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1 INTRODUCAO

O Acordo de Cooperacdo Técnica-Cientifica e Financeira celebrado entre a Fundacédo Espirito-
Santense de Tecnologia - FEST e a Fundagdo RENOVA para a execugdo do Programa de
Monitoramento da Biodiversidade Aquética na Area Ambiental | por meio da Rede Rio Doce Mar -
RRDM visa verificar a evolugdo do impacto do rejeito de minério de ferro nos ecossistemas e
biodiversidade associada, conforme disposto no Termo de Referéncia N. 4 e seus anexos (Quadro
1). Para fins de qualificacdo e padronizacdo das amostragens em campo a RRDM detalha os
procedimentos de amostragem, acondicionamento e transporte das amostras, bem como de registro

de dados in situ.

Quadro 1. Termo de Referéncia 4 Programas de Monitoramento da Biodiversidade Aquatica.

Anexo Tema Obs

Monitoramento ecotoxicolégico dos impactos causados pela lama oriunda do

1 rompimento da barragem de Mariana (MG) em regides dulcicolas, estuarinas e _
marinhas
3 Estudo e monitoramento ambiental no rio Doce, area estuarina e marinha _
Monitoramento de potenciais impactos do rejeito de minério de ferro na praia e

4 antepraia adjacentes da desembocadura do Rio Doce -
Alteragdes ecologicas na dinamica dos manguezais e vegetacao de restinga sob

> influéncia dos sedimentos provenientes do Rio Doce )
Monitoramento de mamiferos, tartarugas e aves marinhas associados a foz do Rio

® Doce, plataforma continental e areas protegidas adjacentes )

7 Estudo e monitoramento da ictiofauna marinha e estuarina _

g Monitoramento da sedimentacéo no Parque Nacional Marinho dos Abrolhos e regides

relacionadas

1.1 OBJETIVO GERAL

Detalhar os procedimentos para amostragem em campo e acondicionamento e transportes de

amostras de agua, sedimento e materiais biol6gicos.
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2 PROCEDIMENTOS GERAIS PARA SEGURANCA EMBARCADA

2.1 ATRIBUICOES TECNICAS DE EMBARQUE E PROCEDIMENTOS DE SEGURANCA

Para entrada na embarcacao, todos os técnicos devem usar vestimenta adequada para trabalho
embarcado. O uso dos EPIs (macacdo de manga comprida, sapato com biqueira, 6culos de
protecdo, capacete e protetores auriculares) a bordo é obrigatorio. MacacGes e sapatos de

seguranca devem ser usados durante toda a operacao.

Nos laboratérios, todas as atividades devem atender normas de seguranca que preservem a saude
dos técnicos. Portanto, a equipe de coleta deverd sempre verificar no Protocolo de Coleta, se a sua
atividade exige a utilizacdo de Oculos de seguranca, luvas, capela para lidar com substancias

toxicas, entre outros.

A equipe técnica embarcada tem a responsabilidade de coletar as amostras e valida-las quanto aos
procedimentos amostrais especificados no presente Protocolo. Um dos membros da equipe devera
atuar como coordenador da campanha amostral devendo assegurar a validagéo de todo o processo
de coleta, preservacdo, tratamento e acondicionamento das amostras, conforme apresentado no
Protocolo de Coleta da RRDM e o registro adequado das amostras e dos arquivos, conforme
apresentado no Protocolo de Coleta da RRDM. Os técnicos que irdo embarcar deverdo ter os

seguintes dados preenchidos conforme o Quadro 2.

Quadro 2. Dados de identifica¢éo da equipe embarcada.

Nome Funcao Identidade Instituicdo de Origem

Cada laboratério deve receber uma lista com a descricdo de todas as amostras coletadas, de forma
a poder checar o seu recebimento. No momento do recebimento, deve ser verificado o nimero de
volumes recebidos (exemplo 2 isopores) e posteriormente checar o conteddo. Notificar
imediatamente a coordenacdo do projeto (escritério de projetos) caso existam incoeréncias. Sera
preenchida uma planilha similar a apresentada para os parametros. Sera respeitada a sequéncia de
execucdo das estacdes. A tabela deve ser reorganizada por parametro ao final de cada campanha

amostral.
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2.2 RELATORIO DE EMBARQUE

A equipe da embarcacdo serd responsével pela geracdo de um Relatério de Embarque para
reportar a conclusdo das amostragens ou qualquer problema referente a coleta, acondicionamento

ou armazenamento das amostras.

Devera ser realizado, pelo menos uma vez ao longo das campanhas de amostragem, o registro
fotografico da amostragem, sendo que uma cépia dos arquivos digitais com os procedimentos
amostrais sucintamente descritos, com a data e autor da fotografia devera ser encaminhado ao
Escritério de Projetos. O objetivo do registro fotografico é ilustrar o protocolo de amostragem, e

material informativo e portal da RRDM para fins de difusdo de informacoes.

2.3 COMUNICACAO

Eventuais problemas referentes ao desenvolvimento de embarque, procedimentos de seguranca ou
sobre questBes técnicas deverdo ser relatados ao coordenador de embarque da RRDM. Os

contatos com a equipe da RRDM em terra séo:

e Coordenacdo Técnica — CTEC

Alex Cardoso Bastos (Coordenador Geral) — (27) 98116-2318 / alex.bastos@rrdm.net.br

e Escritério de Projetos

Patricia Bourguignon Soares - (27) 99975-4214 / patricia@rrdm.net.br

e Nucleo de Atuacao Integrada em Rede — NAIR

Caroline Pignaton — (27) 98137-2233 / caroline.pignaton@rrdm.com.br

e Sequranca do Trabalho

Acre Fernandes (Responsavel pelo SMS) - (27) 98129-2222 / acre.silva@rrdm.net.br

e Ecossistema aquaticos marinhos

Fabian S& (Professor Departamento de Oceanografia e Ecologia da UFES) - (27) 99747-1878 /

fabiannetuno@gmail.com

e Ecossistema aquaticos continentais

Gilberto Fonseca Barroso (Professor Departamento de Oceanografia e Ecologia da UFES) - (27)
99989-5566 / gilberto.barroso@ufes.br
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3 PROCEDIMENTOS PARA GARANTIA DA QUALIDADE DA AMOSTRAGEM

A implementa¢do de uma politica da qualidade durante todo o processo de obtencéo do dado final
de ensaios ambientais que fazem parte do escopo do projeto Rede Rio Doce Mar (Programa de
monitoramento da biodiversidade aquatica na area ambiental |, por¢ao rio doce e regidao marinha e
costeira adjacente) garante uma maior confiabilidade do resultado final, consolidando esta pratica

como mecanismo fundamental no controle do processo.

