN-01).
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Tabela 5: Concentragdo média de metais (mg.Kg-1) em amostras de zooplancton coletadas nos diferentes setores do ambiente dulcicola durante a Campanha 1 (set/out 2018 - periodo seco),
Campanha 2 (jan/fev 2019- periodo chuvoso), Campanha 3 (set/out 2019- periodo seco), Campanha 4 (jan/fev 2020 - periodo chuvoso), Campanha 5 (jan/fev 2021 - periodo chuvoso), Campanha 6
(jul/ago 2021 — periodo seco) e Campanha 7 (mar/ 2022 — periodo chuvoso) do Projeto Ecotoxicologia do PMBA/Fest, comparadas com amostras de zooplancton coletadas na foz do Rio Doce
antes da chegada dos rejeitos oriundos do rompimento da barragem de Fundao (Bianchini, 2019). Concentra¢des dos metais abaixo dos dados pretéritos estdo destacadas em verde, enquanto
concentragfes acima dos valores pretéritos estdo destacadas em vermelho. Classificagdo por setores: Afluente (RGU-01), Rio (RDO-11, RDO-13, RDO-15 e RDO-16), Lago (LLM-01, LNV-01, LIP-
01 e LPA-01) e Lagoa (LAL-01, LMN-01 e LAO-02). Fonte: Bianchini, A. (2019). Monitoramento dos efeitos ecotoxicologicos da pluma de sedimentos oriunda da foz do Rio Doce sobre o ambiente
marinho. Relatério Técnico-Cientifico - FURG/ICMBIo, Rio Grande, RS.

Fonte de Dados Periodo de coleta Localidades Organismo As Cd Cr Cu Fe Mn Pb
Dados pretéritos a ) )
chegada dos Expedicéo ICMBlo Foz do Rio Doce Zooplancton 0.1210 0.0011 0.1500 0.0690 15.5500 6.6840 0.0053
rejeitos (nov/2015)
Afluente 0.1936 0.1073 5.1478 2.2843 123.5623 124.6489 0.0731
Campanha 1 Rio Doce Zooplancton 0.1225 0.1585 0.0253 0.0985 306.1952  0.4602 0.0455
(set/out 2018) Lagos 0.0198 0.0187 0.0315 0.1906 14.1911 0.9178 0.0890
Lagoas 0.1440 0.0256 0.0762 1.1130 229.4271 1.1148 0.0956
Afluente 0.0218 0.0301 0.2721 3.2772 107.3269 20.2887 0.0141
Campanha 2 Rio Doce Zooplancton 0.5198 0.0203 0.0347 55.5461  198.5319 41.1916 0.0227
(jan/fev 2019) Lagos 0.0333 0.0487 0.0490 0.1974 14.7858 2.4845 0.0160
Dados PMBA - Lagoas 0.4786 0.0427 0.0079 10.3561  265.6681  8.7931 0.1698
Fest Afluente 0.0198 0.0694 0.0162 0.3840 27.2844 4.6578 0.0140
(Ecotoxicologia) Campanha 3 Rio Doce Zooplancton 0.1333 0.2177 0.0534 0.5669 50.0551 3.1173 0.0090
(set/out 2019) Lagos 0.1415 0.0452 0.0212 0.2687 12.9926 1.2878 0.0216
Lagoas 0.1369 0.0641 0.2523 6.9925 48.2001  12.3412 0.0119
Afluente 0.0413 0.1461 0.0347 0.8164 2245134 42.8602 0.0819
Campanha 4 Rio Doce Zooplancton 0.1641 0.0412 0.6008 0.5174 143.1363 52.0499 0.1057
(jan/fev 2020) Lagos 0.0821 0.1353 0.0491 0.5448 40.6039 10.3113  0.0243
Lagoas 0.0263 0.1680 0.2923 1.4917 17.7705 2.3541 0.0051
Afluente Zooplancton 0.2298 0.0138 0.0501 0.2265 75.2044 1.9800 0.0861
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Fonte de Dados Periodo de coleta Localidades Organismo As Cd Cr Cu Fe Mn Pb
Rio Doce 0.2879 0.1438 0.4972 2.2510 87.0017  14.8098 0.0213
Campanha 5
) Lagos 0.1290 0.0205 0.0358 0.6341 20.4479 7.0374 0.0573
(jan/fev 2021)
Lagoas 0.0851 0.0292 0.0310 1.5755 9.8632 1.0453 0.0264
Afluente 0.1835 0.1157 0.0463 0.0500 1.4796 0.1183 0.1784
Campanha 6 Rio Doce 0.1534 0.1535 0.2508 0.2840 1.2162 0.2770 0.2211
) Zooplancton
(jan/fev 2021) Lagos 0.0719 0.0208 0.1409 0.3441 22.6193  12.6890 1.2953
Lagoas 0.2464 0.2513 0.2394 0.5129 11.9390 0.2645 0.3801
Afluente 0.0050 0.0140 3.9060 0.9089 31.6494  61.2347 0.5453
Campanha 7 Rio Doce 20003 0.5661 0.0108 5.0498 1.6957 85.2499  40.6163  11.6955
ooplancton
(mar/ 2022) Lagos P 0.1504 0.0151 1.3972 0.4293 147.9425 13.4954  11.3352
Lagoas 0.4362 0.0158 1.2212 0.9551 148.5089 12.5587 13.4984
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Figura 4: Andlise de Componentes Principais (PCA) aplicada para os dados de concentracéo de Aluminio (Al), Arsénio (As),
Céadmio (Cd), Cromo (Cr), Cobre (Cu), Ferro (Fe), Mercurio (Hg), Manganés (Mn), Niquel (Ni), Chumbo (Pb) e Zinco (Zn) em
branquias (_b) e hepatopancreas (_h) de camardes coletados nas estacdes amostrais dulcicolas durante a Campanha 7
(periodo chuvoso, mar/2022). Cadigo dos pontos amostrais: Rio Guandu (RGU-01), Lago Nova (LNV-01), Lago do Lim&o (LLM-
01), Lago Juparand (LJP-01), Lago Palmas (LPA-01), Lagoa do Areal (LAL-01), Lagoa Monsaras (LMN-01), Rio Doce em Baixo
Guandi (RDO-11), Rio Doce em Colatina (RDO-13), Rio Doce em Linhares (RDO-15) e foz do Rio Doce (RDO-16).
Classificagéo por setores: Afluente (RGU-01), Rio (RDO-11, RDO-13, RDO-15 e RDO-16), Lago (LLM-01, LNV-01, LJP-01 e
LPA-01) e Lagoa (LAL-01 e LMN-01).
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A PCA demonstra o quanto cada grupo de variaveis explica a variabilidade total dos dados. No presente
caso, o primeiro componente responde por 33% da variabilidade, enquanto o segundo componente
responde por 20,4% da variabilidade dos dados. Juntos, os dois componentes explicam 53,4% da
variabilidade total dos dados. Essa Figura auxilia na visualizacdo da disposicao dos pontos amostrais,
em funcdo dos dois principais componentes. A andlise por quadrantes permite agrupar 0os pontos
amostrais, bem como verificar a relagdo com as variaveis de biocumulacao de metais e As nos tecidos
de camardes dulcicolas. A ordenagéo gerada pela PCA com os resultados de metais e As nos tecidos
de camardes coletados durante o periodo chuvoso de 2022 (Campanha 7 - mar 2022) evidenciou um
perfil de contaminacéo difuso, onde os diferentes elementos estiveram associados a diferentes pontos
da malha amostral dulcicola. Por exemplo, as concentracbes de Fe e Hg nas branquias e
hepatopéncreas estiveram melhor associadas aos pontos de amostragem no Lago Limao (LLM-01),
Lago Nova (LNV-01), Lagoa Areal (LAL-01) e Rio Guandu (RGU-01), enquanto as concentracdes de
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Cr, Pb e Ni, em ambos os tecidos e de Al e As no hepatopéncreas mostraram-se melhor associadas
aos pontos de amostragem no Lago Palmas (LPA-01), Juparana (LJP-01) e Rio Doce, em Colatina
(RDO-13). Ja as concentrac8es de As e Cd nas branquias mostraram uma melhor relacdo com o ponto
de amostragem na Lagoa Monsaras (LMN-01) e com os pontos de amostragem no Rio Doce em Baixo
Guandu (RDO-11) e em seu estuéario (RDO-16).

