TERMO DE REFERENCIA 4

PROGRAMA DE MONITORAMENTO DA BIODIVERSIDADE AQUATIC A

ANEXO 3 — ESTUDO E MONITORAMENTO AMBIENTAL NO RIO DOCE,
AREA ESTUARINA E MARINHA (AREA AMBIENTAL 1)

1. CONTEXTO:

Este Termo de Referéncia trata da implementacdourde programa de
monitoramento na Area Ambiental 1 com coleta e is@alde parametros
sedimentologicos e geoquimicos (Granulometria, Hilogia, Metais, Is6topos,
Nutrientes e Organicos) em associagdo com pardnéiimlogicos (composicao,
estrutura e dindmica das comunidades planctonigastet de coletas periodicas). Este
programa de monitoramento devera ser implementada pontrolar os indices de
contaminagao/poluigéo de metais para os ambiefgémdas e para entender variagoes
inter-anuais e o comportamento da pluma fluvialte Bsionitoramento deverd ser
realizado em paralelo com a instalacdo de um séstnboias e linhas de fundeio na
plataforma e na foz do rio para determinacdo d@oa& descarga solida, distribuidas
guanto a profundidade e distancia da foz para e@mns medidos parametros de
forcantes oceanograficas (correntes, ondas e @siragla coluna de agua), material
particulado em suspensdo, quimica de material ldidep tamanho do material
particulado em suspensdo, temperatura e salinidadédgua, fluorescéncia, etc. O
objetivo desta acdo é investigar/medir o padraalidpersdo da pluma do Rio Doce
inicialmente por um periodo minimo de 5 anos, fi#sindo assim uma amostragem
continua e que represente diversos cenarios meeasograficos. Devera ser também
instalada uma estacdo meteoroldgica na foz do Ricel® um marégrafo e de uma
estacdo hidrossedimentologica para monitoramenteadao e descarga de sdlidos. O
monitoramento e estudo da dinamica da pluma deeeracompanhados da validacéo e
calibracdo de imagens de satélite visando uma sen&spacial da distribuicdo
geografica da pluma e de parametros como MPS fitdoectemperatura.

O desastre com o rompimento da barragem do FunoEgiomou impactos nos
mais variados graus e intensidades em diferentessistemas de toda a bacia do Rio
Doce e um programa de monitoramento destes impactyapanhado da proposicéo de
medidas de mitigacdo e recuperacdo destes ecosssstdemanda, para aumentar as
chances de sucesso, a implantacdo de um programstudios de longa duracgéo (veja
por ex. Barbosa & Padisak, 2004). Estes autoremamaatencdo “que tais estudos séo
essenciais para interpretar variacdes biologicasistemas onde flutuacdes irregulares
e variagOes ciclicas sdo comuns. Além disso, ensiegkieskitalo & Salonen (1998), em
varias situacbes somente estudos de longa duraséoes longas de dados permitem
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separar efeitos biogeoquimicos e antropogénicosogaem na bacia de drenagem de
efeitos climaticos que operam em escalas regiauagiobal”.

Para um embasamento tedrico-metodolégico para mgieacdo de um
programa de estudos de longa duracdo que permitin@oavaliacdo criteriosa dos reais
impactos do desastre de Mariana e a proposta a@s agiigadoras e de recuperacédo €
essencial uma avaliagdo de critérios e definicAgrdéocolos minimos, selecdo de
variaveis, analise e consisténcia de dados, prayderamostragens, como apresentado
em Barbosa & Padisak (2004) e Martinelli & Krus¢@@04).

2. AREA DE ESTUDO:

Nos trechos alto e médio da bacia do Rio Doce des@ntemplar locais afetados
e ndo afetados, representados pelo menos, peluen®és especificados na Figura 1. Na
Foz do Rio Doce e regido costeira adjacente, umgid conjunto de estacdes de
amostragem deverd contemplar 33 pontos de coletandstras (Figura 2; Tabela 1):
Regido de Abrolhos (5 pontos de amostragem), laen&onceicdo da Barra/ES (2
pontos de amostragem), Barra Nova - S&o MateusZEPofitos de amostragem),
Degredo — Linhares/ES (2 pontos de amostragem)dbdzio Doce — Linhares/ES (11
pontos de amostragem), Lagoas atingidas na baciaRidoDoce (8 pontos de
amostragem), APA Costa das Algas e REVIS de Samia-CAracruz/ES (15 pontos de
amostragem), Vitéria/ES (2 pontos de amostrageAP£& de Setiba - Guarapari/ES (2
pontos de amostragem). O objetivo principal dastasl no primeiro conjunto de
estacfes serd o de monitorar os parametros figicoigps, a contaminag¢do por metais e
os efeitos bioldgicos da pluma de sedimentos & piarfoz do rio Doce.

Devido a distribuicdo de macroalgas, rodolitosteuagras recifais compreenderem
areas mais amplas do que aquelas propostas na m@abstral descrita e devido a
caracteristica dos estudos e amostragem a serdipadea para esses grupos, sera
definida uma malha amostral especifica para os wgstonforme demonstrado na Figura
3 e Tabela 2. Para fins de analise das relacOes estes grupos e o ambiente, nos pontos
presentes na tabela 3 marcadas com asteriscorsat@adas amostragens para analise de
parametros fisico-quimicos da agua e sedimento.

Fundeios

Para caracterizagcdo hidrodindmica da plataforma gerestdo, deverdo ser
estabelecidas linhas de fundeio em 5 (cinco) pont<lataforma Continental. Os
fundeios deverao ser compostos por ADPs (medicamdas e correntes) e sensores de
temperatura, salinidade, fluorescéncia e turbidégta linha de fundeio devera
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contemplar pelo menos uma medicdo junto ao fundatea proxima a superficie. A
proposta aqui descrita prevé pelo menos um pordpraximadamente -15m na area
conhecida como depocentro de lama (Quaresnad, 2015), um ponto mais ao Norte a
cerca de -20m de profundidade, o terceiro pontereacde -40m, um ponto em frente a
desembocadura do sistema do Piraqué-acu - Piragqué-proximo de -20m, na regiao
da REVIS e um ponto ao norte, na profundidade ae 2@jacente a regido de Degredo.
A frequéncia de funcionamento dos equipamentosriigpé da profundidade nas quais
0s mesmos serdo alocados. Os ADPs deverdo openanedicdes horarias de corrente
e a cada duas horas para medi¢cdo de altura, peridolecdo de onda (a medicdo pode
ser feita em modelo de bursts, com frequéncia del XHz). Os dados de temperatura,
salinidade e turbidez deverdo ser obtidos a cada, leon sincronia com os dados de
ADP.

Também deverao ser realizadas coletas de agualg@mninacdo do MPS para
calibragcéo do backscatter dos ADPs mensalmenteimeipo ano e trimestralmente nos
anos subsequentes. A utilizacdo do bacskatter dB p&ra estimar o MPS permitira
avaliar a concentracdo de material particulado@pensao de forma continua.

Os fundeios deverdo permanecer em funcionamentam@aninimo 5 (cinco)
anos, os dados devem ser enviados em tempo realper estacdo em terra por radio
ou satélite.

Modelagem Numérica

A modelagem numérica é uma ferramenta essencialideatificacdo e
entendimento da dindmica e essencial no acompamb@andes impactos, ja que é
possivel avaliar a dinamica e seus efeitos nasdistescalas espaciais e temporais. O
modelo proposto neste acompanhamento é o RGd§ignal Ocean Modeling Sysfem
associado ao modulo biogeoquimico PISCES para aavali impacto na porcao
bioldgica, geoldgica e quimica do ambiente marirgoeptor final do rejeito vazado.

A escolha deste modelo parte da andlise do queijabkervado na area de
estudo. Da mesma maneira, a modelagem numéricaadeovatemplar as forcantes
principais ja observadas, incluindo a vazao do Bsoventos e a mesoescala, observada
com a presenca de uma ressurgéncia costeira. Alagede deve ser bioquimica em
funcdo das amostragens jarealizadas na regido tdestificado uminput significativo
de nutrientes que favoreceram o desenvolvimentpléihctbnico e, assim, a cadeia
trofica.
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[Ponto [Local

Longitude Latitude

1 Rio Gualaxo do Norte |-43,428821 -20,276677
|Rio Gualaxo do Norte |-43,2494 -20,303437
Rio Carmo . 1121 -20,348515
Rio Piranga 001453 |-20,440058 |
Rio Doce 8850 -20,252820
Rio Casca 645864 |-20,137274
Rio Matipo 47768 -19.984181
8 Rio Doce 476358 |-19,747488
9 Rio Piracicaba -42,794500
10 Rio Santo Anténio -42,601209
Rio Corrente -42,178755
Rio Doce -42.018059
Rio Suacul Grande _ [-41.802425 <
Rio Caratinga -41.637236 _ |-19,193088
5 Rio Doce -41,25930 -19,298205
[16 Rio Manhagu 15767 19492735
7 Rio Guandu 01785 -19,624668
8 JLEQO& do Limao ,375243 -19,552114
9 Lagoe Nova 168201 -19,387496
Legenda 20 Lagoa Japarana 087235 -19,353326
e 0 e e —
3 tabacis R pose (NI Lagoa do Arego ~39,844004 _|-19,570466
Hidrografia (ANA) Lagoa do Areal -39,828048 _ |-19,585498
@ Locais de coleta para monftoramenta Lagoa Monsaraz ~39.801614__|-19 5586485
Sistema de Coordenadas Geograficas WGS84 Foz do Rio Doce -39,819496 -19,639233

Figura 1.Mapa com os pontos de monitoramento na bacia ddRae.
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Figura 2.Mapa com os pontos de monitoramento na Foz do Bce @ regido costeira.
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Figura 3: Imagem com os pontos de amostragem damecipara as coletas de
macroalgas e rodolitos.
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Tabela 1Coordenadas geograficas dos pontos de amostragesmean monitorados na

Foz do Rio Doce e regido costeira adjacente (cdst&spirito Santo e sul da Bahia).

Localidade Lat Long
Guarapari -20,580440 -40,389720
Guarapari -20,619110 -40,368610

Vitoria -20,262193 -40,212487
Vitoria -20,293670 -40,168049
Costa das algas -19,977583 -40,108306
Costa das algas -19,972194 -40,048111
Costa das algas -19,973833 -39,915306
Costa das algas -19,932611 -39,782583
Costa das algas -20,052502 -40,086248
Costa das algas -20,093839 -39,946339
Costa das algas -20,151074 -39,844587
Costa das algas -19,920875 -40,101465
Costa das algas -20,001464 -40,146739
Costa das algas -20,037460 -40,173072
Costa das algas -20,143600 -39,886600
Costa das algas -20,048200 -39,844700
Costa das algas -20,008200 -40,034900
Costa das algas -19,937900 -39,844000
Costa das algas -20,059200 -39,951800
Foz do Rio Doce -19,507056 -39,683611
Foz do Rio Doce -19,605417 -39,689250
Foz do Rio Doce -19,624583 -39,729278
Foz do Rio Doce -19,653167 -39,786389
Foz do Rio Doce -19,686389 -39,769056
Localidade Lat Long




Foz do Rio Doce
Foz do Rio Doce
Foz do Rio Doce
Foz do Rio Doce
Foz do Rio Doce
Foz do Rio Doce
Degredo
Degredo
Barra Nova
Barra Nova
ltatnas
ltatnas
Abrolhos
Abrolhos
Abrolhos
Abrolhos
Abrolhos
Fundeio Fixo
Fundeio Fixo
Fundeio Fixo
Fundeio Fixo

Fundeio Fixo

-19,714556
-19,757861
-19,840528
-19,742333
-19,764722
-19,823330
-19,308584
-19,382999
-18,958668
-18,961848
-18,408001
-18,478489
-17,991722
-17,884139
-17,934861
-17,981722
-18,020278
-20,007985
-19,715448
-19,604157
-19,753605
-19,305261

-39,736972
-39,682778
-39,886139
-39,841028
-39,959694
-39,593330
-39,671964
-39,457405
-39,701499
-39,434400
-39,658504
-39,345227
-38,697111
-38,759722
-39,227222
-38,715083
-38,837722
-40,060810
-39,847767
-39,733296
-39,676061
-39,637904




Tabela 2. Coordenadas
macroalgas e rodolitos.

geograficas dos pontos

amostragepecifisos para

Localidade Lat Long
Costa das algas -19,900717 -40,091248
Costa das algas* -19,920875 -40,101465
Costa das algas -19,930792 -40,116553
Costa das algas -19,971684 -40,136853
Costa das algas* -20,001464 -40,146739
Costa das algas -20,030267 -40,158095
Costa das algas* -20,037460 -40,173072
Costa das algas -20,079722 -40,173769
Costa das algas -19,925940 -39,921821
Costa das algas* -19,932611 -39,782583
Costa das algas -20,022589 -39,807999
Costa das algas -20,094265 -39,834592
Costa das algas* -20,151074 -39,844587
Costa das algas -20,186859 -39,839343

Localidade Lat Long
Costa das algas -19,971684 -40,136853
Costa das algas -20,001464 -40,146739
Costa das algas -20,004891 -40,086895
Costa das algas -19,932611 -39,782583
Costa das algas -20,022589 -39,807999
Costa das algas -20,094265 -39,834592
Costa das algas -20,151074 -39,844587
Costa das algas -20,186859 -39,839343

Tabela 3. Coordenadas geograficas dos pontos destagem especificos para o estudo
de fundos recifais.