O objetivo é definir as sistematicas para garantir a qualidade dos resultados dos ensaios realizados,
baseando-se em requisitos da Norma ISO/IEC 17025 (ABNT, 2017), sempre que aplicavel, para
monitorar e garantir a qualidade dos mesmaos, aplicando para tal diferentes sistematicas em funcéo

das caracteristicas especificas de cada ensaio.

O protocolo para garantia da qualidade dos resultados demanda documentos técnicos, nos quais
sdo descritas as metodologias padronizadas que sdo empregadas a matriz analisada, neste caso
aos procedimentos de amostragem das diversas matrizes que fazem parte do escopo do projeto.
Desta forma, procedimentos técnicos serdo apresentados para documentar, padronizar e formalizar

as rotinas, etapas, responsabilidades e 0 modo de executar as metodologias de coleta.

Alguns requisitos sdo essenciais para garantia da qualidade do resultado final. Processos de
decomposicdo e/ou degradacdo da amostra podem ocorrer em virtude da incorreta manipulacéo,
coleta, transporte e/ou refrigeracdo da mesma. Desta forma, as responsabilidades com a qualidade
da andlise abrangem procedimentos que contemplam desde a coleta da amostra até o resultado
final. Qualquer ndo conformidade que possa afetar o resultado deve ser cautelosamente monitorada
a fim de se evitar falhas no processo. Os coordenadores devem certificar-se que todo material,

recipiente e/ou instrumento utilizado nas amostragens estejam em perfeitas condicfes de uso.

4 COLETA, ARMAZENAMENTO, TRANSPORTE E RECEBIMENTO DE AMOSTRAS

Os responsaveis pela coleta devem garantir a integridade e a rastreabilidade das amostras no
intuito de preservar as caracteristicas das mesmas. Primeiramente, deve-se verificar se o0s
recipientes que acondicionardo as amostras estdo devidamente identificados. Os procedimentos de

coleta devem ser rigorosamente seguidos conforme descricao.

A embalagem de armazenamento e transporte da(s) amostra(s) deve acondicionar a mesma em seu
interior, de forma a manter a correta vedacdo, conservacdo da mesma contra a luz, exposicdo a
temperaturas e choques mecanicos, eventuais intempéries e interferentes que possam

comprometer a integridade e os resultados das analises.

Para o caso de amostras que requeiram condicbes de resfriamento, as mesmas devem ser

transportadas em temperaturas adequadas, em recipientes isotérmicos, colocados em sacos
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plasticos individuais, caso necessario. Devem ser utilizadas caixas rigidas ou de isopor limpas e

integras, hermeticamente fechadas, a fim de preservar sua estabilidade. O periodo transcorrido
entre a coleta da amostra e sua chegada ao laboratério deve ser o mais breve possivel, evitando-se
estocagem entre os pontos. A documentacéo de transporte com as devidas informac¢des deve ser
encaminhada externamente a embalagem de transporte e o horario de recebimento das mesmas
pelo destinatario deve ser devidamente acordado previamente. O transportador deve ser orientado
sobre todas as informac8es relevantes relativas a embalagem, transporte, documentacéo e sobre o
correto manuseio do material, com o devido cuidado exigido, portando equipamentos de protecéo
individual, caso necessario. Baseado na compreensao de que a obtencéo do resultado inicia a partir
da coleta da amostra, a logistica de envio e recebimento das amostras tem fundamental importancia

e devem estar integradas e sincronizadas entre as partes.

As amostras recebidas devem ser registradas no momento de seu recebimento, com codificacéo
univoca, em formulario especifico ou sistema informatizado (estabelecidos pela coordenacéo geral).
Este registro deve incluir informacdes como data e hora de entrada no laboratério, cédigo de
identificagdo da amostra no laboratério, cédigo de identificacdo externa, matriz/produto, quantidade
de amostra recebida, responsavel pelo recebimento, dados amostrais (data e hora da coleta,
procedéncia, ponto de coleta, nimero de frascos, responsavel pela coleta, entrega e recebimento,
andlises a serem executadas). Avaliar os parametros de conformidade com os critérios de qualidade
estabelecidos e informar as condicbes da amostra (se possivel, os laboratérios devem manter
registros fotograficos das amostras a fim de registrar problemas de embalagem, vazamentos,
indicios de violacdo e contaminacdo). Caso a amostra ndo esteja conforme os procedimentos
estabelecidos, deve-se prontamente comunicar a ndo conformidade ao setor responséavel, pois erros

analiticos nao controlados podem descaracterizar o resultado final.

E fundamental que sejam avaliados os seguintes requisitos de recebimento: as amostras devem
estar com documentacdo adequada, acondicionadas em recipientes apropriados, sem sinais de

violacdo ou vazamentos e em estado de conservagao aceitavel.

Nos casos em que forem recebidas mais de um frasco da mesma amostra, a(s) mesma(s) deve(m)
ser identificada(s) com a mesma codificacdo, acrescida da expressdo “CONTRA AMOSTRA”. Estas

contra amostras devem ser armazenadas para posterior triagem, se necessario.