Figura 5: Andlise de Componentes Principais (PCA) aplicada para os dados de concentracéo de Aluminio (Al), Arsénio (As),
Céadmio (Cd), Cromo (Cr), Cobre (Cu), Ferro (Fe), Mercurio (Hg), Manganés (Mn), Niquel (Ni), Chumbo (Pb) e Zinco (Zn) em
branquias (_b) e hepatopancreas (_h) de peixes do grupo tréfico | (herbivoros/onivoros) coletados nas estagGes amostrais
dulcicolas durante a Campanha 7 (periodo chuvoso, mar/2022). Cédigo dos pontos amostrais: Rio Guandu (RGU-01), Lago
Nova (LNV-01), Lago do Limé&o (LLM-01), Lago Juparand (LJP-01), Lago Palmas (LPA-01), Lagoa do Areal (LAL-01), Lagoa
Monsaras (LMN-01), Rio Doce em Baixo Guandu (RDO-11), Rio Doce em Colatina (RDO-13), Rio Doce em Linhares (RDO-15)
e foz do Rio Doce (RDO-16). Classificacao por setores: Afluente (RGU-01), Rio (RDO-11, RDO-13, RDO-15 e RDO-16), Lago
(LLM-01, LNV-01, LJP-01 e LPA-01) e Lagoa (LAL-01 e LMN-01). A PCA demonstra o quanto cada grupo de variaveis explica
a variabilidade total dos dados.
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No presente caso, o primeiro componente responde por 38,4% da variabilidade, enquanto o segundo
componente responde por 15,3% da variabilidade dos dados. Juntos, os dois componentes explicam
53,7% da variabilidade total dos dados. Essa Figura auxilia na visualizacéo da disposi¢do dos pontos
amostrais, em funcdo dos dois principais componentes. A analise por quadrantes permite agrupar 0s
pontos amostrais, bem como verificar a relacdo com as variaveis de biocumulacdo de metais e As nos
tecidos dos peixes onivoros. Um padréo difuso de bioacumulacao pode ser observado nas espécies de
peixes agrupadas na guilda dos onivoros/herbivoros, onde as concentracdes de diferentes elementos
mostraram-se melhor associadas a diferentes pontos da malha amostral dulcicola, ndo sendo possivel

estabelecer um padrdo espacial claro de bioacumulagéo.
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Figura 6: Andlise de Componentes Principais (PCA) aplicada para os dados de concentracéo de Aluminio (Al),
Arsénio (As), Cadmio (Cd), Cromo (Cr), Cobre (Cu), Ferro (Fe), Mercurio (Hg), Manganés (Mn), Niquel (Ni), Chumbo (Pb) e
Zinco (Zn) em branquias (_b) e hepatopancreas (_h) de peixes do grupo tréfico Il (carnivoros) coletados nas esta¢des
amostrais dulcicolas durante a Campanha 7 (periodo chuvoso, mar/2022). Cédigo dos pontos amostrais: Rio Guandu (RGU-
01), Lago Nova (LNV-01), Lago do Lim&o (LLM-01), Lago Juparand (LJP-01), Lago Palmas (LPA-01), Lagoa do Areal (LAL-01),
Lagoa Monsaras (LMN-01), Rio Doce em Baixo Guandi (RDO-11), Rio Doce em Colatina (RDO-13), Rio Doce em Linhares
(RDO-15) e foz do Rio Doce (RDO-16). Classificagao por setores: Afluente (RGU-01), Rio (RDO-11, RDO-13, RDO-15 e RDO-
16), Lago (LLM-01, LNV-01, LJP-01 e LPA-01) e Lagoa (LAL-01 e LMN-01). A PCA demonstra o quanto cada grupo de

variaveis explica a variabilidade total dos dados.
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No presente caso, o primeiro componente responde por 37,2% da variabilidade, enquanto o segundo
componente responde por 23,4% da variabilidade dos dados. Juntos, os dois componentes explicam
60,6% da variabilidade total dos dados. Essa Figura auxilia na visualizagdo da disposicdo dos pontos
amostrais, em funcdo dos dois principais componentes. A analise por quadrantes permite agrupar os
pontos amostrais, bem como verificar a relacdo com as variaveis de biocumulacao de metais e As nos
tecidos de peixes carnivoros. Para a guilda de peixes carnivoros, alguns agrupamentos gerados pela
PCA sao mais evidentes. Por exemplo, as concentragfes de Fe e Hg no figado e branquias dos peixes
estiveram melhor associadas aos pontos amostrais no Lago Limdo (LLM-01), Lago Nova (LNV-01),
Lagoa Areal (LAL-01) e Rio Doce em Linhares (RDO-15), enquanto as concentracdes de Ni e Cr, em

ambos os tecidos, mostraram melhor associacdo com 0s pontos amostrais nos Lagos Juparana (LJP-
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01) e Palmas (LPA-01), enquanto as concentracfes de Cu, Cd, Zn, As e Pb nas branquias e de Mn e
Zn no figado estiveram melhor associadas aos pontos de amostragem na Lagoa Monsaras (LMN-01)

e na regiao estuarina do Rio Doce (RDO-16).

Figura 7: Anélise de Componentes Principais (PCA) aplicada para os dados de concentracéo dos elementos Aluminio (Al),
Arsénio (As), Cadmio (Cd), Cromo (Cr), Cobre (Cu), Ferro (Fe), Mercurio (Hg), Manganés (Mn), Niquel (Ni), Chumbo (Pb) e
Zinco (Zn) em larvas de quironomideos coletadas nas estagdes amostrais do ambiente dulcicola e estuario durante a
Campanha 7 (periodo chuvoso, mar 2022). Os simbolos representam os individuos utilizados na andlise categorizados por
localidade. Codigo dos pontos amostrais: Rio Guandu (RGU-01), Lago do Liméo (LLM-01), Lago Nova (LNV-01), Lago
Juparana (LJP-01), Lago Palmas (LPA), Lagoa Monsaras (LMN-01), Rio Doce em Baixo Guandu (RDO-11), Rio Doce em
Colatina (RDO-13) e Rio Doce em Linhares (RDO-15). Classificagéo por setores: Afluente (RGU-01), Rio (RDO-11, RDO-13,
RDO-15 e RDO-16), Lagos (LLM-01, LNV-01, LJP-01 e LPA-01) e Lagoas (LAL-01, LMN-01 e LAO-02). A PCA demonstra o

guanto cada grupo de variaveis explica a variabilidade total dos dados.
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No presente caso, 0 primeiro componente responde por 45% da variabilidade, enquanto o segundo
componente responde por 20,9% da variabilidade dos dados. Juntos, os dois componentes explicam
65,9% da variabilidade total dos dados. Essa Figura auxilia na visualizacdo da disposicdo dos pontos
amostrais, em fungdo dos dois principais componentes. A andlise por quadrantes permite agrupar 0s
pontos amostrais, bem comoverificar a relagdo com as variaveis de biocumulacdo de metais e As nas
larvas de quironomideos. De maneira geral, a ordenacgédo gerada pela PCA indiciou um padréo difuso

de bioacumulacéo.
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3.2 INDICE DE RESPOSTA BIOLOGICA (IBR biomarcador)

Figura 8: Andlise de Componentes Principais (PCA) aplicada para os biomarcadores de lipoperoxidagédo (LPO) e concentragdo
de metalotioneinas (MT) no fitoplancton (_f) e zooplancton (_z) coletados nas estag6es amostrais do ambiente dulcicola e
estuario durante a Campanha 7 (periodo chuvoso, mar 2022). Os simbolos representam os individuos utilizados na anélise

categorizados por localidade. Cédigo dos pontos amostrais: Rio Guandu (RGU-01), Lago do Limé&o (LLM-01), Lago Nova (LNV-