10



3. METODOLOGIA

3.1. Periodicidade das amostragens

- A malha amostral devera ser adaptativa e corgdipor medicdes a
intervalos mensal, trimestral, semestral, a saber:

i) Mensal: a serem realizadas nas areas definidas 26 pontos indicados para a
bacia e foz do Rio Doce, (Figuras 1 e 2) para tanaacao da variabilidade interanual
do sistema dulcicula-costeiro-marinho. Nestas @stacdeverdo ser medidos o0s
parametros fisicos, quimicos (metais, nutrientdgpmassa de plancton (fito e
zooplancton), perifiton e sedimento de fundo (quére sedimentologia). Devera ocorrer
uma avaliacao técnico-cientifica ao final do primeino com producéo de um relatorio
de andlise de dados obtidos.

i) Trimestral — deverdo ser concentradas estaeded/itéria, na Area de Protecéo
Ambiental Costa das Algas e Refugio de Vida Sievsle Santa Cruz, na Foz, em
Degredo, em Barra Nova e em Italnas (Figura 2)s&eestacdes deverdao ser medidos 0s
parametros fisicos, quimicos (metais, nutrientefali-quantitativo de plancton,
macroalgas e rodolitos e sedimento de fundo (beqtdmica e sedimentologia). Devera
ocorrer uma avaliagcéo técnico-cientifica ao firaBdanos.

iii) Semestral — As medicOes semestrais deverador&cnos mesmos pontos acima
(mensal e trimestral) adicionando-se s estacoeslmwoihos e em Guarapari (Figura 2).
Nessas estacOes deverdo ser medidos os mesmospasafisicos, quimicos (metais,
nutrientes), quali-quantitativo de plancton, e sedito de fundo (bentos, quimica e
sedimentologia) acrescidos dos parametros de acwmtade descritos no Anexo 1 deste
Termo de Referéncia. Dever4a ocorrer uma avaliaé@oido-cientifica ao final de 3
anos.

iv) Emergenciais — estrutura para saidas em eveis®dicos importantes, como
cheia do rio Doce (pode ser definido pelo contddecheias ou nivel d’agua na Bacia),
outro desastre e eventos meteoroldgicos de signifia (a ser definido). Parametros
coletados nos levantamentos mensais com amostragean posterior analise quali-
quantitativa de plancton e bentos.
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v) Medi¢Bes continuas: fundeios em 5 (cinco) pgrdeado 3 (trés) na foz, 1 (um) na
APA e 1 (um) em Degredo: medi¢cdes de parametraso$iscomo ondas e correntes,
turbidez, temperatura, salinidade e fluorescéngitoago da coluna d’agua. Linhas com
boias e transmissao online por radio ou satélite, e

- Fundos Rodolitos e Recifais: Instalacdo de sessde temperatura e turbidez nos
fundos de rodolitos da APA Costa das Algas segumslgontos de monitoramento
definidos, em composi¢cdo com placas do tipo CAla paonitoramento e evolucdo de
organismos incrustantes. Fundos recifais deverdmeaitorados semestralmente com
imageamento por foto quadrado de parcelas definidsialacdo dos mesmos sensores e
de armadilhas de sedimento para serem usadas cagaddres. A area denominada de
Recifes Esquecidos (ver mapa Figura 1) devera saitonada seguindo a metodologia
apresentada para fundos recifais.

3.2 Parametros fisico-quimicos da agua

Em cada estacdo de monitoramento sera realizafiegem continua da coluna
d’agua com CTD. A coleta de dadossitu devera ser feita de duas formas: coletas de
dados de temperatura, salinidade e pressao, aléragda em profundidades pré-
definidas usando o sistema CTD+Rosette a partiumea plataforma flutuante em
estacoes previamente definidas. O CTD devera sardmule, pelo menos, sensores de
turbidez, fluorescéncia, temperatura da agua, dondade elétrica, pH e oxigénio
dissolvido.

Procedimentos para coleta de agua:

A coleta de agua ao longo da coluna d’agua deverafeita com garrafa
horizontal e seguir a denominacdo de superficiea (Ad5cm), meio (metade da
profundidade — variavel nas estacoes) e fundo dcdec 50cm acima do fundo). As
analises que devem ser realizadas nestas amosibasc@ncentracdo de material
particulado em suspensdo (MPS — superficie, mdimdo), geoquimica de metais e
organicos (superficie e fundo, ver tabela), nutegrdissolvidos e totais e clorofila-a
(superficie e fundo), medi¢dei® situ com sonda multipardmetros nas amostras
coletadas (OD, pH, STD, Turbidez, Temperaturan@kdde).
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Recipientes para armazenamento das amostras:

Deverdo ser utilizados frascos de polietileno @grezicialmente) ou de vidro,
todos de primeiro uso, descontaminados, de bocaitastcom batoque de vedacao
(apenas frascos de vidro) e tampa de rosca. Deseramletados, em frascos separados:

- 2000 ml de amostras para determinacéo de metsagiados ao material coloidal,
- 1000 ml de amostras para determinacdo de merassimciado ao material coloidal;
- 500 mL de amostra para determinagéo de metaistot
- 500 mL para determinacéao de metais dissolvidos.

- 500 mL para determinag&o de mercurio total;
- 500 mL para determinac&o de mercurio dissolvido.

As amostras para analise de mercurio (Hg) devermodetadas separadamente.

Limpeza e descontaminacé&o dos recipientes:

- Rinsar 2 vezes os frascos novos com solucaoelétido nitrico P.A.;
- Lavar 3 vezes com agua desmineralizada;

- Rinsar com agua milli-Q;

- Deixar secar antes de usatr.

Processamento, preservacgao e conservacgao das amestr
Amostras para metais totais:

Deverdo ser preservadas pela adicdo de gotas deasoble acido nitrico
suprapur ou destilado até pH<2 e, em seguida, @e\sar refrigeradas. Acrescentar 1
ml de acido nitrico PA (suprapur ou destilado) pesala litro de agua coletado.
Posteriormente, a refrigeracdo devera ser a 4°@rdiagla até o momento da analise. A
adicdo de acido a amostra podera ser suprimidacsaf@ascos enviados para coleta ja
contenham no seu interior 0 acido necessario madldiear a amostra a pH < 2.

13



Amostras para metais dissolvidos e particulados:

Preservar a amostra apenas refrigerada a 4°C mignento da analise. NAO
DEVE SER ADICIONADO ACIDO NAS AMOSTRAS. Os frascogio deverdo ser
cheios totalmente. Com este procedimento apenerigeracdo das amostras, torna-se
necessario que as amostras sejam entregues aattatwodestinado a realizacdo das
analises em um periodo méaximo de 24 horas, a partimtomento da coleta.

Amostras de matéria organica dissolvida (MOD):

Em cada estacdo de monitoramento serdo coletadastrasmde agua da sub-
superficie (0,5 m) utilizando-se garrafa de vanrD@ L) horizontal para determinacéo
da matéria organica dissolvida. As amostras seltéadas (filtros Millipore 0.22um) e
mantidas refrigeradas @) e no escuro em frascos ambar (pré-lavados coma ag
destilada e HCL 10%) até o processamento.

Clorofila-a e Feopigmentos:

Para a determinacgao de clorofd@ pigmentos as amostras deveréo ser coletadas

em 2 frascos escuros de 1 litro totalizando 2 eyjgmente rinsados com a amostra, a
serem enviados para a filtragem o mais rapido pels€tntre a coleta e a filtracdo, as
amostras deveréo ser mantidas sob refrigeracgmo(isom gelo). Antes da filtracéo, os
frascos deverdo ser homogeneizados levemente.ifi®ts para filtracdo deveréo ser
medidas com baldes volumétricos certificados. Asafides deverédo ser realizadas sob
pressdo maxima de 200 mmHg, em filtros de fibravideo Whatman GF/F 47 mm e
em no maximo 15 minutos. As amostras deverdo $eadiis em duplicata para
controle de qualidade analitico. A agua deverafitgada no momento da coleta.
Imediatamente apo6s a filtracdo, o filtro devera debrado em dois, levemente
pressionado contra papel toalha para tirar o emc#gssagua, rapidamente colocado em
criotubo ja identificado e em seguida armazenadaigmgénio liquido.

Deverdo ser registrados para cada amostra: (1)mPoteentre a coleta e a
filtracdo; (2) o tempo de filtracdo e (3) o temmbat entre o inicio da filtracdo e a
colocacao do filtro no criotubo. Os filtros deversgr mantidos em nitrogénio liquido
até o momento da extracao.

Entre as amostras os baldes deverao ser rinsados @oxima amostra (entre
amostras da mesma estacdo) ou lavados com 4giladdest posteriormente rinsados
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com a amostra a ser filtrada (no caso de filtraggguencial de amostras de estacgoes
diferentes). Ao final da filtracdo os baldes dewes&r lavados em &agua destilada e
postos para secar.
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Coleta de nutrientes:

Devera ser realizado através da coleta de 1L da égon garrafa horizontal. A
agua deve ser armazenada em frascos previamesaeosie enviada para a filtragem o
mais rapido possivel e depois congelados.

Caracterizagao do Material Particulado em Suspenséo

Deverda ser realizado através da coleta de 2L da aguazenadas em frascos
gue devem ser refrigerados logo apods a coletanMmeacao, uma sub-amostra devera
ser imediatamente medida para turbidez.

3.3 Procedimentos para coleta de sedimento

A coleta de sedimento de fundo devera ser realizada box corer ou busca
fundo Van Veen desde que se possa sub-amostratigrstiicamente os estratos. Para
cada andlise, uma forma de sub-amostragem se fazg@ia e serd descrita para cada
caso especifico.

Uma vez aberta, a amostra devera ser fotografadiengficada pelo numero da
estacdo e datada com marcacdo da hora de coleaalse de ocorréncia da lama
alaranjada na superficie da amostra devera seadmet se possivel, determinar com
uma régua a espessura desta lama de menor dendidiadedo ser coletadas sub-
amostras seguindo a seguinte metodologia:

- Metais — espatula de plastico raspando os cemtimmsuperficiais contendo a lama
alaranjada que representa o rejeito. A amostrardeee em torno de 5g e devera ser
armazenada em pote plastico e congelada.

- Organicos — espatula de metal raspando os cdndBnsuperficiais contendo a lama
alaranjada que representa o rejeito. A amostrarddee em torno de 10g e devera ser
armazenada em pote de aluminio ou vidro (carcinadongelada.

- Densidade — amostrar os centimetros superfiogsasado um ependorf ou tubo de 5ml
de peso conhecido e seguindo o reconhecimentonda #éaranjada. O volume total
coletado deve ser conhecido.
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- Granulometria e mineral de argila — amostrarmalalaranjada superficial obtendo
cerca de 100gramas de amostra.

- Granulometria total — coleta da amostra totalc@ele 200 gramas.

Testemunho:

Coleta de testemunhos ao longo de uma malha pteardeacédo das taxas de
sedimentacéo através da analise do Pb 210, fliogudgmico e analise granulométrica e
composicional na coluna estratigrafica. Um total 2@ testemunhos deverdo ser
coletados na regido entre Aracruz e Barra Nova .(BS)estemunhagem devera
serrealizada com testemunhos a gravidade/pist@merse em réplica para ter certeza
de que havera material suficiente para todas dsesa

Amostra de Bentos — sedimento inconsolidado:

A coleta das amostras devera ser realizada emratthstconsolidado por meio
do langcamento de amostradores tradicionais (Borrcdfan veen) apropriados para
este ambiente. A amostragem devera ser realizad#riglicata, garantindo que na
primeira réplica seja coletada uma amostra parisargranulométrica. No momento da
chegada do amostrador a bordo, as amostras desesrfaiografadas.