Caso as amostras recebidas ndo forem encaminhadas imediatamente para analise, as mesmas

deverdo ser armazenadas de forma a preservar seu estado de conservacgao.
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5 PROCEDIMENTOS PARA AMOSTRAGEM EM CAMPO

51 ANEXO 1. MONITORAMENTO ECOTOXICOLOGICO DOS IMPACTOS CAUSADOS PELA
LAMA ORIUNDA DO ROMPIMENTO DA BARRAGEM DE MARIANA (MG) EM REGIOES
DULCICOLAS, ESTUARINAS E MARINHAS

A coleta de agua, sedimento e organismos seréa realizada em duas grandes regides amostrais: Rio
Doce no estado do Espirito Santo, incluindo a regido estuarina, e foz do Rio Doce e regido costeira
adjacente. As 10 estagbes amostrais na area de abrangéncia do Rio Doce no estado do Espirito
Santo, incluindo a regido estuarina, estdo apresentados na Figura 1 e na Tabela 1. Por sua vez, os 24
pontos de amostragem na area de abrangéncia da foz do Rio Doce e regido costeira adjacente estao
apresentados também na Figura 1 e na Tabela 2. No entanto, € importante lembrar que os ensaios de
toxicidade seréo realizados somente em 6 locais de amostragem, sé@o eles: pontos 17 e 26 da Tabela
le FRD 1, FRD6, CAl e CA3, da Tabela 2. Assim, estes ensaios cobrirdo a por¢do dulcicola do Rio

Doce no Estado do Espirito Santo, bem como, estudrio e regiéo costeira adjacente.

O objetivo principal das coletas neste primeiro conjunto de estacbes de amostragem sera o de
monitorar 0os parametros fisico-quimicos e a contaminacdo por metais, bem como investigar os
efeitos ecotoxicolégicos causados pela exposicdo crénica e aguda e os efeitos bioldgicos da pluma
de sedimentos a partir da foz do Rio Doce. No momento da realizacdo das coletas serdo registrados
dados comuns, tais como coordenadas geogréaficas (datum SIRGASS 2000), data, hora e

profundidade em que foi realizada a amostragem.
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Figura 1. Malha amostral Anexo 1 — Ecotoxicologia
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ANEXO 1

L Porgao capixaba do rio Doce e regido estuarina
® Praias adjacentes a foz do rio Doce

@ Foz do rio Doce e regido costeira adjacente

UNIDADES DE CONSERVACAO E RESERVAS
1- AREA DE PROTECAO AMBIENTAL

SANTO ANTONIO

2 - RESERVA EXTRATIVISTA CORUMBAU

3 -PARQUE NACIONAL MARINHO DOS ABROLHOS
4 - AREA DE PROTECAO AMBIENTAL

PONTA DA BALEIA /| ABROLHOS

5 - RESERVA EXTRATIVISTA DE CASSURUBA
6 - AREA DE PROTECAO AMBIENTAL
CONCEICAO DA BARRA

7 - PARQUE ESTADUAL DE ITAUNAS

8 - AREA DE RELEVANTE INTERESSE
ECOLOGICO DO DEGREDO

9 - RESERVA BIOLOGICA DE COMBOIOS

10 - RESERVA INDIGENA DE COMBOIOS

11 - RESERVA INDIGENA TUPINIQUIM

12 - RESERVA DE DESENVOLVIMENTO
SUSTENTAVEL MUNICIPAL PIRAQUE-AGU

E PIRAQUE-MIRIM

13 - AREA DE PROTECAO AMBIENTAL
COSTA DAS ALGAS

14 - REFUGIO DE VIDA SILVESTRE

DE SANTA CRUZ

15 - AREA DE PROTEGAO

AMBIENTAL DE PRAIA MOLE

16 - AREA DE PROTECAO AMBIENTAL DE SETIBA
17 - FLORESTA NACIONAL DE GOYTACAZES

41°0'0"W = ] 40°0'0"W 39°0'0"W 38°00"W g
Tabela 1. Esta¢cBes amostrais na por¢éo capixaba do rio Doce e regido estuarina.
Estacéo Local Coordenadas UTM (datum SIRGAS 2000)
X Y
17 Rio Guandu 288351,08 7828746,17
18 Lagoa do Liméo 355688,84 7837447,02
19 Lagoa Nova 377287,60 7855827,03
20 Lagoa Juparana 385766,88 7859664,14
21 Rio Doce 387144,67 7853249,98
22 Rio Doce 410025,62 7837309,00
23 Lagoa do Aredo 411472,58 7835831,65
24 Lagoa do Areal 413154,34 7834176,33
25 Lagoa Monsaraz 415912,93 7837161,08
26 Foz do rio Doce 414079,86 7828234,12
Tabela 2. EstagBes amostrais do Anexo 1 - TR4 na foz do rio Doce e regido costeira adjacente.
Localidade Ponto Coordenadas UTM (datum SIRGASS2000)

X

Y
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Vitéria (ES) VIX 1 373370,92 7759040,18
- VIX 2 378037,01 7755589,67
Barra Nova BN1 462242,81 7903846,12
(Séo Mateus, ES) BN2 435969,74 7903774,11
- ABR1 475936,13 8017006,73
Abrolhos (BA) ABR2 532065,56 8010704,39
- ABR4 525452,40 8022616,67
Itatnas ITA1 430449,20 7964547,90
(Conc. da Barra,
ES) ITA2 463552,34 7956840,44
Degredo DEG1 429405,30 7864891,21
(Linhares, ES) DEG2 451968,30 7856730,30
- FRD9 428268,74 7842923,74
- FRD6 427720,85 7832036,66
Foz do rio Doce FRD1 417558,23 7826708,46
(Linhares, ES) FRD3 422768,53 7819938,12
- FRD8 407208,69 7805922,41
- FRD10 399458,35 7814269,72
- CAl 384042,73 7790616,41
APA Costa das
Algas CA3 391745.12 7787276,74
e RVS Santa Cruz CA13 404234,57 7791153,28
(Aracruz, ES) CA4 401010.39 7787200,53
- CA5 411733.92 7771576,57
APA de Setiba GUAL 355156,85 7723667,77
(Guarapari, ES) GUA2 357393,32 7719405,95

O monitoramento das praias adjacentes a desembocadura do Rio Doce sera realizado com coletas
de agua, sedimentos e biota para andlises da contaminacdo por metais e resposta de
biomarcadores. A area de abrangéncia do monitoramento quimico e bioldgico das praias ao longo
do litoral sera entre os municipios de Aracruz e Sao Mateus. Foram estabelecidas 10 estacdes
amostrais ao longo deste litoral (Figura 1 e Tabela 3). As estac¢des ao longo da planicie do Rio Doce
estdo localizadas na area da Reserva Biologica de Comboios e ao sul, no litoral de Aracruz, na Area

de Protecdo Ambiental Costa das Algas e Reflgio de Vida Silvestre de Santa Cruz.
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Tabela 3. Estagcdes amostrais nas praias adjacentes a foz do rio Doce.