01), Lago Juparand (LJP-01), Lago Palmas (LPA), Lagoa do Areal (LAL-01), Lagoa Monsaras (LMN-01), Rio Doce em Baixo
Guandu (RDO-11), Rio Doce em Colatina (RDO-13), Rio Doce em Linhares (RDO-15) e foz do Rio Doce (RDO-16).
Classificagéo por setores: Afluente (RGU-01), Rio (RDO-11, RDO-13 e RDO-15), Lago (LLM-01, LNV-01, LIP-01 e LPA-01) e
Lagoa (LAL-01).
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A PCA demonstra o quanto cada grupo de variaveis explica a variabilidade total dos dados. No presente
caso, o0 primeiro componente responde por 63% da variabilidade, enquanto o segundo componente
responde por 29,6% da variabilidade dos dados. Juntos, os dois componentes explicam 92,6% da
variabilidade total dos dados. Essa Figura auxilia na visualizacdo da disposi¢do dos pontos amostrais,
em funcdo dos dois principais componentes. A andlise por quadrantes permite agrupar 0s pontos
amostrais, bem como verificar a relagdo com as variaveis biolégicas (respostas de biomarcadores) na
comunidade plancténica. As setas indicam o efeito positivo ou negativo da variavel. Por exemplo, o
guadrante superior direito é caracterizado por altos valores lipoperoxidacéo (LPO) no plancton coletado
na estacdo RDO-16. No quadrante inferior direito, pode ser observado o agrupamento da comunidade
planctbnica coletada nas estacfes amostrais RGU-01 e RDO-13, o qual est4 caracterizado por um
aumento na concentracdo de metalotioneinas (MTs), moléculas responséaveis pela detoxificacdo de

metais
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Figura 9: Valores médios do indice de Resposta Bioldgica (IBR biomarcador) no plancton (fitoplancton e zooplancton) coletado
na malha amostral do ambiente dulcicola durante a Campanha 1 (set/out 2018 — estagao seca), Campanha 2 (jan/fev 2019 —
estacao chuvosa), Campanha 3 (set/out 2019 — estacao seca), Campanha 4 (jan/fev 2020 — estacéo chuvosa), Campanha 5
(jan/fev 2021 — estacéo chuvosa), Campanha 6 (jul/ago 2021 — estagéo seca) e Campanha 7 (mar 2022 — estacao chuvosa).
Classificagéo por setores: Afluente (RGU-01), Rio (RDO-11, RDO-13 e RDO-15), Lago (LLM-01, LNV-01, LIP-01 e LPA-01) e

Lagoa (LAL-01).
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O IBR biomarcador mostrou um aumento da resposta bioldgica dos organismos plancténicos coletados
nos setores Rio e Afluente nas Ultimas campanhas avaliadas: periodo seco 2021 (Campanha 6 - jul/ago
2021) e periodo chuvoso de 2022 (Campanha 7 - mar 2022)
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Figura 10: Gréficos de radar obtidos a partir do indice de Resposta Bioldgica (IBR biomarcador) no plancton (fitoplancton e
zooplancton) coletado na malha amostral do ambiente dulcicola (Afluente: RGU-01; Rio: RDO-11, RDO-13; RDO-15 e RDO-
16; Lagos: LLM-01; LPA; LIP-01 e LNV-01; Lagoas: LAL-01 e LMN-01) durante a Campanha 1 (set/out 2018 — estacao seca),

Campanha 2 (jan/fev 2019 — estagao chuvosa), Campanha 3 (set/out 2019 — estac¢éo seca), Campanha 4 (jan/fev 2020 —
estacao chuvosa), Campanha 5 (jan/fev 2021 — estac¢éo chuvosa), Campanha 6 (jul/ago 2021 — estacéo seca) e Campanha 7
(mar 2022 — estagéo chuvosa) mostrando a variagdo espaco temporal de cada biomarcador e contribuicdo destes para a
composicdo do indice. Classificagdo por setores: Afluente (RGU-01), Rio (RDO-11, RDO-13 e RDO-15), Lago (LLM-01, LNV-
01, LIP-01 e LPA-01) e Lagoa (LAL-01).
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O IBR biomarcador mostrou um aumento da resposta biolégica dos organismos planctonicos coletados
nos setores Rio e Afluente nas Ultimas campanhas avaliadas: periodo seco 2021 (Campanha 6 - jul/ago
2021) e periodo chuvoso de 2022 (Campanha 7 - mar 2022).

Figura 11: Anélise de Componentes Principais (PCA) aplicada para os biomarcadores lipoperoxidagao (LPO) nas branquias
(LPO_b) e no hepatopancreas (LPO_h, concentragdo de metalotioneinas no hepatopancreas (MT_h), oxidag&o de proteinas no
musculo (PCO), atividade da Na+,K+-ATPase nas branquias (NKA_b) e dano no DNA em hemdcitos (AP) em camarfes
coletados durante a Campanha 7 (periodo chuvoso, mar 2022). Os simbolos representam os individuos utilizados na anélise
categorizados por localidade. Cédigo dos pontos amostrais: Rio Guandu (RGU-01), Lago Palmas (LPA-01), Lago do Lim&o
(LLM-01), Lago Nova (LNV-01), Lago Juparand (LJP-01), Lagoa do Areal (LAL-01), Lagoa Monsaras (LMN-01), Rio Doce em
Baixo Guandu (RDO-11), Rio Doce em Colatina (RDO-13), Rio Doce em Linhares (RDO-15) e foz do Rio Doce (RDO-16).
Classificagao por setores: Afluente (RGU-01), Rio (RDO-11, RDO-13 e RDO-15), Lago (LLM-01, LNV-01, LJP-01 e LPA-01) e
Lagoa (LAL-01).
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A PCA demonstra o quanto cada grupo de variaveis explica a variabilidade total dos dados. No presente
caso, o primeiro componente responde por 37,5% da variabilidade, enquanto o segundo componente
responde por 22,4% da variabilidade dos dados. Juntos, os dois componentes explicam 59,9% da
variabilidade total dos dados. Essa Figura auxilia na visualizacdo da disposi¢do dos pontos amostrais,
em funcdo dos dois principais componentes. A andlise por quadrantes permite agrupar 0os pontos
amostrais, bem como verificar a relacao com as variaveis bioldgicas (respostas de biomarcadores) nos

camardes dulcicolas. As setas indicam o efeito positivo ou negativo da variavel.
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Figura 12: Valores médios do indice de Resposta Bioldgica (IBR biomarcador) para camardes coletados na malha amostral do
ambiente dulcicola durante a Campanha 1 (set/out 2018 — estacdo seca), Campanha 2 (jan/fev 2019 — estacéo chuvosa),
Campanha 3 (set/out 2019 — estacéo seca), Campanha 4 (jan/fev 2020 — esta¢do chuvosa), Campanha 5 (jan/fev 2021 —
estagao chuvosa), Campanha 6 (jul/ago 2021 — estagdo seca) e Campanha 7 (mar 2022 — estacdo chuvosa). Classificagéo por
setores: Afluente (RGU-01), Rio (RDO-11, RDO-13, RDO-15 e RDO-16), Lagos (LLM-01, LNV-01, LIJP-01 e LPA-01) e Lagoas
(LAL-01, LMN-01 e LAO-02)..

25
[ Afluente Camaroes
I Rio
20 — B Lagos
I Lagoas
S
o
©
S 15 -
L "
©
£
o
LQ 10 4
(1
=
5 il
O T
o
Q'\‘b\ Q\OJ\ Q\O)\ Q'LQ\ 3 Qq/'\\ Qq/\\ 5
¥ \\‘lx <V \\‘lz 09\ Q‘L oq’ &
QOO {@ QOO \5\0 ’b@ \;\e, P \q,
S & ¢ & & & & &
N YV o ™ #Q o o AR

Nos camardes, os valores médios e perfis do IBR biomarcador foram semelhantes no periodo seco de
2021 (Campanha 6 - jul/ago 2021) e periodo chuvoso de 2022 (Campanha 7 - mar 2022), mas com
destaque para o setor Lagos, que apresentou 0os maiores valores do indice. A contribuicdo de cada
biomarcador para a composicao do resultado do indice pode ser visualizada na Figura 13
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Figura 13: Gréficos de radar obtidos a partir do indice de Resposta Bioldgica (IBR biomarcador) para camardes coletados na
malha amostral do ambiente dulcicola durante a Campanha 1 (set/out 2018 — estacéo seca), Campanha 2 (jan/fev 2019 —
estacao chuvosa), Campanha 3 (set/out 2019 — estacao seca), Campanha 4 (jan/fev 2020 — estacéo chuvosa), Campanha 5
(jan/fev 2021 — estacéo chuvosa), Campanha 6 (jul/ago 2021 — estagéo seca) e Campanha 7 (mar 2022 — estacao chuvosa),
mostrando a variagdo espaco temporal de cada biomarcador e contribuigdo destes para a composicéo do indice. Classificagdo
por setores: Afluente (RGU-01), Rio (RDO-11, RDO-13, RDO-15 e RDO-16), Lagos (LLM-01, LNV-01, LJP-01 e LPA-01) e
Lagoas (LAL-01, LMN-01 e LAO-02).
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Nos camardes, os valores médios e perfis do IBR biomarcador foram semelhantes no periodo seco de
2021 (Campanha 6 - jul/ago 2021) e periodo chuvoso de 2022 (Campanha 7 - mar 2022), mas com
destaque para 0 setor Lagos, que apresentou 0os maiores valores do indice. Com relacdo a contribuicédo
dos diferentes biomarcadores, é notavel o aumento de danos no DNA (sitios AP) e a diminuicdo da
atividade da NKA nas branquias desses crustaceos durante o ultimo periodo chuvoso (Campanha 7 -
mar 2022). Cabe ressaltar que neste ultimo periodo monitorado, foram observados niveis mais
elevados de danos DNA (sitios AP) nos organismos coletados nos setores Rio, Lagos e Lagoas, sendo
este resultado inédito no ambito do presente monitoramento. Também se destaca o aumento observado
no nivel de lipoperoxidacdo (LPO) no hepatopancreas dos camardes coletados no setor Lagos nas
duas ultimas campanhas (Campanha 6 - jul/ago 2021 e Campanha 7 - mar 2022), indicando uma

intensificacdo temporal dos danos oxidativos em crustaceos destes ecossistemas lacustres.