As amostras deverdo ser separadas em aliquotasalibmata de cada réplica
deve ser fixada em formol 10% tamponado com bdéfadas as amostras e aliguotas
deverdo ser peneiradas utilizando malha dey$00Quando presente, a agua contida no
interior do amostrador devera ser sifonada e d#ratilizando malha de 4pm. A
segunda aliguota devera ser congelada para adélssguenciamento genético.

Amostras de macrofauna serdo peneiradas a bordanalna de 1mm, e
preservadas até triagem e identificacdo. Animawsviserdo separados a bordo e
congelados. A metodologia para analise ecotoxiccdogestes organismos esta definida
no projeto do Anexo 1 deste Termo de Referéncia.
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Fundos de Rodolitos:

No caso de fundo de rodolitos as coletas devenresdizadas por mergulho
autbnomo ou arrasto de draga. Um minimo de 30 pnéduleve ser coletado. Na
embarcacao, os rodolitos deverdo ser devidamemjgetdos e preservados em
formaldeido 10%. Fragmentos dos rodolitos deveeicesparados antes da preservacao
e mantidos em nitrogénio liquido para posteriotiaadnicrobiolégica.

3.4 Procedimentos para coleta de fitoplancton, péiton, zooplancton, macrofitas
aguaticas e ictioplancton

Ao longo dos 26 pontos da bacia deverdo ser cahadsostras especificas para
fitoplancton, perifiton, zooplancton e macréfitaguaticas seguindo as metodologias
descritas no item 3.3 do Anexo 2.

Para a foz e regido estuarina deverdo ser realizati@astos verticais de
zooplancton com rede tipo WP-2 de fechamento corthande 200 micrometros,
contendo um fluxbmetro mecanico na abertura da llacaede. Em profundidades
superiores a 5 metros e inferiores a 30 metrosgrédevser feitas coletas verticais até
metade da profundidade e da metade da profundatéade superficie para evitar perdas
devido a migracdo dos organismos. Acima de 30 metsacoletas deverdo ser feitas do
fundo até 30 metros e depois seguindo o padrasi@nt@s coletas de zooplancton
deverdo ser realizadas no periodo noturno sempgepqsasivel. O material coletado
deverd ser preservado em formalina 4% tamponadatetraborato de sddio. Cada
amostra devera ser colocada em frasco de polietiém 500 mL devidamente
rotulado. O fixador deve ser colocado antes da amoApds colocar a amostra no
frasco com fixador, completar o volume até cercd@® mL com a agua do mar que
for utilizada para retirar a amostra do copo da.red

As amostragens de ictioplancton deverédo ser re&zaa superficie com rede
de neuston de 500 micrOmetros para coleta de ovas/as de peixes. Este material
devera ser preservado em potes plasticos de 5@0nténdo formalina 10% tamponada
com tetraborato de sodio. Os arrastos deverdatac@o maxima de 5 (cinco) minutos.

Deverdo ser realizados arrastos de ictioplanctam cede Bongo de 500
micrémetros de malha. Os arrastos deverdo serunislide toda a coluna d’agua a uma
velocidade maxima de 2 (dois) nés. Este materigemde ser preservado em potes
plasticos de 500 ml contendo formalina 10% tampartanin tetraborato de sodio. ApGs
colocar a amostra no frasco com fixador, completanlume até cerca de 400 mL com
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a agua do mar que for utilizada para retirar a &@a$o copo da rede. Os arrastos
deverdo ter duragdo maxima de 5 (cinco) minutos.

As amostras qualitativas de fitoplancton dever&ocséetadas com o arrasto
vertical de rede plancton de pth sendo fixadas em formalina.

Armazenamento das amostras:

Armazenar as amostras em local seco

Acondicionar obrigatoriamente as amostras com bxaentro do frasco.

Levar para o embarque 2 (dois) jogos de redes ldeaaextras como medida de
precaucao de eventuais perdas ou danos.

Lavar cautelosamente a rede com agua doce aposcadto, evitando assim
contaminacgao entre as estagcoes de amostragem.

3.5. PROCEDIMENTO DE ANALISES

3.5.1 Andlise Geoquimica

Os parametros a serem coletados estao descriiczbeta 4.
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Tabela 4 — Parametros geoquimicos a serem coletados

Matriz Parametro geral Parametros especificos

Totais, Dissolvidos, Particulados,

Metais Esteciacdo € Merclrio.

Hidrocarbonetos, Hidrocarbonetos
Policiclicos aroméaticos, Biomarcadores
lipidicos, Acidos graxos, Pesticidas,
Contaminantes Emergentes, PCB, TBT e
Organicos Fenois.

Matéria orgéanica dissolvida

Elementar (Particulado) Carbono, Nitrogénio e Ereof

Carbono, Nitrogénio e Compostos

Isotopos (Particulado) organicos especificos

Fosforo total, Fésforo dissolvido, Orto-fosfatq,
Nitrito, Nitrato,

Nutrientes Nitrogénio Amoniacal, Silicio e N/P Total.

Agua pH, ORP, Salinidade, Temperatura,

Parametros Fisico- quimicos Alcalinidade, Sdélidos totais dissolvidos, DBO|e

DQO, Condutividade elétrica, turbidez, sélidas
em suspenséo, sélidos totais, sélidos
sedimentaveis.

Coliformes Totais, Coliformes fecais

Biolégicos/Balneabilidade e Echerichia coli.

Sequencial (fracdes + total), Terras

Metais Rares e Merctrio.
Hidrocarbonetos, Hidrocarbonetos
Policiclicos aromaticos, Biomarcadores
lipidicos, Acidos graxos, Pesticidas,
o Contaminantes Emergentes, PCB, TBT| e
Orgéanicos L
Fenois.
Elementar Carbono, Nitrogénio, Arsénio e Enxofre.
Isétopos . .
P Carbono, Nltrogénloz,lonfL37Cs e
Sedimento Compqstos organicos especificos _
Especiacdo de Ortofosfato em Agua
Nutrientes

Intersticial, fésforo tota.

Parametros Fisico-
ORP, pH.

guimicos
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METODOLOGIA

METAIS

0 Metais em agua

Metais totais

Para a extracdo dos metais totais nas amostragude devera ser
utilizado o método EPA 3015A, o qual consiste efgiadar 4 ml de
HNOszdestilado (Sub-boiling) + 2ml de HCI em uma aligudte

45ml da amostra (agua), sendo em seguida aquesidésno

micro-ondas. A quantificacdo dos elementos analisadra realizada
pelo método EPA 6020A e EPA 6010C, os quais emprdganicas
de ICP-MS e ICP-OES, respectivamente. Mercurio deveer
analisado pela técnica de vapor frio associad&€&s MS.

Metais dissolvidos

A amostra devera ser filtrada em membrana de madeD,45.m,
sendo uma aliquota recolhida, acidificada (pH<2n @wicdo de
HNO; destilado (Sub-boiling) e armazenada até analisaméstra
acidificada devera ser neutralizada e passada dumasocontendo
resina cationica (Chelex®) para eliminacéo de s¢Ni), devido a
guantificacdo ser realizada em ICP-MS. A quanifca dos
elementos analisados devera ser realizada pelamé&ti®eA 6020A e
EPA 6010C, os quais empregam técnicas de ICP-MSPedES,
respectivamente. Mercurio devera ser analisadotpetaca de vapor
frio associado ao ICP- MS.

Especiacao de metais

A especiacdo de metais devera ser diagnosticadeeatda técnica
de difusdo por filmes finos em gradientes de cotnagéo (DGT —
Diffusive Gradients in Thin Films), a qual se wiide um sistema
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sequencial com um gel ligante, um gel difusivo efilino de acetato
de celulose (porosidade de 0,45um). Ap6s o perfledonerséo, os
dispositivos deverao ser lavados com agua ultrapuraelocados em
sacos plasticos umedecidos para o transporte &booatoério. Em
laboratorio devera ser realizada, apos a abertws dipositivos
DGT, descarte dos filtros e geéis difusivos, sendogéis ligantes
inseridos em tubos Falcon para iniciar o procedimee eluicdo dos
metais. Este processo devera ser realizado conigcdoade HNQ
destilado (sub-boiling) nos tubos e agitacao orlgitss mesmos por
um periodo de 24 horas. Ap0s a agitacdo, as regieasrao
serrecolhidas e adiciona-se a solucéo eluida d¢gaapura, sendo as
amostras quantificadas pela técnica de ICP-OES.

0 Metais no material particulado em suspensao

O material particulado em suspensdo (MPS) deveralstido através da
filtracdo de uma aliquota de amostra da agua mam@ttavés de membrana
filtrante de acetato de celulose com porosidade,4ig m. O material retido
pela membrana devera ser caracterizado quanto @Byzosicao geoquimica
através das andlises descritas abaixo. O Mercéri analisado pela técnica
de vapor frio associado ao ICP- MS.

Metais parciais

Na membrana saturada pelo MPS devera ser adicioh@od de
HNO;3 destilado (sub-boiling) e aquecidas em forno mamdas (EPA
3051A). Apbs o término do periodo de digestdo a@daamostras
deverdo ser filtradas em filtro qualitativo e a mfifcacdo dos
elementos presentes no extrato realizada em ICRNWSodo EPA
6020A).

Terras Raras

A decomposicdo das amostras de MPS para analiseledeentos
terras raras devera ser realizada pela abertalgpraposta no método
EPA 3052, utilizando HF destilado (sub-boiling), ENdestilado

22



(sub-boiling) e HO, (Merck). Na membrana saturada pelo MPS
devera ser adicionado 10ml desta mistura de reegemaquecidas em
forno micro-ondas. ApdOs o término do periodo deeslifio acida,
as amostras deverdao ser filtradas em filtro queidae a
qguantificacdo dos elementos presentes no extrawré@eser realizada
em ICP MS (Método EPA 6020A).

0 Metais em sedimentos

Metais totais

A decomposicdo das amostras de sedimentos panaeadél metais
totais deverd ser realizada pela abertura totgbgsta no método
EPA 3052, utilizando HF destilado (sub-boiling), @Ndestilado
(sub-boiling) e HO, (Merck). Em 0,25g de sedimento, previamente
liofiizado e macerado, devera ser adicionado l@es$ta mistura
dereagentes e aquecidas em forno micro-ondas. Apésmino do
periodo de digestdo acida, as amostras deverddtisetas em filtro
gualitativo e a quantificacdo dos elementos presamb extrato devera
ser realizada em ICP MS (Método EPA 6020A). O Meocdevera
ser analisado pela técnica de vapor frio assocaddCP- MS.

Metais parciais

Para analise de metais parciais devera ser utilipachétodo EPA

3051A (Extracdo parcial). 0,25g de sedimento sesfilidado e
macerado (gral e pistilo de agata), sendo adicmrd@dml| de HNGQ
destilado (sub-boiling) e aquecidas em forno mamdas. Apds o
término do periodo de digestdo acida, as amostex®rdo ser
filtradas em filtro qualitativo e a quantificacdosd elementos
presentes no extrato devera ser realizada em ICRMé®do EPA

6020A).
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Extracdo sequencial de metais

Andlise de metais nas diferentes fracdes presemessedimentos

deverd ser realizada através da extracdo sequgmaipbsta por

Tessieret al. (1979). Este método propde a quantificacdo de metai
em 5 (cinco) fracdes distintas obtidas pela elusgguencial de uma

mesma amostra sedimentar (Tabela 5). Os metaisdifieentes
extratos obtidos deverao ser quantificados em ICPEEPA 6020A).
O Mercurio devera ser analisado pela técnica denfajp associado
ao ICP- MS.

Tabela 5 — Método de extracdo sequencial propastdgssieet. al.(1979).