Estacdes amostrais Coordenadas UTM (datum SIRGAS 2000)
X Y X Y

Aracruz 1: Refugio 380522 7790153 379908,15 7787892,37
Aracruz 2: Padres 385022 7798479 382269,99 7795558,41
Doce Sul 1: Barra do Riacho 389666 7808931 389346,33 787767,56
Doce Sul 2: Comboios 398484 7818546 398483,36 7818546,19
Doce Sul 3: Regéncia 407417 7824461 407416,09 7824460,93
Doce Norte 1: Povoagéo 426647 7857980 417863,32 7834350,26
Doce Norte 2: Vila de Cacimbas 426487 7857326 426646,32 7857980,26
Doce Norte 3: Pontal do Ipiranga 425785 7877396 425784,32 7877396,26
Doce Norte 4: Urussuquara 423027 7897769 423026,32 7897769,26
Doce Norte 5: Guriri 421309 7929528 421308,32 7929528,26

No que se refere aos manguezais, conforme descrito no Apéndice V do Plano de Trabalho
(Alteracdes Ecologicas na Dinamica dos Manguezais e Vegetacdo de Restinga sob Influéncia dos
Sedimentos Provenientes do Rio Doce), o monitoramento sera realizado em sete pontos de
amostragem na area de influéncia direta do desastre ambiental do Rio Doce (foz), bem como nas
areas de influéncia consideradas atualmente como indiretas, a saber: Rios Piraqué (Acl e Mirim),
manguezais de franja na area do Reflgio de Vida Silvestre (RVS) de Santa Cruz, foz do Rio Doce,

Rio Urussuquara, Rio Mariricu, Rio S8o Mateus e Rio Caravelas (

Tabela 4).
Tabela 4. Estagdes amostrais nos manguezais.
Estacdes amostrais Coordenadas UTM (datum SIRGAS 2000)
X Y

Confluéncia dos Rios Piraqué Agu e Mirim 377123,21 779384,19
RVS de Santa Cruz 381445,62 779180,69
Foz do Rio Doce (Regéncia) 413373,91 782798,20
Rio Urussuquara 424243,94 788819,59
Rio Mariricu 422327,63 790414,46
Rio S&o Mateus 422676,22 794358,54
Rio Caravelas 476622,96 803684,20
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5.1.1 Matriz coluna d’agua

As coletas de agua no Rio Doce no estado do Espirito Santo e estuario, na foz do Rio Doce e regido
costeira adjacente, bem como no ambiente praial serdo realizadas utilizando-se uma garrafa
horizontal de Niskin com capacidade de 3 L. As coletas serdo realizadas nas seguintes

profundidades:
= Superficie: 0 a 15 cm da superficie;
» Fundo: cerca de 50 cm acima do fundo, conforme a profundidade do local de coleta.

Em todos os pontos serdo coletadas amostras de agua (3 amostras de superficie e 3 amostras de

fundo) para a analises que serédo realizadas nas fragGes total e dissolvida.

7

% Coletas para determinacdes fisico-quimicas

No momento da coleta das amostras de agua no Rio Doce no estado do Espirito Santo e estuario,
na foz do Rio Doce e regido costeira adjacente, bem como no ambiente praial serdo realizadas as
medidas da temperatura, condutividade elétrica (salinidade), pH e oxigénio dissolvido, utilizando-se
uma sonda multiparametros (YSI Multiparameter Sonde®). As coletas de dgua para a determinacéo

dos parametros fisico-quimicos serao realizadas utilizando-se uma garrafa horizontal de Niskin.

Em cada local de amostragem seréo coletadas 6 amostras (3 amostras de superficie e 3 amostras
de fundo; 50 mL para cada aliquota). Imediatamente apés a coleta, as amostras, devidamente
identificadas, ser8o acondicionadas e congeladas, para posterior determinacdo laboratorial da

alcalinidade e concentracdes de sulfato e cloretos.
% Metais e composicao ibnica

As coletas de agua para a determinacdo das concentracdes totais de metais serdo realizadas
utilizando-se uma garrafa horizontal de Niskin com capacidade de 3 L. Em cada local de
amostragem serdo coletadas 6 amostras (3 amostras de superficie e 3 amostras de fundo; 50 mL
para cada aliquota). Imediatamente apds a coleta, as amostras seréo acidificadas com &cido nitrico
Suprapur® (HNOs, concentragéo final de 1% - ex. para cada 50 mL de agua adiciona-se 700 pL do

acido nitrico a 65%) e mantidas congeladas até o momento das analises em laboratério.

Em todas as amostras de &gua serdo analisadas as concentracdes de arsénio (As), dos metais
cadmio (Cd), chumbo (Pb), cobre (Cu), cromo (Cr), ferro (Fe), manganés (Mn), mercurio (Hg) e

zinco (Zn), bem como dos ions magnésio (Mg), potassio (K), calcio (Ca) e sédio (Na).
% Metais, ions e carbono organico dissolvido (COD)

Em cada local de amostragem serdo coletadas 6 amostras de agua (3 amostras de superficie e 3

amostras de fundo; 50 mL de cada amostra). Imediatamente apds as coletas, as amostras seréo
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filtradas (filiro de acetato de celulose de 0,45 ym de poro). Apés a filtracdo, as amostras serédo

acidificadas com acido nitrico Suprapur® (HNOs, concentragéo final de 1%) e mantidas congeladas e
na auséncia de luz em frascos ambar, para a determinagéo de COD.