Figura 14: Andlise de Componentes Principais (PCA) aplicada para os biomarcadores lipoperoxidagdo (LPO) e concentracédo
de metalotioneinas (MT) no figado, oxidagéo de proteinas (PCO) no musculo, dano no DNA (AP) no sangue, atividade das
enzimas catalase (CAT), lactato desidrogenase (LDH) e malato-desidrogenase (MDH) no figado (_f) e branquias (_b), e indice
de alterages histoldgicas nas branquias (IL_b) e no figado (IL_f) de peixes do grupo | (onivoros/herbivoros) coletados durante
a Campanha 7 (periodo chuvoso, mar 2022). Cédigo dos pontos amostrais: Rio Guandu (RGU-01), Lago do Lim&o (LLM-01),
Lago Nova (LNV-01), Lago Juparana (LJP-01), Lago Palmas (LPA), Lagoa do Areal (LAL-01), Lagoa Monsaras (LMN-01), Rio
Doce em Baixo Guandu (RDO-11), Rio Doce em Colatina (RDO-13), Rio Doce em Linhares (RDO-15) e foz do Rio Doce (RDO-
16). Classificacéo por setores: Afluente (RGU-01), Rio (RDO-11, RDO-13, RDO-15 e RDO-16), Lagos (LLM-01, LNV-01, LIP-
01 e LPA-01) e Lagoas (LAL-01, LMN-01 e LAO-02).
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A PCA demonstra o quanto cada grupo de variaveis explica a variabilidade total dos dados. No presente
caso, o primeiro componente responde por 24,4% da variabilidade, enquanto o segundo componente
responde por 21,3% da variabilidade dos dados. Juntos, os dois componentes explicam 45,7% da
variabilidade total dos dados. Essa Figura auxilia na visualizar da disposi¢cdo dos pontos amostrais, em
funcdo dos dois principais componentes. A analise por quadrantes permite agrupar 0s pontos
amostrais, bem como verificar a relagdo com as variaveis bioldgicas (respostas de biomarcadores) nos

peixes onivoros/herbivoros. As setas indicam o efeito positivo ou negativo da variavel.

Figura 15: Anélise de Componentes Principais (PCA) aplicada para os biomarcadores lipoperoxidagao (LPO) e concentracéo
de metalotioneinas (MT) no figado, oxidacéo de proteinas (PCO) no musculo, dano no DNA (AP) no sangue, atividade das
enzimas catalase (CAT), lactato desidrogenase (LDH) e malato-desidrogenase (MDH) no figado (_f) e branquias (_b), e indice
de alteragGes histoldgicas nas branquias (IL_b) e no figado (IL_f) de peixes do grupo Il (carnivoros) coletados durante a
Campanha 7 (periodo chuvoso, mar 2022). Cédigo dos pontos amostrais: Rio Guandu (RGU-01), Lago do Limé&o (LLM-01),
Lago Nova (LNV-01), Lago Juparana (LJP-01), Lago Palmas (LPA), Lagoa do Areal (LAL-01), Lagoa Monsaras (LMN-01), Rio
Doce em Baixo Guandu (RDO-11), Rio Doce em Colatina (RDO-13), Rio Doce em Linhares (RDO-15) e foz do Rio Doce (RDO-
16). Classificacéo por setores: Afluente (RGU-01), Rio (RDO-11, RDO-13, RDO-15 e RDO-16), Lagos (LLM-01, LNV-01, LIP-
01 e LPA-01) e Lagoas (LAL-01, LMN-01 e LAO-02).
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A PCA demonstra o quanto cada grupo de variaveis explica a variabilidade total dos dados. No presente
caso, o primeiro componente responde por 40,7% da variabilidade, enquanto o segundo componente
responde por 17,7% da variabilidade dos dados. Juntos, os dois componentes explicam 58,4% da
variabilidade total dos dados. Essa Figura auxilia na visualizacdo da disposi¢do dos pontos amostrais,
em funcdo dos dois principais componentes. A andlise por quadrantes permite agrupar 0s pontos
amostrais, bem como verificar a relagdo com as variaveis biolégicas (respostas de biomarcadores) nos

peixes carnivoros. As setas indicam o efeito positivo ou negativo da variavel
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Figura 16: Valores médios do indice de Resposta Bioldgica (IBR biomarcador) nos peixes (onivoros / herbivoros e carnivoros)
coletados na malha amostral do ambiente dulcicola durante a Campanha 1 (set/out 2018 — estag&o seca), Campanha 2
(jan/fev 2019 — estagdo chuvosa), Campanha 3 (set/out 2019 — estagdo seca), Campanha 4 (jan/fev 2020 — estagdo chuvosa),
Campanha 5 (jan/fev 2021 — estagao chuvosa), Campanha 6 (jul/ago 2021 — estagao seca) e Campanha 7 (mar 2022 —
estacao chuvosa). Classificagéo por setores: Afluente (RGU-01), Rio (RDO-11, RDO-13, RDO-15 e RDO-16), Lagos (LLM-01,
LNV-01, LIP-01 e LPA-01) e Lagoas (LAL-01, LMN-01 e LAO-02).
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Foi observado um aumento gradual no valor médio do IBR biomarcador para os organismos coletados
no setor Rio e, de maneira mais sutil, para aqueles coletados nos setores Lagos e Lagoas, ao longo de
todo 0 monitoramento (2018 a 2022). Semelhante ao que foi observado para os camardes, 0s peixes
coletados no setor Lagos no periodo chuvoso de 2022 (Campanha 7 - mar 2022) apresentaram maior
nivel de efeito biolégico, em relacdo aqueles coletados demais setores. Este resultado se deve

principalmente ao aumento observado no conteldo de metalotioneinas no figado destes animais

(Figura 17).
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Figura 17: Gréficos de radar obtidos a partir do indice de Resposta Biolégica (IBR biomarcador) nos peixes (onivoros /
herbivoros e carnivoros) coletados na malha amostral do ambiente dulcicola durante a Campanha 1 (set/out 2018 — estagao
seca), Campanha 2 (jan/fev 2019 — estacao chuvosa), Campanha 3 (set/out 2019 — estagdo seca), Campanha 4 (jan/fev 2020 —
estacdo chuvosa), Campanha 5 (jan/fev 2021 — estagcdo chuvosa), Campanha 6 (jul/ago 2021 — estagao seca) e Campanha 7
(mar 2022 - estacdo chuvosa), mostrando a variagédo espaco temporal de cada biomarcador e contribuicdo destes para a
composicao do indice. Classificac&o por setores: Afluente (RGU-01), Rio (RDO-11, RDO-13, RDO-15 e RDO-16), Lagos (LLM-
01, LNV-01, LIP-01 e LPA-01) e Lagoas (LAL-01, LMN-01 e LAO-02).
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Particularmente no periodo chuvoso de 2022 (Campanha 7 - mar 2022), os peixes coletados no setor
Lagos apresentaram maior nivel de efeito biolégico, em relacdo aqueles coletados nos demais setores.
Os resultados indicam um aumento no conteddo de metalotioneinas no figado dos organismos
coletados na ultima campanha de monitoramento (Campanha 7 - mar 2022), como uma possivel

estratégia para detoxificagdo dos metais que foram bioacumulados.