Fracoes

Método de extracao

Componentes
cedimentares extr aidos

F1 - Trocavel

1 M MgCl,, pH 7, 1 h

fons trocaveis

F2 — Adsovida/Carbonética

1 M NaOAc, pH 5 (HOAE)pns adsovidos, carbonatos

5h

F3 - Redusivel

0,04 M NH20HHCI in 25%
(vIv) HOACc, 6 h, 96°C

Oxidos de ferro e manganés

F4 — Sulfidica/Orgéanica

30% H0,, pH 2 (HNQ), 5 h
at 85°C, extractedwith

3,2 M NH,OAc em 20%

Sulfetos/Organicos

F5 - Residual

HF — HNG; — H,0O;

Metais ligados em minerais
litogénicos
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Terras Raras

A decomposicdo das amostras de sedimentos paréseaméktais
totais devera ser realizada pela abertura totghgsta no método
EPA 3052, utilizando HF destilado (sub-boiling), &Ndestilado
(sub-boiling) e HO, (Merck). Na membrana saturada pelo MPS
devera ser adicionado 10ml desta mistura de reegentaquecidas
em forno micro-ondas. Apos o término do periodalidestdo acida,
as amostras deverdo ser filtradas em filtro queltae a
quantificacdo dos elementos presentes no extragra@eser realizada
em ICP MS (Método EPA 6020A).

MOBILIDADE DE CONTAMINANTES E MODELO DE ATENUACAO

Para determinar o alcance da contaminacdo e oegs@s dindmicos que afetam os
contaminantes, a fim de podermos entender melhomabilidade e bio-
disponibilidade dos contaminantes deverdo serzaghds estudos de mobilidade dos
contaminantes.

As andlises para este tipo de estudo deverdo iireckextracéo total ou pseudo-total,
definida pela EPA (US-EPA, 2007) para o maior niumée elementos que for
possivel (andlises multielementares ICP-OES ou M&P- mas incluindo
obrigatoriamente ferro, manganés, aluminio, zircafyre, niquel, cromo, arsénio,
chumbo, cadmio, mercurio. Além dos metais, é nécessima caracterizagdo do
ambiente sedimentar, através da medicdo dos pac@migico-quimicos: Eh do
sedimento (no momento da coleta); pH do sedimegrémulometria (%<63 pm);
carbono organico total; enxofre total. A partir desncentracbes deverdo ser
construidos mapas de distribuicdo utilizando osodud de interpolacdo mais
adequados. A krigagem € muito utilizada. Esta agedh permitira identificar como
o material particulado est4 se depositando no mstadpermitira ainda avaliar de
gue maneira 0s processos geoquimicos controlandestesicao.

As amostras de sedimento deverdo sofrer um proeatliinpara extracdo da agua
intersticial, a qual sera analisada por ICP-MS maranesmos metais analisados no
sedimento. O método de extracdo que € utilizado coams frequéncia € a
centrifugacdo. Contudo, o procedimento € inviahdz em coletas feitas no mar,
pois o balanco do barco ndo permite o funcionamewiequado da centrifuga.
Assim, nos casos em que esta dificuldade ocoreserdo ser utilizados métodos
que espremem o sedimento (Bufflap e Allen, 1995).
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Devera ser realizada a corre¢do pelo aluminio (SERemp et al. (1976) e o IGeo
(Index of geoaccumulation) de Mduller (1969), assioomo a correcao
granulométrica (para a fracdo <63um) amostra a amesplotadas na forma de
mapas de distribuicdo. Devera ser utilizado o model atenuagdo de Wasserman
and Queiroz (2004) baseado no distanciamento daascde concentracdo do mapa
de distribuicdo. As distancias entre as curvasotieantracdo deverdo ser medidas e
a relacéo distancia pela diferenca das curvasmdetada, sendo plotado o valor da
atenuacéo na coordenada do ponto mediano. Estalotai@ foi também aplicada
nos trabalhos de Wasserman and Moutella (2004)ze&sand Wasserman (2015a);
Ribeiro et al. (2013). Deverd ser aplicado o prouedto de fracionamento
geoquimico pelo método BCR (Ure et al., 1993).

Nas amostras com potencial redox negativo, pasiiménte aquelas em areas mais
protegidas do estuario e nos manguezais da re@é@era ser aplicado o método
AVS/SEM. Este método consiste no ataque de umateama® sistema fechado co
acido cloridrico 6N. O procedimento volatiliza ado enxofre (acido-volatil) que é
depois trapeada em uma coluna trap de gas de pgameto de potassio. A solucéo
de &cido cloridrico contém os metais simultaneaenertraidos e que poderdo ser
medidos por absorcdo atémica, ICP-OES ou ICP-MSultos sdo medidos na
solucéo de permanganato como sulfatos.

MATERIA ORGANICA DISSOLVIDA

Mensuracao de carbono organico dissolvido (COD)

As concentracdes do COD (mg)L serdo determinadas pelo método de oxidagéo
catalitica de alta temperatura, utilizando-se disaor de carbono (TOC).

A absorcéo espectrofotométrica‘jrdo CDOM na agua, medida também a partir de
amostras de agua filtradas (filtros Millipore 0,@&n), sera determinada com um
espectrofotdmetro UV/VIS, utilizando-se cubetagqdartzo e tendo a agua Milli-Q
como referéncia (branco). Sera realizado a vareedorespectro de absorcéo (250 —
800 nm) de cada amostra realizado em triplicata.

Caracterizacdo da matéria organica dissolvida cattar (MODC)

As medidas de absorbancia decadicay d8 CDOM obtidas a partir das leituras no
espectrofotometro serdo convertidas no coeficieleteabsor¢cdoal) que utiliza a
base logaritmica Neperiana (log natural), utilizaadférmulaa, (m*) = 2,303 A/ r

Onde aé a absorbancia espectrofotométricaéeo caminho otico da cubeta (m). Os
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coeficientes serdo corrigidos de qualquer ruiddrairnalo-se o valor do coeficiente

no comprimento de onda 800 nm de todo o espectabsierbancia. O comprimento

de onda na faixa de 350 nm seré definido como icdrdh concentracdo da matéria
organica dissolvida colorida (CDQM.

A inclinacdo espectral da curva de absorgédo do C¥8dera calculada utilizando-
se a regressao linear dos coeficientes de absdmbdng-transformados nos
intervalos 275 — 295nn84s 9. O SUVA., (L mgC m?) sera calculado dividindo-se
a a.. (M) pela concentracdo de COD (mJ)LO Eazsp.sss5€réd estimado a partir da
razao entre os coeficientes de absospgge azgs. O valorS, sera calculada atraves
da razéo entre a inclinacéo espect&aloptida entre os intervalos 275 nm a 295 nm
(S275-295nn) € 350 a 400 NSEs0-400nn)- O indice de fluorescéncia (FI) sera calculado
como a razéo das intensidades de fluorescénci@ am# 520 nm de emisséo e 370
nm de excitacao.

OUTROS ORGANICOS

Todos os compostos organicos listados pelas narasaambientais regidas pelo
Conselho Nacional de Meio Ambiente, do Ministéri@ dMeio Ambiente
(Conama/MMA) deverédo ser estudados para agua meeftti. Sendo assim, devera
ser avaliada a presenca de Hidrocarbonetos, tanuecorigem biogénica quanto
antropica (HC) e Hidrocarbonetos policiclicos artows (HPA) a fim de avaliar a
entrada de material relacionado a atividade ardadpgCom o objetivo de melhor
avaliar a geoquimica sedimentar e se os procesagsneticos foram modificados
em funcdo do aporte do material de rejeito, deveefi@eterminados biomarcadores
lipidicos tais como: triterpendides, hopandidegj@cgraxos, entre outros. A fim de
avaliar o aporte de material oriundo de efluentsébsticos e industriais deverdo
ser determinados esterdis, pesticidas, bifeniladpoddas (PCB), tri-butil-estanho
(TBT), fendis e contaminantes emergentes, tais cfémmacos e outros. Também
deverd ser verificada a presenca de aminas tagit@#tinas graxas, quanto aminas
arométicas a fim de serem utilizadas como marcadoreleculares do material
oriundo da barragem de rejeito.

o Hidrocarbonetos (Alifaticos, Hidrocarbonetos TotdésPetréleo,
Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos e biomacarad lipidicos)

As amostras de sedimento recebidas apos as camspdehzpleta deverao
ser armazenadas em freezer até os procedimentosatiaiais para a
determinacdo de hidrocarbonetos. Aliquotas de camh@stra recebida
deverdo ser liofilizadas e posteriormente homogewkis por maceracao
com auxilio de grau e pistilo. As metodologias eese utilizadas para a
extracdo e determinacdo de hidrocarbonetos de lg®mtroHPA e
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biomarcadores deverdo ser baseadas nos protocBis340c — Soxhlet
Extraction (USEPA, 1996), EPA 8270d — Semivola@ieganic Compounds
by Gas Chromatography / Mass Spectrometry (GC/MESHPA, 2007).
Aproximadamente 10 g de sedimento liofilizado e @egcobre ativado para
a remocéo de enxofre molecular deverdo ser adosnam cartuchos de
celulose e extraidos em Soxhlet (12 h / 250 mL idlordmetano). A fim
deverificar a eficiéncia de extracdo deverdao sai@hdos as amostras no
inicio da extracédo, padrossrrogatedeuterados (fg N-Gog, 5ug N-Gage

5 ug n-Goge 100 ng de p-terfenil-d14). Apds a obtencao doaextbruto,

este devera ser reduzido para o volume de aprosimacte 1 mL em
evaporador rotatorio e reservados para posteacidinamento. Os processos
de clean upe fracionamento dos extratos deverdo ser realizamiosoluna
cromatografica empacotada com 8 g de silica (adiad60 °C /

16 h e desativada com 2 % m/v de agua ultrapucanifli-Q®) e 1 g de

alumina (calcinada a 450 °C / 4 h e desativada 2d¥h m/v de ultra pura
tipo milli-Q®). A fracéo dos hidrocarbonetos alifaticos (F1)atévser eluida
com 50 mL de hexano, a fracdo rica em hidrocarlesnatomaticos (F2)
eluida com 70 mL da mistura dicrolorometano: hexéhd v/v), a F3

contendo esterois e alcoois devera ser eluida édbml5de acetato de etila e
por ultimo a fracdo contendo acidos carboxilicay @evera ser eluida com

50 mL de metanol. As fracBes eluidas deverdo serccerdradas em
evaporador rotativo e o0 solvente trocado por hexajostado a
aproximadamente 1 mL. Em seguida deverdo ser adidas

respectivamente na F1 e F2 os padrdes internaggt5qt g / mL) e um mix

de hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos deutesgd00 ng / mL) para a
determinacdo dos hidrocarbonetos de petrdleo e HB#pectivamente.
Aliquotas das fracbes F1 e F2 deverdo ser reuredagetadas para a
determinacdo da concentracdo de hidrocarbonetais e petroleo (HTP).
Para a quantificacdo de biomarcadores como terpaswierois e acidos
presentes nas fracdes F3 e F4 deverd ser utiliaadifa-colestano como
padréo interno.

A gquantificacdo e identificacdo dos compostos dewer realizada através
de um cromatografo a gas Agilent Technologies 7880 detector por
ionizacdo em chama e por cromatografo a gas Agilleshnologies 7890
acoplado a espectrometro de massas 5975c, ambgsmdog com auto
amostradores CTC CombiPal, injetSplit/splitlesse coluna capilar DB-

5MS (30 m x 0.250 mm x 0.3bm). A curva analitica para a determinacéo
de alcanos e HTP devera ser preparada a partindeiy padrao de alcanos
(n-Cg — C49) na faixa de concentracdo de 0,5 a 50, / mL com
padronizacao interna (niés— 10pug / mL). A determinagéo quantitati2v8a de



HTP devera ser feita pela integracdo da éarea tital cromatogramas,
englobando toda a fracéo resolvida e ndo-resobidavés da determinacao
da linha de base, descontando-se as areas dos giasogpadrdes. A
programacdo de temperatura devera ser configurada & temperatura
inicial de 60 °C por 1 min, entdo 6 °C / min at® 3C por 30 min. Para as
determinagdes utilizando-se GC-MS, as condigOegrdevser as mesmas
citadas, com o0 acréscimo dos parametros de ternpsaido injetor,
interface, fonte de ions e quadrupolo: 300 °C; 300200 °C e 150 °C,
respectivamente. A quantificacdo dos HPA tambémerdeser realizada
porcurva analitica via padronizacéo interna. Avasiranaliticas deverao ser
construidas na faixa de concentracdo de 5 a 100Qmigutilizando como
padrdo interno uma solucdo contendo 5 HPA deutsrddaftaleno-d8,
acenafteno-d10, fenantreno-d10, criseno-d12 egmexiti12) na concentracao
de 100 ng / mL. Os ions utilizados para a quaatfio 16

HPA prioritarios, assim como dos seus respectiarges internos, estao
descritos na Tabela 04. Os HPA deverdo ser detado através do
monitoramento fullscan nf/z 50-550) e do monitoramento de ions
selecionados (SIM), seguindo as seguintes carsiitad: temperatura
inicial de 40 °C por 2 min, com taxas de aquecimealg 25 °C / min até
100

°C, 5° C/ min até 230 °C, 2 °C / min até 270 °Chtithos por 5 mine 5 °C
/ min até a temperatura final de 300 °C. Para erowbacdo dos
biomarcadores lipidicos deverdo ser utilizadas asunanaliticas com
padrbes auténticos para esterbis e acidos grax®de@hais compostos
identificados deverdo ser determinados em fungdopadrdo interno
adicionado, devido a inexisténcia de padrbes caaismeferentes as classes
a serem avaliadas.