Em todas as amostras de agua serdo analisadas as concentracdes de arsénio (As), dos metais
cadmio (Cd), chumbo (Pb), cobre (Cu), cromo (Cr), ferro (Fe), manganés (Mn), mercurio (Hg) e

zinco (Zn), bem como dos ions magnésio (Mg), (potassio) K, calcio (Ca) e sédio (Na).

5.1.2 Matriz sedimento superficial

Em cada ponto de coleta no Rio Doce no estado do Espirito Santo e estuario, na foz do Rio Doce e
regido costeira adjacente, bem como no ambiente praial, serdo coletadas amostras de sedimento,
utilizando-se draga do tipo Van Veen, Box-corer, pa ou bomba de succao, dependendo do ambiente
amostral, das condicbes de coleta e do tipo de determinagdo a ser realizada (concentracdes de

metais ou triagem de organismos).

Em cada local de amostragem, serdo coletadas 4 amostras de sedimento. Imediatamente apés a
coleta, as amostras serdo fotografadas, a fim de registrar as caracteristicas visuais do sedimento.
Em seguida, as amostras serdo triadas em caixas plasticas, buscando-se gerar um minimo de

perturbacao na superficie do sedimento.
“ Metais

Para a determinacdo das concentracBes de metais, as amostras, apés estarem dispostas nas
bandejas plasticas, serdo coletadas com o auxilio de espatula de plastico, raspando-se apenas 0s
primeiros centimetros (0-5 cm) da amostra de sedimento, obtendo-se assim apenas o sedimento
superficial. Se mantera o cuidado de selecionar apenas a aliquota de sedimento que néo esteve em
contato com as paredes do objeto de coleta (draga, box-corer, pa, etc.). Para cada amostra, serdo
coletados aproximadamente 50 g de sedimento, os quais serdo acondicionados e armazenados em

pote plastico e mantidos congelados até o momento das analises.

Em todas as amostras de sedimento, serdo analisados o arsénio (As) e 0os metais cadmio (Cd),

chumbo (Pb), cobre (Cu), cromo (Cr), ferro (Fe), manganés (Mn), mercurio (Hg) e zinco (Zn).
+ Triagem de organismos

ApoOs a retirada da aliquota de 50 g de sedimentos para a determinagdo das concentracGes de
metais, os sedimentos serdo transferidos para uma tela de malha de 500 ym, para que sejam
separados/triados os organismos-alvo (i.e., poliquetos, anfipodos, isépodos, moluscos e larvas de

quironomideos).
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5.1.3 Matriz agua e sedimento para 0s ensaios ecotoxicolégicos

Os procedimentos considerados abaixo foram baseados no Guia Nacional de Coleta e Preservacéo
de Amostras da Agéncia Nacional das Aguas (ANA) / 2011, bem como na Norma ABNT NBR 15469

—12/2015 de coleta, preservacéo e preparo de amostras para ensaios de toxicidade.
% Consideracgdes sobre coleta de agua bruta e sedimento

E preciso considerar que todo corpo d’agua é heterogéneo e que, seja qual for o local de
amostragem, este nao é representativo de todo o sistema em estudo. Por esse motivo, devem ser

selecionados locais adequados as necessidades de informagédo de cada programa.

Qualquer que seja o tipo de ambiente amostrado, a coleta para avaliacdo da qualidade de
sedimentos (bioldgica, fisica e quimica) geralmente ocorre nas areas de deposi¢cdo de sedimentos
finos (argila), j& que normalmente sdo nesses locais que 0s contaminantes sdo retidos e a
comunidade benténica é mais desenvolvida. Em lagos, reservatérios e estuarios o acimulo de
particulas finas ocorre na regido mais profunda; em rios, nas margens deposicionais e nas areas de
remansos. Em estudos de sedimento h&a de se considerar também a variabilidade temporal, j& que
as variagfes sazonais podem influenciar a disponibilidade de contaminantes. Em reservatorios, a
dindmica de circulacéo/ estratificacdo altera a relacdo de oxirredugdo das camadas profundas de
agua e, em periodos de seca, a exposi¢cdo do sedimento marginal. Em rios, ocorre deposi¢do de
sedimentos finos no periodo da seca e lavagem desse material nas chuvas.

+ Limpeza e preparo dos recipientes

A limpeza dos recipientes, tampas e batoques é de grande importancia para impedir a introdugdo de
outros contaminantes nas amostras de interesse. Portanto, deve-se garantir que os procedimentos
de lavagem sejam eficazes para a limpeza e ndo acrescentem interferentes nos resultados

ecotoxicolégicos e analiticos. Para a limpeza basica:

» Deixar os frascos, tampas e batoques de molho em solu¢éo de detergente alcalino 0,1% (Extran)
por tempo suficiente para facilitar a remocédo dos residuos da amostra e possiveis etiquetas;

» Esfregar os frascos com gaspilhdo ou esponja para retirada total dos residuos;

» Enxaguar com agua corrente para retirada do detergente (se necessario, usar 4gua quente);

» Realizar enxague final com agua destilada ou deionizada;

» Colocar em estufa entre 70°C e 100°C, durante duas horas, para secagem ou deixa-los secar a
temperatura ambiente com a boca para baixo sobre papel filtro absorvente;

» Tampar e armazenar em local apropriado (livre de poeira).