Figura 18: Analise de Componentes Principais (PCA) aplicada para os dados biomarcadores (lipoperoxidagéo [LPO] e atividade
da Na+,K+-ATPase [NKA]) em larvas de quironomideos coletadas nas estagGes amostrais do ambiente dulcicola e estuério
durante a Campanha 7 (periodo chuvoso, mar 2022). Os simbolos representam os individuos utilizados na analise
categorizados por localidade. Cédigo dos pontos amostrais: Rio Guandu (RGU-01), Lago do Limé&o (LLM-01), Lago Nova (LNV-
01), Lago Juparana (LJP-01), Lago Palmas (LPA), Lagoa Monsaras (LMN-01), Rio Doce em Baixo Guandu (RDO-11), Rio
Doce em Colatina (RDO-13) e Rio Doce em Linhares (RDO-15). Classificagdo por setores: Afluente (RGU-01), Rio (RDO-11,
RDO-13, RDO-15 e RDO-16), Lagos (LLM-01, LNV-01, LJP-01 e LPA-01) e Lagoas (LAL-01, LMN-01 e LAO-02). A PCA

demonstra o quanto cada grupo de variaveis explica a variabilidade total dos dados.
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No presente caso, o primeiro componente responde por 69,2% da variabilidade, enquanto o segundo
componente responde por 30,8% da variabilidade dos dados. Juntos, os dois componentes explicam
91% da variabilidade total dos dados. Essa Figura auxilia na visualizacdo da disposicdo dos pontos
amostrais, em fungdo dos dois principais componentes. A andlise por quadrantes permite agrupar os
pontos amostrais, bem como verificar a relagdo com as variaveis biolégicas (respostas de

biomarcadores) nas larvas de quironomideos. As setas indicam o efeito positivo ou negativo da variavel.
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3.3 DIVERSIDADE MICROBIANA

Figura 19: Classificagédo taxondmica da comunidade microbiolégica de amostras de agua superficial coletadas na malha
amostral dulcicola durante a Campanha 7 (periodo chuvoso, mar 2022). Sdo mostradas as abundancias relativas dos géneros
bacterianos mais encontrados, enquanto os menos abundantes s&o identificados como “Outros”. Cédigo dos pontos amostrais:
Rio Guandu (RGU-01), Lago do Limé&o (LLM-01), Lago Nova (LNV-01), Lago Juparand (LJP-01), Lago Palmas (LPA), Lagoa do
Areal (LAL-01), Lagoa Monsaras (LMN-01), Rio Doce em Baixo Guandu (RDO-11), Rio Doce em Colatina (RDO-13), Rio Doce

em Linhares (RDO-15) e foz do Rio Doce (RDO-16).
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A analise de abundancia relativa dos géneros encontrados em agua de superficie da porcao dulcicola
durante o ultimo periodo chuvoso (Campanha 7, mar 2022), revelou predominancia dos géneros
bacterianos Acinetobacter e Deinococcus, seguidos por hgcl clade e Cyanobium PCC-6307,
respectivamente. Os géneros Acinetobacter e Deinococcus somente ndo foram observados em elevada
abundancia nas estacdes amostrais RDO-13 (Rio Doce, Colatina) e LPA (Lago Palmas), onde hgcl
clade e Cyanobium PCC-6307 tiveram maior prevaléncia. Destaca-se também a semelhanca na
distribuicdo das comunidades bacterianas nas esta¢cfes amostrais RGU-01 (Rio Guandu) e LLM-01

(Lago do Limao), principalmente pela elevada prevaléncia de Micrococcaceae e Cloacibacterium.
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Figura 20: Classificagdo taxonémica da comunidade microbiolégica de amostras de dgua de fundo coletadas na malha
amostral dulcicola durante a Campanha 7 (periodo chuvoso, mar 2022). Sdo mostradas as abundancias relativas dos géneros
bacterianos mais encontrados, enquanto os menos abundantes s&o identificados como “Outros”. Cédigo dos pontos amostrais:
Rio Guandu (RGU-01), Lago do Limao (LLM-01), Lago Nova (LNV-01), Lago Juparand (LJP-01), Lago Palmas (LPA), Lagoa do
Areal (LAL-01), Lagoa Monsaras (LMN-01), Rio Doce em Baixo Guandu (RDO-11), Rio Doce em Colatina (RDO-13), Rio Doce

em Linhares (RDO-15) e foz do Rio Doce (RDO-16).

RDO16

LMN-01
M g_ Cyanobium_PCC-6307

LAL-01 W g_ Acinetobacter

Mg hgcl clade

RDO15 mf__Micrococcaceae

W g__Deinococcus

Ljp-01 W g__Exiguobacterium

B f__Comamonadaceae

LNV-01 M g_ Novosphingobium

W g_ Aerococcus

LPA g__SL56_marine_group
g__Sporichthyaceae

LLM-01 g__Methylocystis
g__Nocardioides

RDO13 f__Sporichthyaceae

g__Methylorosula

RDO11
Outros

RGU-01

o
X

10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

Para agua de fundo, foi observado um padréo distinto daquele visto para a agua de superficie. Nas
amostras de agua de fundo, Cyanobium PCC-6307 foi o taxon dominante, seguido por Acinetobacter,
hgcl_clade e Micrococcaceae, respectivamente. Cyanobium PCC-6307 representou 56 e 39% da
populacdo bacteriana nas estacdes amostrais LNV-01 (Lago Nova) e LJP-01 (Lago Juparand),
respectivamente, enquanto 55% da comunidade microbiolégica na estacdo amostral RDO-16 (Rio
Doce, estuario) foi representada por Acinetobacter.
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Figura 21: Classificagdo taxonémica da comunidade microbioldgica de amostras de sedimento coletadas na malha amostral
dulcicola durante a Campanha 7 (periodo chuvoso, mar 2022). Sdo mostradas as abundancias relativas dos géneros
bacterianos mais encontrados, enquanto os menos abundantes séo identificados como “Outros”. Codigo dos pontos amostrais:
Rio Guandu (RGU-01), Lago do Limao (LLM-01), Lago Nova (LNV-01), Lago Juparand (LJP-01), Lago Palmas (LPA), Lagoa do
Areal (LAL-01), Lagoa Monsaras (LMN-01), Rio Doce em Baixo Guandu (RDO-11), Rio Doce em Colatina (RDO-13), Rio Doce
em Linhares (RDO-15) e foz do Rio Doce (RDO-16).
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Como ja& esperado, as amostras de sedimento apresentaram grande diversidade e pouca
predominéncia de grupos bacterianos especificos quando comparadas as amostras de agua. Apesar
disto, vale ressaltar a presenca bastante elevada do tdxon Exiguobacterium nas amostras de sedimento
do Rio Doce (esta¢des amostrais RDO13 — 19% [Colatina]; RDO15 — 56% [Linhares] e RDO16 — 40%
[estuério]) e do taxon Acinetobacter (estacdo amostral RDO16 [estudrio] — 36%). Cabe lembrar que
estes taxons foram anteriormente sugeridos como indicadores da presen¢a de metais oriundos dos
rejeitos de minério (RRDM, 2022). O taxon Anaerolineaceae também foi observado em amostras de
sedimentos das estacdes amostrais LLM-01 (Lago do Liméo), LPA (Lago Palmas), LNV-01 (Lago
Palmas) e LIJP-01 (Lago Juparana).
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Figura 22: Ordenagéo gerada por Andlise de Componentes Principais (PCA) da comunidade microbiolégica presente nas
amostras de agua superficial coletadas na malha amostral dulcicola durante a Campanha 7 (periodo chuvoso, mar 2022).
Cédigo dos pontos amostrais: Rio Guandu (RGU-01), Lago do Liméo (LLM-01), Lago Nova (LNV-01), Lago Juparana (LJP-01),
Lago Palmas (LPA), Lagoa do Areal (LAL-01), Lagoa Monsaras (LMN-01), Rio Doce em Baixo Guandu (RDO-11), Rio Doce em
Colatina (RDO-13), Rio Doce em Linhares (RDO-15) e foz do Rio Doce (RDO-16).
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A ordenacdo gerada pela PCA, a partir dos resultados das andlises das amostras de agua superficial
coletadas no ambiente dulcicola, confirmou a diferenca entre as comunidades presentes nas amostras

da calha principal do Rio Doce e nas amostras das Lagoas adjacentes.
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Figura 23: Ordenagéo gerada por Andlise de Componentes Principais (PCA) da comunidade microbiolégica presente nas
amostras de agua de fundo coletadas na malha amostral dulcicola durante a Campanha 7 (periodo chuvoso, mar 2022).
Cédigo dos pontos amostrais: Rio Guandu (RGU-01), Lago do Liméo (LLM-01), Lago Nova (LNV-01), Lago Juparana (LJP-01),
Lago Palmas (LPA), Lagoa do Areal (LAL-01), Lagoa Monsaras (LMN-01), Rio Doce em Baixo Guandu (RDO-11), Rio Doce em
Colatina (RDO-13), Rio Doce em Linhares (RDO-15) e foz do Rio Doce (RDO-16).
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A ordenacdo gerada pela PCA, a partir dos resultados das analises das amostras de agua de fundo
coletadas no ambiente dulcicola, confirmou a diferenca entre as comunidades presentes nas amostras
da calha principal do Rio Doce e nas amostras das Lagoas adjacentes.
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Figura 24: Ordenagéo gerada por Andlise de Componentes Principais (PCA) da comunidade microbiolégica presente nas
amostras de sedimento coletadas na malha amostral dulcicola durante a Campanha 7 (periodo chuvoso, mar 2022). Cédigo
dos pontos amostrais: Rio Guandu (RGU-01), Lago do Liméo (LLM-01), Lago Nova (LNV-01), Lago Juparand (LJP-01), Lago