A identificacdo dos compostos deverd ser feita pmlmparacdo com
injecdo de solucdes contendo padrfes auténticosmiuita a biblioteca de
espectros de massas NIST do equipamento.
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Tabela 06 — jons de quantificacio dos 16 HPA egesdnternos.

Padrédo ion_?_ de _ ion_?_ de _
Quantificacao Padr3o Interno Quantificacéo
(m/z) (m/z)

Naftalenc 12¢ Naftaleno-d& 13¢

Acenaftilenc 152 Acenaftenc-d1C 162 164
Acenafteno 152, 154 Acenafteno-d10 | 162, 164
Fluoreno 165, 166 Acenafteno-d10 | 162, 164
Fenantreno 178 Fenantreno-d10 | 188

Antraceno 178 Fenantreno-d10 | 188

Fluoranteno 202 Fenantreno-d10 | 188

Pireno 202 Criseno-d12 236, 240
Benzo(a)antraceno 228 Criseno-d12 236, 240
Criseno 228 Criseno-d12 236, 240
Benzo(b)fluarantenc 252 25¢ Pernlenc-d1z 260 264
Benzo(k)fluoranteno 252, 253 Perileno-d12 260, 264
Benzo(a)pireno 252, 253 Perileno-d12 260, 264
Indeno(1,2,3-cd)pireno | 276, 278 Perileno-d12 260, 264
Dibenzo(a,h)antraceno | 278, 279 Perileno-d12 260, 264
Benzo(g,h,)perilenc 276 277 Perlenc-d1z 260 264
p-Terfenil-d14 240, 244 Criseno-d12 236, 240
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Verificacbes periddicas referentes a resposta ta@alido sistema
cromatografico deverdo ser realizadas com injedosspadroes durante as
andlises das amostras de sedimento. Nestes ensde&rda ser
utilizada como critério de aceitacdo para contrd&e qualidade, uma
variacdo maxima de 10 % no sinal cromatografico pkdrdes injetados,
dentro da curva analitica previamente construidmtrGles de branco de
extracdo, vidraria, ensaios de fortificacao e recagao também deveréo ser
realizados como controle de garantia das analises.

Valores de recuperacdo obtidos na faixa entre 702@ % seréo

considerados aceitos como indices de bom desempemiiico para o

método. Cada batelada de extracdo devera conteprova em branco para
avaliagcdo da confiabilidade analitica, represerdatestes de controle e
garantia de qualidade (QA/QC). Ainda como QA/QCrapaerificar a

precisdo e exatiddo do método analitico, deverfoesdizadas analises de
amostras de sedimento certificado de referéncian(lard Reference
Material NIST 1941b).

o Pesticidas clorados e bifenilaspolicloradas
(PCB’S)

Os sedimentos deverdo ser processados conformearealitico descrito
em UNEP (1992). Aproximadamente 100g de sedimeew@rdo ser secos
em um liofilizador, desagregados utilizando almafae pistilo de
porcelana, homogeneizados e armazenados em frédsoadro. Durante as
analises, aproximadamente 20g de sedimento se@védeser adicionados
100pL de uma mistura de padrbes subrogados pareteandnacdo de
compostos organoclorados (PCB 103 (C-103N) e PC8 (®198N),
AccuStandard, USA). Posteriormente, deverdo semigkis em aparato
Soxhlet durante 8 h com 80 mL de n-hexano e dioletano (1:1) (J.
Baker, México). Os extratos deverdo ser concengrado2 mL e
submetidos a purificagdo porcromatografia de adsorem coluna de
alumina, com eluicdo de 15mL de uma mistura 30%oimetano em n-
hexano para a obtencédo da fracdo contendo os ctoepmgjanoclorados.
Os extratos resultantes deverdo ser entdo condesteaaproximadamente
500 pL.

Os PCBs e pesticidas organoclorados deverdo sentifickdos e
guantificados em um cromatégrafo a gas da Agilezthfologies 7890A
acoplado a espectrometro de massas e injetor atitomonforme USEPA
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8081b e USEPA 8082. A coluna capilar utilizada déwver as seguintes
caracteristicas: fase estacionaria de 5% fenilksiddxano, 30m de
comprimento, 0,25mm de diametro interno e 0,25puregpessura do filme.
A injecdo de 1pL do extrato da amostra deverarmemedo sem divisdo de
fluxo (splitlesg. A programacao de temperatura do forno deveréanteio

em 100°C (1min) com aumento & taxa de 5°C'maié 140°C (1min),

aumentando a 1°6 min® até 250°C (Imin) e 2G min® até 306C
permanecendo isotérmico por 5 min. A temperaturanggior devera ser
mantida a 300°C.

As amostras de sedimento superficial deverdo sdisadas para Alfa-HCH
(BHC), Beta-HCH (BHC), Gama-HCH (BHC), Delta-HCH HB), DDT
(somatorio dos isbmeros p,p’- € 0,p-), DDE (somatdos isbmeros p,p’- €
0,p-), DDD (somatério dos isbmeros p,p’- e o,p4gldfin, endrin, Alfa-
clordano, Gama-clordano e o somatorio de 7 congérae PCBs (PCB 28,

52, 101, 118, 138, 153 e 180) em sua fracdo twdaforme na Tabela Il do
Anexo da Resolugdo CONAMA 454/12. A identificagdos dpesticidas
clorados e PCBs devera ser baseada nos tempogetede de padrdes
auténticos.

A quantificacdo devera ser realizada contra padedernos através das
curvas analiticas de cada analito e os padréesgadiws PCB103 e PCB198.
A recuperacdo da metodologia devera ser avaliatizantlo-se

2,4,5,6-tetracloro-m-xileno (TCMX, M-8082-SS-10Xc@uStandard, USA)
como padréo interno e o desempenho analitico @&idevé@nalise de matrizes
fortificadas com padrdes, replicatas e brancodtaes.

o Eter-aminas e aminas aromaticas

As amostras de sedimento liofilizado (10 g) focafilos com trifenilamina
deverdo ser extraidas com diclorometano por sadmcé® x 15 mL) ou por
Soxhlet (250 mL) por 12 horas (metodologia baseamiaAlzagaet al,

1999). A fracéo dissolvida de amostras de aguad(bilp deverd ser passada
por cartuchos Lichrolut EN (200 mg), previamenteamtos com 7 mL de
MeOH a 1 ml mift e, em seguida, 3 ml de agua Milli Q a 1 ml thin
Posteriormente deverdo ser submetidas a etapaagese sob vacuo durante
15 min, e a eluicdo realizada com 3 ml de aceteeguido de 3 ml de
acetato de etila utilizando sistema de extracafasmsolida.
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A determinacdo quantitativa das aminas devera salizada por

cromatografia em fase gasosa equipado com um edpetto de massas e
amostrador automético. A Injecdo devera ser reddizao modo splitless,
(ativacdo em 40 s em 280°C) e devera utilizar H&imo gas de arraste (1

mL min™). A temperatura do forno devera ser programad206i€ (1 min) a

120°C a 10°C mih e, em seguida, a 320°C a 6°C thimantendo a
temperatura final durante 15 min. Deverdo ser zatilas as colunas
analiticas: DB-5 de 30m, ID 0,25 milimetros e espes de filme 0,25 mm
(J & W Scientific). O GC-MSD devera ser no modo EY operando no
modo fullscan (40-550 uma), temperaturas de foetdods e de linha de
transferéncia de ions de 220 e 280°C, respecti@nen

ELEMENTAR

o Carbono, nitrogénio, hidrogénio, oxigénio e enxofre

A caracterizacdo da matéria organica devera skzada através de analises
sobre a composicdo de seus elementos majoritaaopredominancia

isotépica entre eles e as moléculas que formanmandtises da composicdo
elementar (C, N, P, S) nos sedimentos deste estederdo ser realizadas

apos a descarbonatacao, através da adicédo de ®1@ial,L* diretamente

nas amostras dentro dos frascos de anadlises. Estedpnento devera ser
entdo repetido por duas vezes sendo as amostessesacestufa a 60 °C por

12 h.

A determinacao dos teores de carbono organico gaXyogénio total (NT)
devera ser realizada com aproximadamente 10 mg rdestea dos
sedimentos utilizando um analisador elementar (Btector EA3000). Os
testes de exatiddo para carbono total e carbonénioay deverdo ser
realizados com padréao certificado.
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ISOTOPOS

o Isétopos esteis (carbono e nitrogénid):’Pb/*'Cs, canpostos
organicos gpecificos.

Isotopos estave: Na avaliagcdo do aporte organico pagasedimentos da
regido costeiraa amostra devera ser descarbonatada cost de HCI 10%,

lavada com agp Utrapura e centrifugada para a remodacsolrenadante. O
residual dever&er seco por liofilizagcdo e a analise dedpos estaveis de
carbono e nitgénio (sem a remocdo do carbono inoig® deverd ser
realizala por meio de um analisador Elementaont interface de

fluxocontinuo,acoplado a espectrémetro de massa cendio isotOpica. A
razao isotOpicale cada amostra devera ser referencimdra o material
padrao

seguindo a fanula a seguir:

613 Corg OU & Nraeat (Fha) = [{:Hﬁmnmm}r )— 'l] x10%

Padrio

Sendo R é a razad’c/A’c ou™N/AN.

0 Is6topos*®Pb/3'Cs e taxa de sedimentacéo

A determinacé de **°Pb deveré ser realizada a partir deditia da emiss&o
de seus raiosagna, da ordem 47 keV. O efeito da aubs@cao, devido a
emissbes memes de 100 keV devera ser levado eondderacdo e para
isso, em cadanaostra analisada devera ser realizadoaditulo do fator de
auto-absorcéo,parametro este utilizado no calculo davidade final do

21%p. Assim atividade do™%Pb devera ser calculada petp@céo 1:
Appp10 ={(C X F) =BG}/ (tx m x pv X €)

em que:
App210€ a atividade d&'°Pb na amostra (Bq.Ky;
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C é o nimero de contagensdPb na amostra;

F € o fator de auto-absorcéo;

BG é o numero de contagens da radiacdo de fundo i&oreg
2% (47 keV);

t € o tempo de contagem da amostra, em segundos;

meé a massa da amostra, em quilogramas;

p é a probabilidade de emissdo da radiacdo gamarpeove do

2% jgual a 0,0418;

€ é a eficiéncia do detector.

A atividade de**'Cs por espectrometria gama é obtida por meio da¢zgu3:

ACS-137:{(C_BG}/(tmevaS)

em que,

Acs.137€ a atividade d&*’'Cs na amostra (Bq.Ky;

C é o nimero de contagensd&Cs na amostra;

BG é o numero de contagens da radiacdo de fundo i&ordg
137Cs (661 keV);

t € o tempo de contagem da amostra, em segundos;

m € a massa da amostra, em quilogramas;

p € a probabilidade de emisséo da radiacdo gamarpeove do

137Cs igual a 0,850;

€ é a eficiéncia do detector.

A analise do branco para os radionuclideos em esiadera ser realizada
contando-se um pote plastico vazio no mesmo tersgpabelecido para as
amostras. Para cada energia sera obtido um vaéoé qonsiderado como a
radiacdo de fundo obackground este valor devera ser entdo, subtraido da
contagem da amostra procedendo-se entédo a detefmida sua atividade.
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NUTRIENTES DISSOLVIDOS (SOMENTE EM AGUA)

o Orto-fosfato, nitrito, nitrato, nitrogénio amoniadee silicio reativo
dissolvido.