» No caso de recipientes novos descartaveis ou de vidro, enxaguar cada frasco, tampa e batoque
com agua destilada ou deionizada previamente ao uso. Normalmente este procedimento é suficiente

para garantir a limpeza dos frascos novos.
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«» Coleta de amostras

» Verificar a limpeza dos frascos e dos demais materiais e equipamentos que serdo utilizados para
coleta (baldes, garrafas, pipetas, etc). O material novo deve ser previamente lavado com agua
destilada. Material usado anteriormente deve ser previamente descontaminado. A descontaminagéo
inclui lavagem com sabdo neutro (Extran), hipoclorito, acido nitrico 1 %, agua corrente e agua
destilada, nesta ordem.

» Empregar os frascos seguindo caracteristicas das amostras e recomendacfes descritas na
Tabela 5;

» Evitar tocar as tampas e batoques com a mao, ou expor os fracos a po, fumaca e outras
impurezas (por exemplo, gasolina, 6leo e fumaca de exaustéo de veiculos nas proximidades);

» Cinzas e fumaca de cigarro podem contaminar as amostras com metais pesados e fosfatos,
entre outras substancias. Portanto, € importante que o0s responsaveis pela coleta de amostras nao
fumem durante a coleta e utilizem equipamento de protecdo individual (EPI) adequados para cada
tipo de amostragem (avental, luva cirargica ou de borracha de latex, 6culos de protecdo, entre
outros);

» Fazer a ambientacéo dos equipamentos de coleta com &gua do proprio local, se necessario;

» Garantir que as amostras liquidas ndo contenham particulas grandes, detritos, folhas ou outro
tipo de material acidental durante a coleta;

» Coletar um volume suficiente de amostra para eventual necessidade de se repetir algum ensaio
no laboratorio;

» Colocar as amostras ao abrigo da luz solar, imediatamente apos a coleta;

» Acondicionar as amostras em caixas térmicas com gelo ou congelar imediatamente, caso haja
possibilidade, para preservacdo das mesmas;

» Fazer determinagdes de campo em aliquotas de amostra separadas das que serdo enviadas ao
laboratério para os ensaios, evitando-se assim o risco de contaminacdo. Estas determinacdes estédo
descritas no item abaixo e devem ser feitas com amostras frescas, recém-coletadas;

» As informacgbes de campo devem ser registradas nas fichas de coleta. Cada ponto amostral deve
ter sua ficha individual, contendo os seguintes dados:

» Nome do programa de amostragem e do coordenador ou responsavel pela coleta, com telefone
para contato;

» Nome dos individuos / técnicos que realizaram a coleta;

» ldentificagdo do ponto de amostragem: codigo do ponto, endereco, georeferenciamento, etc.

» Data e hora da coleta;

» Natureza da amostra (agua tratada, nascente, poco freatico, poco profundo, represa, rio, lago,
efluente industrial, agua salobra, agua salina, sedimento, etc);

» Medidas de campo (temperatura do ar e da &gua, pH, condutividade, oxigénio dissolvido,
transparéncia, coloracdo visual, vazao, etc);

» Eventuais observagdes de campo;
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» Condicdes meteoroldgicas nas Ultimas 24 horas que possam interferir com a qualidade da agua
(chuvas);

» Indicagdo dos parametros a serem analisados no laboratorio;

» Equipamento utilizado (nome, tamanho, malha, capacidade, volume filtrado, e outras

informacdes relevantes).

7

< Equipamentos de amostragem

A garrafa horizontal de Niskin serd usada para coleta de amostras na superficie (0 a 15 cm da
superficie) para os ensaios de toxicidade. Este tipo de amostrador é indicado para ensaios que

requerem pequenos volumes de amostra.

A draga do tipo Van Veen e o box-corer sdo equipamentos apropriados para amostragem de
sedimento e serdo usadas tanto no ambiente de agua doce quanto estuarino e marinho. O braco
retratil destes equipamentos permite que se alcance o local desejado para coleta, mesmo

permanecendo na margem ou superficie.

« Procedimentos para coleta de amostras para ensaios ecotoxicolégicos com organismos

aquaticos em aguas superficiais:

E necessario preencher todo o volume do frasco de armazenamento, previamente identificado, sem

deixar volume morto, de maneira a evitar a presenca de ar.

O frasco deve ser vedado imediatamente ap6s a amostragem, e deixado em repouso por alguns
minutos e para verificacdo da existéncia de bolhas de ar no seu interior. Caso haja presenca de
bolhas, bater levemente nas laterais do frasco, visando o desprendimento das mesmas e completar

o volume do frasco, se necessario.

A amostra de ser acondicionada em caixa térmica com gelo ou congelar imediatamente, se possivel

(ver adiante).

% Procedimentos para coleta de amostras para ensaios ecotoxicolégicos com organismos

aquéaticos em sedimento:

» ApOs a coleta do sedimento com a draga ou box-corer, remover o sedimento para o fresco de
armazenamento, previamente identificado, com cuidado de selecionar apenas aliquotas de
sedimento que nao estiverem em contato com as paredes do objeto de coleta;

» Preencher todo o frasco com sedimento;

» Desprezar o restante do sedimento no local de amostragem;

» Acondicionar a amostra em caixa térmica com gelo ou congelar imediatamente, se possivel (ver

adiante).
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+» Preservacao de amostras

» Independente da natureza da amostra, a estabilidade completa para cada constituinte nunca
pode ser obtida. As técnicas de preservacdo, a selecdo adequada dos frascos e a forma de
armazenamento, tém por objetivo retardar a a¢éo bioldgica e a alteragcdo dos compostos quimicos;
reduzir a volatilidade ou precipitacdo dos constituintes e os efeitos de adsorcado em todas as etapas
da amostragem (coleta, acondicionamento, transporte, armazenamento, até 0 momento do ensaio);
» A preservagdo de amostras da agua bruta e sedimento que utilizaremos no presente programa é
o procedimento de congelamento;

» O procedimento de congelamento é permitido para ensaios ecotoxicolégicos com agua bruta e
sedimento, e serve para aumentar o intervalo entre a coleta e o ensaio da amostra in natura, sem

comprometer esta Ultima.
+» Acondicionamento, transporte e armazenamento de amostras

Os tipos de recipientes mais utilizados para coleta e preservacdo de amostras sdo os de plastico
autoclavavel de alta densidade (polietileno, polipropileno, policarbonato ou outro polimero inerte) e
os de vidro, com boca larga (mais ou menos 4 cm de diametro) para facilitar a coleta da amostra e a
limpeza. As caracteristicas de ambos os recipientes sdo apresentadas no Quadro 3. Neste
programa de coleta, usaremos recipientes plasticos para o acondicionamento e armazenamento das

amostras;

Quadro 3. Comparagéo entre recipientes de vidro (borossilicato) e polietileno polipropileno ou outro polimero inerte. Fonte:

Guia Nacional de Coleta e Preservagéo das aguas — ANA.