Palmas (LPA), Lagoa do Areal (LAL-01), Lagoa Monsaras (LMN-01), Rio Doce em Baixo Guandu (RDO-11), Rio Doce em

Colatina (RDO-13), Rio Doce em Linhares (RDO-15) e foz do Rio Doce (RDO-16).
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A ordenacdo gerada pela PCA, a partir dos resultados das andlises das amostras de sedimento
coletadas no ambiente dulcicola, confirmou a diferenca entre as comunidades presentes nas amostras
da calha principal do Rio Doce e nas amostras das Lagoas adjacentes.
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3.4 INDICE DE TOXICIDADE
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Tabela 6: Resultados dos ensaios de toxicidade realizados com amostras de agua e sedimento coletadas na malha amostral dulcicola durante a Campanha 7 (periodo chuvoso, mar 2022) do

Projeto Ecotoxicologia do PMBA/Fest. Os resultados estdo expressos como percentual da amostra-teste que causou toxicidade.
Ensaios de toxicidade aguda e crbnica — agua e sedimento do Rio Doce
) RGU-01 RGU-01 RDO-11 RDO-11 RDO-13 RDO-13 RDO-16 RDO-16
Ensaio Campanha ) ] i ] ) ] ) )
agua sedimento agua sedimento agua sedimento agua sedimento
CENO: CENO: CENO:
R. subcapitata CENO: >100% CENO: >100% CENO: >100% CENO:>100% CENO:>100%
Marco de >100% >100% >100%
(ABNT NBR
12648) CI50: NE CI50: NE CI50: NE CI50: NE CI50: NE CI50: NE CI50: NE CI50: NE
. CENO: CENO: 6,25% CENO: CENO: CENO: 25% CENO: 25%
€. dubia 100% CEO: 12,5% 100% CENO: >100% 100% CEO: 50% CENO: >100% CEO: 50%
> . > > . :
(ABNT NBR ° 270 ° 0 0 b
13373 - ensaio
semicronico) CL50:NE | CL50:NE CL50: NE CL50:NE | CLSO:NE | CL50: NE CL50: NE CL50: NE
D. magna CENO: CENO: CENO:
) . CENO: >100% . CENO: >100% . CENO: >100% CENO: >100% CENO: >100%
(ABNT NBR >100% >100% >100%
12713 - ensaio
agudo) CL50: NE CL50: NE CL50: NE CL50: 42% CL50: NE CL50: NE CL50: NE CL50: NE
D. rerio larva
Marco de VCEST: VCEST:
(ABNT NBR VCEST: NE VCEST: NE VCEST: NE VCEST: NE VCEST: NE VCEST: NE
2022 NE NE
15499)
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Ensaios de toxicidade aguda e cronica — agua e sedimento do Rio Doce
. RGU-01 RGU-01 RDO-11 RDO-11 RDO-13 RDO-13 RDO-16 RDO-16
Ensaio Campanha ) ) ) )
agua sedimento agua sedimento agua sedimento agua sedimento
D. rerio adulto
Margo de CENO: CENO: CENO: CENO: CENO: CENO: CENO:
(ABNT NBR CENO:>100%
2022 >100% >100% >100% >100% >100% >100% >100%
15088)
Hyalella spp
Margo de
(ABNT NBR NA NT NA NT NA NT NA NT
2022
15470)

Legenda: NE: ndo estimavel (quando néo foi possivel calcular o valor de toxicidade, mas a anélise se apresentou consistente); CI50: concentracdo mediana que causa 50% de inibigdo no crescimento

ou reproducéo dos individuos; CL50: concentracéo letal mediana para 50% dos individuos; CE50: concentragdo mediana que causa efeito em 50% dos individuos; CENO: concentracéo de efeito ndo
observado; CEO: concentracéo de efeito observado; VCEST: valor cronico estimado (CL15 * 0,3, sendo que a CL15 corresponde a concentragéo letal mediana para 15% dos individuos); NA: ndo se
aplica (quando o teste nao é aplicavel para a matriz); NT: ndo-toxico; T: toxico. Quando CENO for > 100, o valor de CEO n&o pode ser estimado, portanto, ndo € referenciado na Tabela. Para o ensaio
cronico com D. magna, o valor de CEO representa redugédo estatisticamente significante (p>0,05) do nimero de neonatos dos organismos expostos a amostras-teste com relacéo ao controle (resultado

relativo a reproducdo). A classificagdo como téxico no ensaio com Hyalella spp representa redugéo estatisticamente significante na sobrevivéncia dos organismos (p>0,05); enquanto a classificagdo

ndo-téxico é atribuida quando ndo ha diferenca estatistica, sempre em relagdo ao controle. O método estatistico usado para detectar diferencas significantes entre os grupos foi ANOVA de uma via
com teste a posteriori de Dunnett’s (p<0,05). Valores de CL50 foram estimados pelo software Trimmed Spearman Karber (TSK) e CL15 calculado no Graphpad.

Dos ensaios com sedimento, apenas o ensaio com Hyalella spp foi realizado com sedimento total, os demais foram realizados com elutriato, portanto, para

Hyalella spp, o resultado esta expresso como toxico ou ndo-téxico. Codigo dos pontos amostrais: Rio Guandu (RGU-01), Rio Doce em Baixo Guandu (RDO-
11), Rio Doce em Colatina (RDO-13) e foz do Rio Doce (RDO-16).

Tabela 7: Resultados dos ensaios de toxicidade realizados com amostras coletadas nos pontos RGU-01, RDO-11, RDO-13 e RDO-16 durante a Campanha 8 (set/out de 2022 - periodo seco) pelo

Projeto Ecotoxicologia do PMBA/Fest.

Ensaios de toxicidade aguda e crdnica — dgua e sedimento do Rio Doce
RGU-01 RGU-01 RDO-11 RDO-11 RDO-13 RDO-13 RDO-16 RDO-16
Ensaio Campanha i ) i ) i ] 3 )
agua sedimento agua sedimento agua sedimento agua sedimento
R. Set/Out de CENO: CENO: CENO:
) CENO: >100% CENO: >100% CENO: >100% CENO:>100% CENO:>100%
subcapitata 2022 >100% >100% >100%
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Ensaios de toxicidade aguda e crénica — agua e sedimento do Rio Doce

. RGU-01 RGU-01 RDO-11 RDO-11 RDO-13 RDO-13 RDO-16 RDO-16
Ensaio Campanha ) ) } ) } ] ) )
agua sedimento agua sedimento agua sedimento agua sedimento
(ABNT NBR
CI150: NE CI50: NE CI50: NE CI50: NE CI50: NE CI50: NE CI50: NE CI50: NE
12648/2018)
: CENO: 25% CENO: 50% CENO: 50% CENO: 25% CENO: 25% CENO: <6,25%
(ABNT NBR <6,25% 12,5%
Set/Out de CEO: 50% CEO: 100% CEO: 100% CEO: 50% CEO: 50% CEO: 6,25%
) 2022
ensaio
o CL50: NE CL50: NE CL50: NE CL50: NE CL50: NE CL50: NE CL50: NE CL50: NE
semicrénico)
D. similis CENO: CENO: CENO:
CENO: >100% CENO: >100% CENO: >100% CENO: >100% CENO: >100%
(ABNT NBR >100% >100% >100%
Set/Out de
12713/2022 - 2022
ensaio CL50: NE CL50: NE CL50: NE CL50: NE CL50: NE CL50: NE CL50: NE CL50: NE
agudo)
D. rerio larva
Set/Out de
(ABNT NBR 2022 VCEST: NE VCEST: NE VCEST: NE VCEST: NE VCEST: NE VCEST: NE VCEST: NE VCEST: NE
15499/2016)
D. rerio
adulto Set/Out de CENO: CENO: CENO: CENO: CENO: CENO: CENO:
CENO:>100%
(ABNT NBR 2022 >100% >100% >100% >100% >100% >100% >100%
15088/2022)
Hyalella s
Y PP Set/Out de
(ABNT NBR 2022 NA NT NA NT NA NT NA NT
15470/2021)