As analises de nutrientes dissolvidos deveréo esdizadas pelo meio de
analise de fluxo continuo (“Continuous Flow Anatysi CFA), com 0 uso
de um Seal Autoanalyzer (AA3), o qual possui mé&odertificados pela
USEPA.

Silicata A analise devera ser realizada pela técnica deskong
(1967) que consiste na adicdo de uma solucao iaad# de
molibdato de aménio na amostra para produzir ooaeidlibdico
que é reduzido para acido molibdoso (composto azoih a
adicdo de cloreto de estanho Il. Para evitar afer@ncia do
fosfato devera ser adicionado Acido tartarico. Aostra devera
ser passada por uma célula de 10 mm e a absorbéadida a

660 nm.

Nitrato + Nitrito: devera ser realizado o procedimento modificado
de Armstrong (1967), no qual a amostra atravessa cwiuna
redutora de cadmio, sendo o nitrato presente dqatwéimente
reduzido a nitrito. O reagente sulfanilamida devesar
introduzido na amostra seguido pelo reagente Naftibn
etilenodiaminadicloridrato, que se associam e fonma azo
corante vermelho. O fluxo devera passar por umdacde 10mm

e a absorbéncia medida a 520nm.

Nitrito: A analise devera ser realizada conforme desqé@
nitrato + nitrito, com a excecdo da coluna de cadmi

Fosfato Devera ser utilizado a modificacdo do
procedimento descrito Bernhardt e Wilhems com o dsaima
solucdo acida de molibdato de aménio adicionada@sta para
a producéo do acido fosfomolibdico, assim reduzidea acido
fosfomolibdoso (composto azul) com a adicdo deasulfde
dihidrazina. O produto da reagcdo devera ser aquecd
aproximadamente 55 °C para melhorar o desenvolvonda
coloracdo e o fluxo passado por uma célula de 10 enm
absorbéancia medida a 820 nm.

Nitrogénio Amoniacal O método utilizado deverd ser uma
modificacdo do procedimento de Koroleff (1969, ])9;8)



nitrogénio amoniacal devera ser analisado via ede&Berthelot,
no qual o &cido hipocloroso e fenol reagem com énénem
uma solucéo alcalina para formar o azul de inddfel@mostra
devera ser passada por uma célula de 10 mm e #babsa
medida a 660 nm.

Alternativamente, os nutrientes dissolvidos podes&o dosados
através do uso de cromatografia ibnica, com a gemade
reducdo de volume de amostras, tempo de medica@ier m
namero de amostras.

o Nitrogénio e fosforo totais.

Andlises de nutrientes totais deverdo ser realgzada prévia digestdo com
persulfato de potassio de acordo com Valderram81{(1@ analisadas por
fluxo continuo (“Continuous Flow Analysis” - CFAponforme métodos
para nitrato e ortofosfato descritos anteriormente.

o Especiacéo de fosforo (P)

Com a premissa de verificar o carreamento de coimpdasfatados por toda
a bacia hidrografica do rio Doce pela lama de t@geile minério e aportados
na plataforma continental, deverdo ser realizadedises de fosfato em
diferentes matrizes sedimentares.

O método a ser utilizado é o descrito por Anscleut2eborde
(2016) que consiste em uma extracdo sequencial para
mensuracdo de fésforo em &gua intersticial P-trelc&+ligado a
ferro, P associado a apatita biogénica, P assocadpatita
autigénica e carbonato, P associado a apatitatadletriformas
inorganicas e P organico.

As etapas de extracdo estdo descritas na Taledb@ixo e cada
extrato devera ser analisado por colorimetria seguiurphy e
Riley (1962):
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Tabela 7 — Etapas de extracéo de fésforo (P).

Fracac extraida Extralor (tempao) Reaga quimica
P-trocével NaHCG; + H,O + tolueno | Desor¢éc sem atividade bacterianaem
3x24h agua atrtificial

P-ligada aferro (1l1) amorfo | Ascorbatc (20 g/L) 24h Reducéac de oxidacs de ferro (l1I)

amorfo e dissociagdo do P.

P-ligado aferro (I11) diti onitocitratc bicarbonatc | Dissociacdo de éxido de Fe (Ill)
cristalino ah redutivel e P associado.
P-ligado ¢ NH4CI (2M) Dissociacéoda hidroxiapalita e F
Hidroxiapatita autigénica 16h associado.
P-ligado a ¢patite Acetatcde Sédio Dissociaca« da apatice cerbonatice e P
carbonética autigénica 16h associado.
P-ligado a apatite detrital € | HCl (1M) Dissociacao adade ceabaonaios €
carbonato 16h apatita.
P-orgénico H,SO, (18M) Dissociacéo a«da da matéria

16h organica.

3.5.2 Clorofila-a e Feopigmentos

A extracdo devera seguir a metodologia propostayaght e Jeffrey (1997)

com modificacdes.

A extracdo da clorofila e de feopigmentos devera ser realizada em um
ambiente escuro ou penumbra. Para a extracdo gaoepios, devera ser utilizada uma
pinca de ponta fina e cada filtro devera ser acaumocm um tubo Falcon de 15ml
encapados por papel aluminio e fita garantindor@ieeocorra penetracédo de luz dentro
do tubo. Com auxilio de uma pipeta devera ser @aiclo 10ml de acetona 90% em
cada tubo. Depois do procedimento anterior, as tasosleverdo ser mixadas por 1
minuto ou até que o filtro esteja dilacerado. Amafida mixagem os tubos devem ser
armazenados em geladeira, ao abrigo da luz, pgraenindo de 24 horas.

Apo6s o periodo de refrigeracdo, as amostras dewaséaentrifugadas por 5
minutos. Em seguida a amostra de cada tubo Fakenskr transferida para outro tubo
Falcon limpo e centrifugadas por mais 5 minutosugi@mndo que todo o material tenha
sido sedimentado e extraido. A leitura no espattiiaietro devera ser iniciada
imediatamente apos a centrifugacado das amostrasiass deverdo ser transferidas para



as cubetas e encaixadas no equipamento e realiaadaguras nos comprimentos de
onda de 665nm, 647nm, 630nm e 750nm anotando enplami¢tha as absorbancias de
cada comprimento de onda sendo necessario zegituealcom acetona 90% a cada
mudanca de comprimento de onda.

Apés a leitura desses comprimentos de onda, em cabata devera ser
acrescentado 2 gotas (0,1ml) de HCI (0,2M) paraoaversdo de clorofila-a para
feopigmentos e realizar novamente as leituras peoct®fotdmetro anotando suas
respectivas absorbancias nos comprimentos de @@é@xhm, 647nm, 630nm e 750nm.

3.5.3 Material Particulado em Suspensao

Para determinacdo da concentracdo do MaterialcBladio em Suspenséo sera
utilizado o método gravimétrico com filtragem daiagm filtro de fibra de vidro com
poro de 0,7 um e 47 mm de diametro. Os filtros deser pesados previamente e seco

em estufa a 4C. Depois de filtrado, 0 mesmo deve ser seco daestu 46C.

Apobs esse procedimento os filtros deverdo ser adlmeem um dessecador para
evitar absorgcéo de humidade, e serem, pesadostdigdelos individualmente.

Devera ser filtrada uma quantidade conhecida da,agie nesse caso dependera
da concentracdo. Em areas com excesso de MPS m@xéssidade de filtrar 1 L, mas
para areas de menor concentracdo a filtragem daveocs minimo de 1 L. O filtro
devera ser lavado em agua deionizada ap0s a éiltrgogra retirada de sal.

As amostras deverdo ser filtradas, com auxilio dea ubomba a vacuo.
Posteriormente, estes filtros contendo o matenalsespensdo deverdo ser secos em
estufa por 48 horas a temperatura entre 40°C e, 68%vamente pesados. Pela
diferenca do peso antes e depois da filtragem rédesex obtida a concentracado de MPS.
A unidade da concentracdo do MPS devera ser em.Rgta determinacgéo do teor de
Matéria Organica das amostras de MPS os filtrogdevser incinerados em mufla a

550° por 5 horas.

3.5.4. Sedimento — Granulometria e Composi¢éo

O sedimento devera ser lavado em agua doce paealeetie sal e colocado para
secar em estufa a 40°C pelo tempo que for necegs@ia completa retirada de agua.
Apds o sedimento seco, 0 mesmo devera ser pespeloegado via imida em peneira
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de 63 microOmetros para separacdo da fracdo areianmente o procedimento de
secagem da fracdo areia devera ser repetido, enowaapesagem (desta fracdo) para
determinacdo dos teores de lama e areia. A graetilianda fracdo areia devera ser
determinada por peneiramento de 0,5 em 0,5 Firag@d lama devera ser levada ao
granuldémetro a laser apos queima de MO por peroXNdocaso da fracdo lama ndo ha
necessidade de novo procedimento de secagem, wmquee 0 granuldmetro utiliza
amostras umidas. Os valores dos teores deveraetaminados a partir da diferenca
entre o peso total e o peso da fracao areia, agsthegando ao peso da fracédo lama.

Densidade

A amostra devera ser coletada em recipiente denshtionhecido e previamente
pesado e identificado. Em laboratorio esse redipidevera ser imediatamente pesado
com o sedimento humido e levado a estufa entre d03@C para secagem. Apds seco
o recipiente deverd ser novamente pesado. O vaodahsidade molhada sera a
razaoentre a massa da mistura (peso humido) eumeatia mistura. O valor da massa
seca € necessario para arquivamento em caso dssitlecke do conhecimento de teores
de &gua para determinacéo da densidade seca.

A determinacdo da mineralogia de argila do MPS i@eser realizada, atraves
do sedimento fino pulverizado que, em seguida deser injetado em um difratdmetro,
com um tubo selado de Cu K-alpha (40 kV, 20 mA), aounterde cintilacdo e um
monocromator de grafite. Os padrbes de difracaerdevser gravados em mosiep-
scanem passos de 0.02° a dois segundos por passcorfigutacoes doslits de
divergéncia, recebimento e espalhamento deverdodeel0.5°, 0.3 mm e 0.5°,
respectivamente. Os padrdes de difracdo deveragraeados de 4° a 120°. Analise e
determinacdo da composicdo isotopica e de terras o MPS devera ser utilizada
para a determinacdo de procedéncia geolégicaacdkziacao.

Testemunhos

Os testemunhos para andalise sedimentolégica dewsméabertos em duas
metades, fotografados e subamostrados. A subamestrdevera ser de no maximo a
cada 2cm. Aliquotas serdo separadas para deteduninacteor de carbonato de calcio
(dissolugdo por HCI a 10%), teor de matéria orgaufipieima em Mufla a 45(C) e
andlise granulométrica. A granulometria deveraealizada em peneiramento a umido

para separacdo da fracdo lama e areia. Posterimngerfracdo areia devera ser
peneirada a seco a cada 0,5 phi e a fracdo lanemédser analisada em granulémetro a
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laser. A aliquota remanescente da dissolucdo dmmaio de calcio devera ser usada
para separacdo de minerais pesados por densidatiousromoférmio.

Pelo menos 10 sub-amostras deverao ser analisagammeralogia de argilas e
de minerais pesados, igualmente espacadas ao ldagoegistro sedimentar. A
metodologia para definicdo dos argilo minerais d@ger por difratometria de raio-x. O
sedimento fino devera ser pulverizado e, em segingdaado em um difratbmetro, com
um tubo selado de Cu K-alpha (40 kV, 20 mA), umnteu de cintilacdo e um
monocromator de grafite. Os padrbes de difracaerdevser gravados em modo step-
scan em passos de 0.02° a dois segundos por pessmnfiguracdes dos slits de
divergéncia, recebimento e espalhamento deverdodeel0.5°, 0.3 mm e 0.5°,
respectivamente. Os padrdes de difragéo deverg@paerdos de 4° a 120°.

A andlise geoquimica de metais e organicos dewwréealizada nas aliquotas
amostras e definidas, sendo no minimo 10 subamsosispalhadas ao longo do
testemunho de acordo com a metodologia ja deswr#izze documento.

Analise de Clorofila

A extracdo a ser realizada devera seguir a metg@ofwoposta por Wright e

Jeffrey (1997) com modificagdes.