Condicbes Material
Operacionais Vidro (Borossilicato) Plastico (polimero inerte)
o Indicado para todas as andlises de compostos ] o
Interferéncia . o o Indicado para a maioria dos
organicos. Inerte a maioria dos constituintes, ) . o
com a . o ) compostos inorganicos, biolégicos e
exceto a forte alcalinidade. Adsorve metais em ] Lo
amostra microbiol4gicos.
sua parede
Peso Pesado Leve
Resisténcia a . o i
Muito fragil Durével
quebra
] . Dificuldade na remocé&o de
Limpeza Facil o
componentes adsorviveis
Apenas por técnicas de uso pouco
o ) comum no Brasil, como 6xido de
Esterelizavel Sim

etileno e radiagdo gama. Alguns tipos

sdo autoclavaveis
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A capacidade dos recipientes varia em funcéo do volume de amostra necessario para 0s ensaios
ecotoxicoldgicos. E fundamental que tanto o recipiente, como a tampa e o batoque estejam livres do
analito de interesse, especialmente quando os limites de quantificacdo sdo baixos. Como regra
geral, as tampas e os batoques devem garantir uma boa vedacdo da amostra, especialmente

durante o transporte.

Na maioria dos casos, as amostras devem ser transportadas em refrigeracdo. Procedimentos de
controle de temperatura devem ser realizados para garantir que o sistema adotado é eficiente, tais
como: medida da temperatura de frasco controle ou utilizacdo de datalog na caixa térmica,

equipamentos esses adequadamente calibrados.

As amostras devem ser analisadas o mais rapidamente possivel, quando da sua chegada ao
laboratdrio; entretanto, em determinadas situa¢gbes, as amostras que possuem prazo de validade
mais longos podem ser armazenadas em camara fria, geladeira ou freezer at¢é 0 momento do
ensaio, sendo que a temperatura desses equipamentos deve ser controlada por termémetros

calibrados. O Quadro 4 resume as condi¢Bes de armazenamento das amostras.

Quadro 4. Armazenamento e preservacio de amostras para ensaios ecotoxicolégicos com organismos aquaéticos - Agua e

sedimento (exemplos de ensaios mais utilizados). Fonte: Guia Nacional de Coleta e Preservacado das aguas — ANA.

Classe da . .
Preservacgéao Armazenamento Prazo de validade
Amostra
Resfriamento (em gelo)
. ) 12 horas
Agua Bruta Resfriamento < 10°C, sem
48 horas

Resfriamento (em gelo) congelamento

Sedimento Congelamento a < 10°C, 48h 60 dias

apos a coleta

Elutriato do Realizado previamente ao Resfriamento < 10°C, sem 24 horas

sedimento ensaio congelamento

5.1.4 Matriz 4gua para analises microbiol6gicas

Serdo coletadas amostras de agua nos pontos de amostragem no Rio Doce no estado do Espirito
Santo e estuario (Tabela 1), bem como da foz do Rio Doce e regido costeira adjacente (Tabela 2). As

coletas serao realizadas e as amostras processadas de acordo com o protocolo a seguir.
+ Coleta das amostras de agua

Em cada ponto de amostragem, com auxilio de uma garrafa horizontal de Niskin, serdo coletadas
amostras de 4gua na superficie (0 a 15 cm da superficie) e fundo (cerca de 50 cm acima do fundo,
conforme a profundidade do local de coleta). Serédo coletadas 6 amostras (3 amostras de superficie

e 3 amostras de fundo), contendo 1L cada amostra.
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As amostras coletadas serao transferidas para garrafas plasticas de 1 L identificadas de acordo com
0 ponto de coleta, réplica e profundidade, (sugestéo: Estagdo 1 da superficie = Amostra 1. [a, b ou

c]; Estacdo 1 do fundo = Amostra 1.[d, e ou f]).

As amostras coletadas serdo acondicionadas em ambiente fresco ou refrigerado até o momento da

filtragem.
+» Procedimentos de campo importantes para filtragem e estocagem

» Utilizar luvas durante todo o procedimento de filtragem (passar alcool 70% nas luvas de uma
amostra para outra).

» Passar alcool 70% nas pingas e flambar antes de utiliza-las em outra amostra.

» Entre amostras, lavar o sistema de filtragem com alcool 70% e apds rinsar 0 sistema com parte
da agua a ser filtrada em seguida.

» ApOs a filtragem da amostra nas duas membranas (1.2 ym e 0.22 ym) e ndo havendo problemas
durante a filtragem, as amostras de agua que sobraram podem ser descartadas. Caso ocorra
problemas durante a filtragem utilizar o volume extra de agua para filtrar novamente o ponto
coletado (utilizando novas membranas de filtragem caso necessario).

» A identificacdo das amostras deve ser realizada da seguinte forma: Identificacdo da estacdo de
coleta (1-6)/ Identificacdo da profundidade (superficie: a-c; fundo: d-f)/ Identificacdo do filtro
utilizado, quando necessario (1.2 um ou 0.22 um) .: exemplos: 2.b/ 3.a/ 5.f/ 6.d/ 5.e-1.2/ 5.a-0.22.

» Os tubos de 5ml com as membranas contendo o filtrado deverdo ser estocados em caixas

especificas para tais tubos (providenciados) e entdo congelados (-20°C).