Legenda: NE: néo estimavel (quando néo foi possivel calcular o valor de toxicidade, mas a analise se apresentou consistente); CI50: concentracdo mediana que causa 50% de inibigdo no crescimento

ou reproducéo dos individuos; CL50: concentragéo letal mediana para 50% dos individuos; CE50: concentra¢do mediana que causa efeito em 50% dos individuos; CENO: concentrac&o de efeito ndo

observado; CEO: concentracéo de efeito observado; VCEST: valor cronico estimado (CL15 * 0,3, sendo que a CL15 corresponde a concentracéo letal mediana para 15% dos individuos); NA: néo se
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aplica (quando o teste néo é aplicavel para a matriz); NT: ndo-toxico; T: téxico. Quando CENO for > 100, o valor de CEO néo pode ser estimado, portanto, nédo é referenciado na Tabela. Para o ensaio
semicronico com C. 52ubia, o valor de CEO representa redugdo estatisticamente significante (p>0,05) do nimero de neonatos dos organismos expostos & amostras-teste com relagéo ao controle
(resultado relativo a reproducao). A classificagdo como téxico no ensaio com Hyalella spp representa redugédo estatisticamente significante na sobrevivéncia dos organismos (p>0,05); enquanto a
classificagao ndo-toxico é atribuida quando néo ha diferenca estatistica, sempre em relagéo ao controle. O método estatistico usado para detectar diferencas significantes entre os grupos foi ANOVA
de uma via com teste a posteriori de Dunnett’s (p<0,05). Valores de CL50 foram estimados pelo software Trimmed Spearman Karber (TSK) e CL15 calculado no Graphpad.

Dos ensaios com sedimento, apenas o ensaio com Hyalella spp foi realizado com sedimento total, os demais foram realizados com elutriato. Os resultados

estdo expressos como percentual da amostra-teste que causou toxicidade. Para Hyalella spp o resultado esta expresso como téxico ou nao-téxico.

Tabela 8: Resultados e classificacédo dos ensaios de toxicidade com organismos de diferentes niveis da cadeia tréfica, realizados com amostras de agua e sedimento coletadas na malha amostral
dulcicola durante a Campanha 7 (periodo chuvoso, mar 2022) do Projeto Ecotoxicologia do PMBA/Fest. O valor de toxicidade foi calculado considerando a unidade toxica (UT) e os indices
baseados na severidade da resposta observada e sensibilidade dos organismos testados. Cédigo dos pontos amostrais: Rio Guandu (RGU-01), Rio Doce em Baixo Guandu (RDO-11), Rio Doce
em Colatina (RDO-13) e foz do Rio Doce (RDO-16).

3 ° o Valor
o e o Valor de o Valor médio L o L
5 N . g Sensibilidade o Classificagao o Classificagdo | médio de |Classificacéo
a k= Ensaio ut | = ) toxicidade ) de toxicidade ; o
> g o dos organismos ) por ensaio ) por matriz toxicidade| por ponto
= 3 por ensaio por matriz
o (2] por ponto
a
C. dubia semicrénico 0 1 3 0 LT

o D. magna agudo 0 2 3 0 NT
@ o
s =1 0 NT
§ < D. rerio cronico - larvas 0 2 3 0 NT 2 LT
3
> .
8 D. rerio agudo 0 2 1 0 NT

— | C. dubia semicronico

T o ) 8 1 3 24 LT 5 LT

n E (elutriato)
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S ° o Valor
Re! ke o Valor de . Valor médio . o .
5 N . I Sensibilidade . Classificacéo o Classificagdo | médio de |Classificagao
a = Ensaio ut | = i toxicidade ) de toxicidade ) o
3 g o dos organismos ) por ensaio ) por matriz toxicidade| por ponto
= > por ensaio por matriz
o n por ponto
a
D. magna agudo
) 0 2 3 0 NT
(elutriato)
D. rerio crénico — larvas
] 0 2 3 0 NT
(elutriato)
D. rerio agudo (elutriato) | 0O 2 1 0 NT
Hyalella spp.
Y PP - - - 0 NT
(sedimento bruto)
C. dubia semicrénico 0 1 3 0 NT
D. magna agudo 0 2 3 0 NT
2 | s
g 2 0 NT 0 NT
2 <
@) D. rerio crdnico - larvas 0 2 3 0 NT
=
@]
a
24 D. rerio agudo 0 2 1 0 NT
= +«| C. dubia semicrénico
35 ) 0 1 3 0 NT 0 NT 0 NT
n € (elutriato)
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S ° o Valor
Re! ke o Valor de . Valor médio . o .
5 N . I Sensibilidade . Classificacéo o Classificagdo | médio de |Classificagao
a = Ensaio ut | = i toxicidade ) de toxicidade ) o
3 g o dos organismos ) por ensaio ) por matriz toxicidade| por ponto
= s por ensaio por matriz
o n por ponto
o
D. magna agudo
. 0 2 3 0 NT
(elutriato)
D. rerio crénico — larvas
] 0 2 3 0 NT
(elutriato)
D. rerio agudo (elutriato) | 0O 2 1 0 NT
Hyalella spp.
>_/ PP - - - 0 NT
(sedimento bruto)
C. dubia semicrénico 0 1 3 0 NT
D. magna agudo 0 2 3 0 NT
@]
@ o
e = 0 NT
2 <
@) D. rerio crdnico - larvas 0 2 3 0 NT 1 NT
=
O
a
@ D. rerio agudo 0 2 1 0 NT
= +«=| C. dubia semicrénico
35 ) 2 1 3 6 LT 1 NT
0 € (elutriato)
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S ° o Valor
Re! ke o Valor de . Valor médio . o .
5 N . I Sensibilidade . Classificacéo o Classificagdo | médio de |Classificagao
a = Ensaio ut | = i toxicidade ) de toxicidade ) o
3 g o dos organismos ) por ensaio ) por matriz toxicidade| por ponto
= s por ensaio por matriz
o n por ponto
o
D. magna agudo
. 0 2 3 0 AT
(elutriato)
D. rerio crénico — larvas
] 0 2 3 0 LT
(elutriato)
D. rerio agudo (elutriato) | 0O 2 1 0 NT
Hyalella spp.
>_/ PP - - - 0 NT
(sedimento bruto)
C. dubia semicrénico 0 1 3 0 NT
D. magna agudo 0 2 3 0 NT
@]
@ o
e = 0 NT
2 <
@) D. rerio crdnico - larvas 0 2 3 0 NT 1 NT
=
O
a
@ D. rerio agudo 0 2 1 0 NT
= +«=| C. dubia semicrénico
35 ) 2 1 3 6 MT 1 NT
0 € (elutriato)
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S ° o Valor
Re! ke o Valor de . Valor médio . o .
5 N . I Sensibilidade . Classificacéo o Classificagdo | médio de |Classificagao
a = Ensaio ut | = i toxicidade ) de toxicidade ) o
3 g [ dos organismos ) por ensaio ) por matriz toxicidade| por ponto
= 3 por ensaio por matriz
o n por ponto
o
D. magna agudo
. 0 2 3 0 NT
(elutriato)
D. rerio crénico — larvas
) 0 2 3 0 NT
(elutriato)
. rerio agudo (elutriato
D. rerio agudo (elutriat 0 2 1 0 NT
Hyalella spp.
. - - - 0 NT
(sedimento bruto)

Legenda: UT: unidade téxica, NT: ndo toxica, LT: levemente toxica, MT: moderadamente toxica, T: tdxica. (Fonte: Anexo 1, TR4).

Tabela 9: Resultados e classificagédo dos ensaios de toxicidade, com organismos de diferentes niveis da cadeia trofica, realizados com amostras de dgua e sedimento coletadas nos pontos RGU-
01, RDO-11, RDO-13 e RDO-16 durante a Campanha 8 (set/out de 2022 - periodo seco) pelo Tema Ecotoxicologia do PMBA/Fest.. O valor de toxicidade foi calculado considerando-se a unidade

téxica (UT) e os indices baseados na severidade da resposta observada e sensibilidade do organismo testado.