A extracdo da clorofila e de feopigmentos devera ser realizada em um atabien
escuro ou penumbra. Para a extracdo dos pigmeaimsyma pinca de ponta fina cada
filtro devera ser acomodado em um tubo Falcon denll&ncapados por papel aluminio
e fita garantindo que ndo ocorra penetracdo dedafro do tubo. Com auxilio de uma
pipeta sera adicionado 10 ml de acetona 90% em tcdde Depois do procedimento
anterior, as amostras deverdo ser mixadas por ltoniou até que o filtro esteja
dilacerado. Ao final da mixagem os tubos devemagarazenados em geladeira, ao
abrigo da luz, por um periodo de 24 horas.

Apo6s o periodo de refrigeracdo, as amostras devaséaentrifugadas por 5
minutos. Em seguida a amostra de cada tubo Fakenskr transferida para outro tubo
Falcon limpo e centrifugadas por mais 5 minutosugimdo que todo o material tenha
sido sedimentado e extraido. A leitura no espettibaietro devera ser iniciada
imediatamente apos a centrifugacado das amostrasiass deverdo ser transferidas para
as cubetas e encaixadas no equipamento e realiaadaguras nos comprimentos de
onda de 665nm, 647nm, 630nm e 750nm anotando enplami¢ha as absorbancias de
cada comprimento de onda. Ressalta-se que € negesmsi@r a leitura com acit{)na



90% a cada mudanca de comprimento de onda.

Apés a leitura desses comprimentos de onda, em cabata devera ser
acrescentado 2 gotas (0,1ml) de HCI (0,2M) paraoaversdo de clorofila para
feopigmentos e realizar novamente as leituras peoct®fotdmetro anotando suas
respectivas absorbancias nos comprimentos de @@éxhm, 647nm, 630nm e

750nm.

3.5.6 Analise do Plancton

Fitoplancton

As amostras qualitativas coletadas em todas agfestale amostragem com
arrasto vertical de rede de 2/0n (para os 26 pontos da bacia) e |60 (para a
foz e regido estuarina) deverdo ser identificadsavés de microscépio
bioldgico 6ptico equipado com camera digital eizdihdo bibliografias especializadas.
Cada espécime representante de um taxon devef@tesgrafado, desenhado e medido,
sendo dado a ele um codigo de identificacado. Deveeé utilizadas chaves taxondmicas
revisadas e atualizadas e quando nao for possiaktar a identificacdo das amostras
a nivel de espécie, estas deverdo ser genericaingedi@s de acordo com os morfo-
tipos baseados na forma e dimensdes ou registetaseu menor nivel taxonémico
possivel. Devera ser realizada também uma andfieacda lista de taxa para
confirmar a adequacgédo da ficoflérula ao local emcfio da metodologia de analisee a
revisdo da taxonomia e enquadramento taxondmicanddses cientificos deverdo ser
checados em bancos de dados internacionais.

Das amostras quantitativas coletadas na supedigegunda profundidade, o
volume total (1 litro) de cada amostra devera papsa processos de sedimentacao
sucessivos, seguido de retiradas do sobrenadamteaggilio de bomba a vacuo, até a
reducdo do volume para 250 mL sem qualquer tipdiltlacdo, sendo estocado em
frasco de polietileno com batoque. Para contageffitamancton, devera ser adotado o
método de sedimentacdo proposto por Uthermohl (19%8avés da utilizacdo de
camaras de 50 mL, por um tempo minimo de sedim&ntde 48 horas. Em todos os
processos de sedimentacao deverd ser utilizadibéocide Sournia (1978), que prevé
um tempo minimo de 4 horas de sedimentacdo paeaXath de altura da coluna de
agua.

42



A contagem dos organismos devera ser realizada iemsoopio invertido com
aumento de 400 vezes e com base no procedimertandgos aleatorios descrito por
Uehlinger (1964), que serédo gerados por programeodgutador. A determinacdo do
numero de campos a serem contados devera seadsabegundo Lunet al. (1958) e
devera alcancar 100 individuos da espécie maisdalpi®, permitindo trabalhar com
intervalos de confianca de aproximadamente 20% @f#iana um nivel de significancia
de 95%, o que é considerado como suficiente pdwal@s desta natureza. Entretanto
devera ser adotada a contagem minima de 25 carapga<g@da amostra, mesmo que a
espécie mais abundante ja tenha superado o totHd@éndividuos contados, visando
assim obter maior confiabilidade dos dados. Deves@to contados os individuos e
também o numero de células, no caso de organisimisgtulares.

A densidade numérica devera ser expressa em indsiul* e/ou células.mt e
calculada segundo a férmula modificada de Wetzdgtens (1979). Estes valores
também poderado ser expressos em individtfos/au células.Edependendo da
escala dos resultados.

A partir dos valores de densidade do fitoplanctemeddo ser calculados os
indices de diversidade especifica (bits.individlios/ou bits.células-1 (SHANNON;
WEAVER, 1949) e de equitabilidade (PIELOU 1975 ap&>ENDRE; LEGENDRE,

1983).

Concomitante as contagens deverao ser efetuadisearmaorfométricas para a
avaliacdo do biovolume celular. Os espécimes eraog durante a contagem deverao
ter registro fotografico por meio de camera digigmoplada ao microscépio, que daréo
subsidios ao calculo da biomassa através das nesdigdsuas dimensodes.

Zooplancton

As amostras deverdo ser fracionadas de acordo abensadade de organismos
nas amostras. No caso de amostras de ambiente m@ripara a obtencéo
de sub-amostras devera ser utilizado o partidosdrol Plankton Sample Splitter
(Hidrobios®), sendo o numero de divisbes (1/2, 1/8... até 1/1024) realizado de
modo a garantir a presenca de pelo menos 1.00Cies® na aliquota. Para os
ambientes de agua doce sub-amostras deverdoissiastcom pipeta tipo Stempel até
gue um minimo de 200 individuos da espécie domenseja contabilizado. A contagem
das sub amostras devera ser feita em Céamara devdekidgRafter sob microscépio
optico. Em contraposi¢cdo, as amostras de pequelumgodeverdo ser contadas em

sua totalidade.
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As subamostras obtidas deverdo ser analisadas isobsodpio estereoscépico
utilizando camaras de Bogorov para separacao emagsayrupos taxonémicos.

Sequencialmente devera ser realizada a identificali@® componentes do
zooplancton ao menor nivel taxonémico possivelizatido bibliografia especializada
(e.g. BOLTOVSKOQY, 1999; BONECKER, 2006; entre os)r@, quando necessario,
microscoépio optico Nikon Eclipse 50i devera sefiagdo para identificacdo de partes
especificas dos organismos para auxiliar nestdifidagdo. A nomenclatura dos taxa
deverd ser checada junto ao banco de dados intEmabtTIS — Integrated Taxonomic
Information System (http://www.itis.gov) para ves#dcdo da validade do nome.

Ictioplancton

Os ovos e larvas de peixes deverao ser totalmeat®s das amostras coletadas
tanto na malha de 5Q0m da rede Bongo quanto na neustbnica. No casaaatidade
de ovos ser muito grande podera ser realizadocmframento com o Folsom Plankton
Sample Splitter (Hydrobios®), mas deverdo ser @gsadté um minimo de 100
individuos. O fracionamento devera ser realizadenag para o grupo de ovos que for
mais abundante. Em determinadas amostras os ovptcad podem ser pouco
abundantes e nédo deverao ser fracionados; engosoims redondos ndo ornamentados
podem estar presentes em grande namero, devemitmn&dos. O numero total de ovos
e larvas de peixes coletados com a rede Bongo@&leeeexpresso

por 100 nT (ovos/larvas. 100 i) e por 1000 rh(ovos/larvas.1000 i) para as

amostras da rede neustonica.

Apoés a identificacdo os ovos de peixes deverdopseservados em formol
tamponado a 4% e as larvas de peixes preservadadceol 70%, com excecdo das
larvas do grupo leptocephali que deverao ser pradas em formol tamponado a 4%.

A identificac@o dos ovos e larvas de peixes deseraealizada com auxilio de
microscopio estereoscopico, utilizando alguns patéosa meristicos e morfométricos.
Para auxiliar nessa etapa, deverdo ser utilizadeferéncias bibliograficas
especializadas, tais como: Mose¢ral (1984); Moser (1996); Matsuura e Olivar (1999),
Richards (2006); Bonecker e Castro (2006); Fah@91{2 Boneckeket al.(2012), entre
outros.
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A classificacdo do ictioplancton devera ser baseadaelson (2006) e todas as
espécies identificadas deverado ser checadas ne-lTRtegrated Taxonomic Information
System (http://www.itis.gov) para verificagdo déidade do nome.

3.5.7 Analise de Dados Fisico-Quimicos e de Fundeio

Os dados obtidos por CTD deverédo ser analisad@sgesaar perfis de variagéo
dos parametros ao longo da profundidade e variag§paco-temporal destas
informacdes. Os dados de fundeio devem ser anafisadmo séries temporais e
interpretados com base na variabilidade dos diggracimetros.

3.6. AVALIACAO DOS HABITATS

3.6.1 Registro do impacto e taxas de sedimentacao

Deverd ser realizada a coleta de testemunhos go bm uma malha amostral para
determinacao das taxas de sedimentacgéo atravégligeado Pb 210, fluxo geoquimico
e analise granulométrica e composicional na colesfatigrafica. Um total de 20
testemunhos deverdo ser coletados na regido em&terux e Barra Nova (ES). A
testemunhagem devera ser feita por testemunhas/algde/pistdo e sempre em réplica
para ter certeza de que havera material suficgaretodas as analises.

Os testemunhos para analise sedimentoldgica deseréabertos em duas metades,
fotografados e subamostrados. A subamsotragemalseerde no maximo a cada 2cm.
Aliquotas deverdo ser separadas para determinagdeod de carbonato de calcio
(dissolucdo por HCI a 10%) e teor de matéria omga(gueima em Mufla a 451C) e
analise granulométrica. A granulometria deverasalizada em peneiramento a umido
para separacdo da fracdo lama e areia. Posteritmméracdo areia devera ser peneirada
a seco a cada 0,5 phi e a fracdo lama analisadgramildmetro a laser. A aliquota
remanescente da dissolucdo de carbonato de céhoal ser usada para

separacao de minerais pesados por densidade usamdaaférmio.

Pelo menos 10 sub-amostras deverdo ser analisadammeralogia de argilas e de

minerais pesados, igualmente espacadas ao longgidtro sedimentar. A metodologia
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para definicdo dos argilo minerais devera ser jfoatdmetria de raio-x. O sedimento
fino devera ser pulverizado e, em seguida, injedoum difratdmetro, com um tubo
selado de Cu K-alpha (40 kV, 20 mA), um countercithtilacdo e um monocromator
de grafite. Os padrbes de difracdo deverdo seadosvem modo step- scan em passos
de 0.02° a dois segundos por passo. As configesacidbs slits de divergéncia,
recebimento e espalhamento deverao ser de 0.5MmM.& 0.5°, respectivamente. Os
padrdes de difracao foram gravados de 4° a 120°.

A analise geoquimica de metais e organicos deverarealizada nas aliquotas
amostras e definidas, devendo ser no minimo l(asustras espalhadas ao longo do
testemunho de acordo com a metodologia ja desoegtte documento.A espessura do
depdsito devera ser investigada através de um tlwemto geofisico com um
perfilador de sub-fundo de alta frequéncia, usando sistema de multi-frequéncia
variando de 20 a 0,5 kHz. O perfilador em questéwerh ter alta definicdo na
superficie e permitir o mapeamento dos refletoss primeiros metros do depdsito o
que permitira identificar o refletor relacionadodesastre e que servira de controle para
levantamentos futuros. O levantamento devera seamente realizado apds 3 (trés)
anos para comparacao de espessura do depdésito.

3.6.2. Mapeamento dos habitats bentdnicos da Plateima Continental
adjacente a foz do Rio Doce

O mapeamento dos habitats bentbnicos devera sarndeado através de
amostragens de sedimento superficial e levantamgeufisico. Devera ser realizado
um mapeamento acustico com sonar de varredurall&u batimetria de multifeixe
com backscatter(frequéncia entre 100 e 600 kHz fcobrimento da area de enfoque
deste trabalho. E necessario que haja no casovéoténento com sonar de varredura
lateral um dado batimétrico para caracteriza¢dprofundidade e feices morfologicas.
Amostras de sedimento superficial deverdo serzaths para calibracdo do sinal de
retorno do sonar e caracterizacdo e estudo da ¢dadenbentbnica. O mapeamento
devera inicialmente ser realizado atraves de tchoseerpendiculares a costa entre a
isObata de 10 e 40m, a cada 2km. A varredura desarajustada de acordo com a
profundidade, ndo menos do que 100m para cada Este. mapeamento inicial sera
realizados entre as coordenadas 18° 20'S/39° 3&U¥ £3°40°"S/40°11°6""W.
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Na area em frente a foz do Rio Doce, devera sdizada um levantamento de
batimetria multifeixe com backscatter (frequénaire 200 e 300kHz) cobrindo toda a
area apresentada no mapa da Figura 1. Os vérteg®oligono sdo: -39.69312, -
19.24923/-39.43701,-19.37932/-39.83744,-19.98300#32, -19.86918. A segunda
area de mapeamento com batimetria de varredura&eee a regido de ocorréncia de
recifes ja conhecida (Recifes Esquecidos e a raefpdAPA Costa das Algas). A area a
ser mapeada esta pontada na Figura 1 e os védicgmligono séo: -39.59970,-
18.36134/-39.38643,-18.38708/-39.47100,-18.97398&127,-18.93864.-ES.

A caracterizacdo do habitat devera ser realizadanmggodo direto envolvendo o
imageamento do fundo e coleta de material. O inmagato do fundo devera ser feito
por transectos de videos, em todos os habitatsadapeEstes transectos deveréo ter no
minimo 2km de comprimento e estarem distribuidas @rem representativos dos
habitats. A metodologia para realizacdo dos trdosedevera ser feita por veiculo
autbnomo submerso (AUV) equipado com pelo menos dameras de alta resolucéo
(filmando em 4k). As imagens deveréo ser georratgaelas e apresentar informacgao de
escala do fundo e profundidade e rumo. Se judtificas transectos poderao ser feitos
por ROV profissionais ou semi-profissionais, eqdgm com 0S mesmos
sistemas.Registros videograficos deverdo ser selados e recortados em 30 quadros
estaticos, permitindo estimar a densidade dos ipdigc organismos visualizados e a
forma, tamanho, vitalidade e cobertura dos elensetiés formacdes recifais, bancos de
rodolitos e fundos lamosos/arenosos, lamosos elbasos. As analises das imagens
deverdo ser conduzidas em programas como Coral @ount with Excel Extensions e
ImageJ (National Institute of Health, USA). A partios dados obtidos deverdo ser
calculadas a riqueza S, a diversidadaparente de Shannon-Hill e a diversidadeal
de Shannon-Wiener, e a Dominancia de Simpson. a&stimativa das similaridades
entre 0s pontos amostrais em modo Q (elementost@isde em modo R (espécies),
devera ser adotado o indice de similaridade dezynkki, usando PRIMER 5.0. As
similaridades entre os pontos amostrais quantongosicao faunistica associada aos
fatores fisicos deveréo ser analisadas pelo mé&tedwdenacao utilizando MDS (Non-
metric multidimensional scaling). A analise dos @mdcusticos devera ser integrada
com verdades de campo (amostras de fundo) e imageardo fundo marinho para
elaboracdao de um mapa de habitats.

A coleta de material de fundo para caracterizag@acamunidade bentbnica em
fundos lamosos e arenosos, deveréo ser realizaddmipca fundo do tipo van veen ou
box corer, sempre em triplicata. Em cada estac&ustah para bentos na plataforma
interna deveréo ser quantificadas a estrutura daefas@a(451 m-300um) e macrofauna
bentdnica(5001m-1mm), em cada amostra. Sub-amostras de meiofaumacro fauna
deverdo ser congeladas para metasequenciamentmigersieguindo protocolos usuais.
Nas mesmas triplicatas deveréo ser coletadas sabta® em triplicatas, formalizadas
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para posterior peneiramento e triagem de matefal.analises do material triado
deverdo considerar um nivel taxonémico até Famillaminimo. A partir dos dados
obtidos deverédo ser calculadas a riqueza S, adililaelen aparente de Shannon-Hill e a
diversidaden real de Shannon-Wiener, e a Dominancia de Sim{2ara a estimativa
das similaridades entre os pontos amostrais em mMpdelementos amostrais) e em
modo R (espécies), devera ser adotado o indicemdiarsddade de Kulczynski, usando
PRIMER 5.0. As similaridades entre os pontos am@stguanto a composicao
faunistica associada aos fatores fisicos deveréansdisadas pelo método de ordenacéo
utilizando MDS (Non-metric multidimensional scaljng

Nas mesmas amostras deverdo ser separadas anpzst@atestes de toxicidade,
seguindo a metodologia definida no Anexo 1 destedale Referéncia.

3.6.3. Macroalgas, Rodolitos e Fundos de Rodolitos

Macroalgas e rodolitos deverdo ser coletadas errop@mostrais dispostos ao longo
da APA Costa das Algas e do RVS de Santa Cruz. f@tegdo aos rodolitos, além de
coletas nas areas rasas, também serdo realizdétzs @manalises nos fundos de rodolitos,
presentes na porcao profunda da APA Costa das ,Adgae nesta area também deverao
se realizados esforgos para a coleta de macroalgas.

Com relacdo as macroalgas, deverdo ser realizat@stragens quantitativas e
qualitativas, incluindo rodolitos, identificacaorealizacdo de indicies ecoldgicos, como
de rigueza, e analise de vitalidade dos rodolitos.

Deveréao ser realizados estudo de medicéo da tagadimentacédo sobre os fundos de
rodolitos e realizar analise da composicédo do sexlione is6topos observado no coletor e
testemunhador, visando verificar a origem do mesmo.

Amostras biolégicas deverdo ser obtidas diretamemte bancos de rodolitos,
dominantemente localizados na regido da APA CoasaAdgas, através de mergulho
técnico, draga do tipo retangular e/ou com de dedarrasto de fundo.

Em cada local de amostragem deverédo ser coletadoseaos 30 rodolitos, sendo
ainda o fundo fotografado para registro da estautuda embarcacdo, os rodolitos
deverdo ser devidamente etiquetados e preservaddermaldeido 10%. Fragmentos
dos rodolitos deverdao ser separados antes da yae8ere mantidos em nitrogénio
liquido para posterior andlise microbioldgica. Arfl bentdnica associada aos rodolitos
também devera ser triada. Para identificacdo dasogrtaxondmicos (algas calcérias e
macroalgas) devera ser utilizada bibliografia ejpace quando necessario, amostras
especificas deverdo ser enviadas a especialistpartih dos dados obtidos, deverdo ser
determinados: - a riqueza S da comunidade, a dilaels a aparente de Shannon-Hill e
a diversidade a real de Shannon-Wiener, e a Domimate Simpson; a similaridade

deverd ser determinada pelo o indice de Kulczynski. 48



Nas mesmas amostras deverdo ser separadas anpzsBiatestes de toxicidade,
seguindo a metodologia definida no Anexo 1 destedale Referéncia.

Referente aos rodolitos, devera ser realizado tawanto taxondémico e quantitativo
da flora e fauna associada aos rodolitos e os &ifatmados pelos mesmos. Ainda com
relacdo a fauna bentdnica associada, devera dmadsaa integracdo deste grupo aos
estudos especificos para esses organismos, deswiee e demais termos de referéncia
apresentados.

Para monitoramento da fauna e flora, devera sérada analise desses organimos
associado ao material coletado e nos fundos dditasjodeverdo ser instaladas pelo
menos 10 estruturas de placa de incrustacdo do'@pd)” (Calcification Acidificat
ionUnit), a serem distribuidas em diferentes lazales e habitats. O CAU compreende
duas placas paralelas (10X10 cm confeccionadasRdé@cinza Tipo |, mimetizando a
complexidade estrutural dos recifes coralineosdiferentes regimes de sedimentagéo e
luminosidade). Cada CAU devera ser instalado eadktidentro de um periodo méaximo
de 12 anos. A composi¢cdo e a abundancia dos ongasiisolonizados nas estruturas
deverdo ser analisadas e comparadas com o0s organifmminantes no habitat natural
adjacente. Nos locais de instalagdo dos CAUs deve& também instalados
dataloggers, os quais fornecerdo um registro acuida temperatura, turbidez e
luminosidade e do pH em cada local durante toderim@o de incubacéo das placas em
cada sitio.

Estudos de ecotoxicologia deverdo ser realizadigangdo avaliar possiveis efeitos
fisiologicos decorrentes da contaminagdo da dguangtais e consequente acumulagao
desses metais nos organismos, avaliando a conc&mitli@ metais e biomarcador de dano
biolégico (lipoperoxidagao).

Em pontos especificos, ja citados no item Areastad®, devera ser realizada anélise
fisico-quimica, visando a correlacdo de dados.

3.6.4. Fundos Recifais

A caracterizacdo de comunidades bentbnicas de $uresifais devera ser feita com
base na estimativa da cobertura relativa do subsiitdizando a metodologia de foto-
guadrado em parcelas fixas (cf. Francini-Fi#toal., 2008). Cada amostra devera ser
composta por um mosaico de 15 fotos de alta redojigpmando uma érea de 70 cm2.
Serdo amostrados 10 quadrados fixos (delimitadosgrentemente por pinos metélicos
fixados ao substrato) por habitat (topo e pareds)guais deverdo ser distribuidos
aleatoriamente antes da fixac&o. A coleta de aawd@vera ser determinada em campo
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para posterior andlise do impacto. As coletas @eveer realizadas nos fundos recifais
potencialmente impactados, os chamados RecifeseEisips, localizados a cerca de
60km ao norte da foz do Rio Doce, na regido den#dafie nas estruturas recifais
localizadas na APA Costa das Algas e no RVS deaSaniz..

Para determinacado de taxas de sedimentacdo e dgagpds material sedimentar, 5
armadilhas de sedimento serdo instaladas na stipedds recifes. Em cada recife
monitorado, deverdo ser instalados ainda sensoeestucbidez e temperatura
paramonitoramento de condi¢gfes abidticas. O matalatado nas armadilhas devera
ser analisado para composicéao mineralogica, geocguithe metais e granulometria.

Em cada recife monitorado, deverdo ser coletadasstaas de agua para analises
geoguimicas de metais, organicos e elementaresoraramento nos recifes deve ser
feitos em no minimo 3 estruturas, com uma freq@étranestral no primeiro ano. No
segundo ano, apos avaliacdo, a frequéncia papsasaemestral.

A avaliacdo da condicao fisiolégica dos corais. (eficiéncia fotossintética das
zooxantelas) deverd ser realizaga situ através da técnica de Fluorometria de
Amplitude de Pulso Modulada (APM) utilizando-se uilnorémetro subaquatico,
DIVING-PAM Underwater Fluorometer (Walz Gmbh, Gemga Este equipamento
mede o Rendimento de Fluorescéncia (F) e o MaxisraRento (Fm), gerando assim
uma estimativa do rendimento fotossintético dasxaotelas associadas aos corais.
Deverao ser avaliados recifes submetidos a difeseregimes oceanograficos (proximos
e afastados da costa), em diferentes profundidadegm diferentes condi¢gbes
(branqueados, doentes e saudaveis).

O estudo também prevé a deteccéo de bioindicaderaspactos ambientais em corais
e analises de concentracdes de metais nestessmgansera realizado o monitoramento
da comunidade microbiana total associada aos c@raiso dos corais e coluna d’agua
adjacente), que poderdapontar a presenca de sédinmeou de impactos presentes nas
diferentes areas amostradas, que poderiam sexadssr em areas adjacentes.

O monitoramento dos fundos recifais (percentual cobertura por organismos
bentdnicos, corais e algas; estado de salde, ddesitk recrutas de corais, eficiéncia
fotossintética, etc.), deverd ser realizado trimaésente, permitindo melhor
acompanhamento da dinamica de vida de tais orgasignsuas respostas as forcas em
atuacao na regiao.

Sera realizada a caracterizacdo e comparacaoiggeredtecotoxicologica entre os
organismos alvos do monitoramento. Esta comparaigo quantificar ou qualificar o
impacto entre os organismos das regifes proxiniaz do Rio Doce daqueles presentes
em fundos recifais da APA Costa das Algas e do R¥¢SSanta Cruz, considerando a
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conectividade oceanografica e o comportamento gmilapdes de espécies marinhas
como metapopulagdes.

Para a APA Costa das Algas e RVS de Santa CruaJlea amostral para o estudo
dos fundos recifais encontra-se descrita na TaBedata Figura 04.
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