S ° o Valor Valor
ks o Sensibilidade Valor de . . o . . o o .
5 N . s o Classificagao médio de Classificagao médio de Classificagao
a = Ensaio ut | = dos toxicidade i . i .
3 g [ ) ) por ensaio toxicidade por matriz toxicidade por ponto
= > organismos por ensaio )
S n por matriz por ponto
C. dubia semicrénico 2 1 3 6 LT
= D. similis agudo 0 2 3 0 NT
3 3| 2 2 LT 6 LT
o 0 =) - —
o g >4 D. rerio crbnico - larvas | 0 2 3 0 NT
D. rerio agudo 0 2 1 0 NT
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S o o Valor Valor
Ks) o Sensibilidade Valor de . o . o .
5 N ) 3 o Classificacéo médio de Classificacéo médio de Classificacéo
a = Ensaio Ut | = dos toxicidade i o ] o
S g ) ) ) por ensaio toxicidade por matriz toxicidade por ponto
= 3 organismos por ensaio i
S n por matriz por ponto
C. dubia semicrdnico
) 16 1 3 48 MT
(elutriato)
D. similis agudo
. 0 2 3 0 NT
o (elutriato)
::Cj D. rerio crbénico
E ' , 0| 2 3 0 NT 10 LT
3 larvas (elutriato)
n
D. rerio agudo
) 0 2 1 0 NT
(elutriato)
Hyalella spp.
)./ PP - - 0 NT
(sedimento bruto)
C. dubia semicroénico 1 1 3 3 LT
8 D. similis agudo 0 2 3 0 NT
28l 3 — 1 NT 1 NT
x S| < D. rerio crénico - larvas | 0 2 3 0 NT
—
D. rerio agudo 0 2 1 0 NT
C. dubia semicrdnico
) 1 1 3 3 LT
(elutriato)
o D. similis agudo
3 o ) 0 2 3 0 NT
] S (elutriato)
a < . . 1 NT 1 NT
: 5 D. rerio crbénico —
8 [ ] 0 2 3 0 NT
g o larvas (elutriato)
D. rerio agudo
) 0 2 1 0 NT
(elutriato)
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S o o Valor Valor
9 S Sensibilidade Valor de . o . o .
5 N ) 3 o Classificacéo médio de Classificacéo médio de Classificacéo
a = Ensaio Ut | = dos toxicidade i o i o
S g o ) ) por ensaio toxicidade por matriz toxicidade por ponto
= 3 organismos por ensaio )
S n por matriz por ponto
Hyalella spp.
Y PP - - 0 NT
(sedimento bruto)
C. dubia semicrdnico 4 1 3 12 LT
D. similis agudo 0 2 3 0 NT
S
E 3 LT
D. rerio crbnico - larvas | 0 2 3 0 NT
o
o
() D. rerio agudo 0 2 1 0 NT
. 2 LT
o) C. dubia semicrdnico
Q ) 2 1 3 6 LT
x (elutriato)
8
o D. similis agudo
£ ] g 0 2 3 0 AT 1 NT
g (elutriato)
w . .
D. rerio crénico —
. 0 2 3 0 LT
larvas (elutriato)
D. rerio agudo
3 o _ 9 0 2 1 0 NT
3 E (elutriato)
® £ 1 NT 2 LT
: S Hyalella spp.
Q 3 _ - - - 0 NT
T (sedimento bruto)
Q C. dubia semicrdnico 2 1 3 6 LT
o 3| 8
a ol 3 — 2 LT 6 LT
x © < D. similis agudo 0 2 3 0 NT
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(sedimento bruto)

S o . Valor Valor
Ks) o Sensibilidade Valor de . o . o .
5 N ) 3 o Classificacéo médio de Classificacéo médio de Classificacéo
a = Ensaio Ut | = dos toxicidade i o ] o
S g ) ) ) por ensaio toxicidade por matriz toxicidade por ponto
= 3 organismos por ensaio i
S n por matriz por ponto
D. rerio crbnico - larvas | 0 2 3 0 NT
D. rerio agudo 0 2 1 0 NT
C. dubia semicrdnico
) 16 1 3 48 MT
(elutriato)
D. similis agudo
. 0 2 3 0 NT
(elutriato)
e
S D. rerio crénico —
c ) 0 2 3 0 NT 10 LT
? larvas (elutriato)
* D. rerio agudo
) 0 2 1 0 NT
(elutriato)
Hyalella spp.
Y PP - - - 0 NT

Legenda: UT: unidade téxica, NT: ndo toxica, LT: levemente toxica, MT: moderadamente toxica, T: toxica. (Fonte: Anexo 1, TR4).
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Figura 25: Classificagéo ecotoxicolégica das amostras de agua e sedimento coletadas pelo PMBA/Fest durante a
Campanha 1 (set/out 2018 - periodo seco), Campanha 2 (jan/fev 2019- periodo chuvoso), Campanha 3 (set/out 2019- periodo
seco), Campanha 4 (jan/fev 2020 - periodo chuvoso), Campanha 5 (jan/fev 2021 - periodo chuvoso), Campanha 6 (jul/ago
2021 — periodo seco), Campanha 7 (mar/ 2022 — periodo chuvoso) e Campanha 8 (set/out 2022 — periodo seco). A sigla NE,
na legenda da Figura, significa ndo estimavel e é atribuida quando néo se observa efeito da amostra bruta (100 %),
impossibilitando estimar valor referente & concentragdo de efeito observado (CEO). O cédigo dos pontos amostrais séo: Rio
Guandu (RGU-01), Rio Doce em Baixo Guandu (RDO-11), Rio Doce em Colatina (RDO-13) e foz do Rio Doce (RDO-16). Os

pontos RDO-11 e RDO-13 passaram a ser monitorados a partir da Campanha 3.
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Legenda
Bacia do Rio Dace \ Rio Doce \_ Tributarios Ambientes lacustres o Pontos amostrais
Campanha indice de Toxicidade
N&o toxico (=1 ou NE)
Levemente taxico (2-25)
Moderadamente toxico (26 — 50)
Toxico (51 -100)
Altamente toxico (=100)

Os ensaios de toxicidade, resumidos no indice de Toxicidade, indicam aumento progressivo na
toxicidade da agua amostrada no afluente do Rio Doce (Rio Guandu: RGU-01), no Rio Doce em
Colatina (RDO-13) e no ponto localizado no estuario (RDO-16). Para a matriz sedimento, foi observado
um aumento na toxicidade durante a Campanha 8 (set/out 2022) no ponto amostral localizado no
estuario (RDO-16). Porém, nos pontos amostrais no afluente do Rio Doce (Rio Guandu: RGU-01) e no

Rio Doce em Colatina (RDO-13), ndo foi observada alteracdo na toxicidade, em relacdo aquela vista
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na campanha anterior. Durante o periodo seco de 2022 (set/out 2022) foi observado um aumento na
toxicidade no ponto amostral do Rio Doce, localizado no estuario (RDO-16), sendo as matrizes
enquadradas na classificacdo “levemente toxica”. Neste caso, os valores observados foram préximos
aqueles vistos nos dois primeiros anos de monitoramento, que tiveram a agua classificada como
"levemente toxica" e o sedimento classificado como "moderadamente toxico". Porém, cabe mencionar
gue ambos passaram a ser classificados como "nao téxicos" nos Ultimos dois anos. Vale lembrar que
0s anos de 2021 e 2022 foram marcados por chuvas intensas que podem ter apresentado uma certa
contribuicdo na reducao da carga toxica do Rio Doce. Porém, nesse periodo amostrado (periodo seco),
foi observado um aumento na toxicidade. Independentemente do ponto amostral, a maior toxicidade foi
geralmente observada para o sedimento, em comparagdo com a agua, a excec¢ao do ponto amostral
RDO-13, que apresentou maior toxicidade na agua em comparagdo ao sedimento, durante o Ultimo
periodo de amostragem. Estes resultados sugerem um efeito crénico dos elementos (metais e As)

associados a esse compartimento ambiental.
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4 ITENS PREVISTOS E NAO REALIZADOS: JUSTIFICATIVAS

Todos as andlises previstas foram realizadas, a excecdo das analises das concentragcbes de As e
metais nas amostras de agua, sedimento e musculo de pescado (camardes e peixes) coletadas na
Campanha 7 (ma 2022 — periodo chuvoso) e na Campanha 8 (set/out 2022 — periodo seco), bem como
nas demais amostras biolégicas coletadas na Campanha 8. A conducéo das analises das amostras de
agua, sedimento e musculo de pescado (camardes e peixes) coletadas na Campanha 7, bem como
das demais amostras biolégicas coletadas na Campanha 8 ainda aguarda uma definicdo por parte da
Fundacgdo Renova. Por sua vez, as amostras de agua, sedimento e musculo de pescado (camardes e
peixes) coletadas na Campanha 8 serdo encaminhadas para andlise das concentra¢cdes de As e metais
em laboratérios acreditados, por determinacdo da Fundag¢do Renova. Por sua vez, os resultados das
andlises de biomarcadores e diversidade microbiana nas amostras coletadas na Campanha 8 (set/out
2022 — periodo seco) ainda nédo se encontram disponiveis em sua totalidade, tendo em vista que a
realizagdo das analises destas amostras foi autorizada pela Fundagdo Renova somente em fevereiro
de 2023.
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