5.1.5 Matriz sedimento para analises microbiol6gicas

As amostras de sedimento serdo coletadas nos pontos de amostragem do Rio Doce no estado do
Espirito Santo e estuario (Tabela 1), bem como da foz do Rio Doce e regido costeira adjacente
(Tabela 2). As coletas seréo realizadas e as amostras processadas de acordo com o protocolo a

sequir.
+» Procedimentos importantes para coleta e estocagem

» Utilizar luvas durante todo o procedimento de coleta (passar &lcool 70% nas luvas de uma
amostra para outra).

» Passar alcool 70% nas espatulas antes de utiliza-las em outra amostra.

» A identificacdo das amostras deve ser realizada da seguinte forma: Identificagdo do ponto de
coleta (1-6)/ Identificacé@o da réplica (a-c)/.: exemplos: 2.b/ 3.a/ 5.c.

» Os tubos falcon de 15 ml contendo as amostras coletadas deverdo ser estocados em sacos

plasticos (providenciados) e entédo congelados (-20°C).
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«+» Coleta das amostras de sedimento

» Seréo coletadas amostras de sedimentos com auxilio de draga do tipo Van Veen. Em cada local
de amostragem serdo coletadas 3 amostras de sedimento.

» As amostras serdo abertas em caixas plasticas. As amostras serdo coletadas com auxilio de
espatulas de metal, raspando-se apenas os primeiros centimetros (0-5 cm) da amostra de
sedimento.

» Com o auxilio das espéatulas o sedimento serd transferido para tubos Falcon de 15 ml,

objetivando-se preencher todo o tubo. Apés isso, 0s tubos serdo identificados e congelados (-20°C).

5.1.6 Matriz biota (coral) para as analises microbiolégicas

Serdo coletadas amostras de corais nos pontos de amostragem no Parque Nacional Marinho de
Abrolhos (Tabela 2). As coletas serdo realizadas e as amostras processadas de acordo com o

protocolo a seguir.
+ Procedimentos importantes para coleta e estocagem:

» Utilizar luvas durante todo o procedimento de coleta (transferéncia dos pedacos de corais para
0s tubos de 5 ml ou 50 ml),

» A identificacdo das amostras deve ser realizada da seguinte forma: Identificacdo do ponto de
coleta (1-6)/ Identificacdo da espécie (Mil para Millepora alcicornis; Mus para Mussismilia harttii)/
Identificacé@o da réplica (a-f)/.: exemplos: 2-Mil-b/ 3-Mus-f/ 5-Mil-d.

» Os tubos de 5 ml ou 50 ml contendo as amostras coletadas deverdo ser estocados e entédo

congelados (-20°C).

7

«» Coleta das amostras de corais

» Coletas manuais de corais serdo realizadas através de mergulho autbnomo. Serdo coletadas 12
amostras por ponto de coleta (6 amostras de cada espécie de coral - Millepora alcicornis e
Mussismilia harttii)

» As amostras serdo coletadas e armazenadas em tubos de 5 ml ou tubos tipo Falcon de 50 ml,
dependendo da logistica dos mergulhadores e tamanho dos fragmentos.

» Quando no barco, 0 excesso de agua sera retirado dos tubos. Os tubos serdo identificados e

congelados (-20°C).

5.1.7 Matriz biota para analises de contaminantes e biomarcadores

A coleta de material biologico foi permitida pela autorizacdo para captura, coleta e transporte de
material biolégico nimero n°. 64261-1, expedida pelo Sistema de Autorizacdo e Informacéo e
Biodiversidade — SISBIO, Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade — ICMBiIo,

Ministério do Meio Ambiente — MMA. A Tabela 5 lista 0s organismos que serdo coletados no escopo
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do Anexo |, para cada ambiente amostral, a excecao das aves (Quadro 5). A metodologia especifica
para captura, coleta, processamento e armazenamento das amostras de material biol6gico, de cada
taxon, segue detalhada em sequéncia.

Tabela 5. Organismos a serem coletados para andlises de contaminantes e biomarcadores.

Ambientes Organismos N para metais/ponto N para biomarcadores/ponto de
de coleta coleta
Rio Doce (ES) Fitoplancton 5 (pools) 5 (pools)
(9 Estacoes) Zooplancton 5 (pools) 5 (pools)
- Larvas de quironomideos 5 (pools) 5 (pools)
- Girinos 5 (pools) 5 (pools)
- 6 figados 6 figados
- Cichla sp. (tucunaré) 6 branquias 6 branquias
- 6 musculos 6 musculos
- 6 sangues 6 sangues
- 6 figados 6 figados
- Prochilodus sp. 6 branquias 6 branquias
- (Curimbata) 6 musculos 6 musculos
- 6 sangues 6 sangues
- 6 figados 6 figados
- Pimelodus maculatus 6 branquias 6 branquias
- (mandi-amarelo) 6 musculos 6 musculos
- 6 sangues 6 sangues
- 6 figados 6 figados
- Hypostomus affinis 6 branquias 6 branquias
- (cascudo) 6 musculos 6 musculos
- 6 sangues 6 sangues
- 6 hemolinfas 6 hemolinfas
- Camaréio de 4gua doce 6 musculos 6 musculos
- 6 branquias 6 branquias
- 6 hepatopancreas 6 hepatopancreas
6 figados 6 figados
Eucinostomus sp. 6 branquias 6 branquias
(carapicu) 6 musculos 6 musculos
Estuério (1 6 sangues 6 sangues
ponto) 6 figados 6 figados
Pachyurus adspersus 6 branquias 6 branquias
(corvina) 6 musculos 6 musculos
6 sangues 6 sangues
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N para metais/ponto

N para biomarcadores/ponto de

farinha)

Ambientes Organismos
de coleta coleta
6 figados 6 figados
Pomadasys ramosus 6 branquias 6 branquias
(bicudo) 6 musculos 6 musculos
Estuario (1 6 sangues 6 sangues
ponto) 6 figados 6 figados
Genidens genidens 6 branquias 6 branquias
(bagre cacari) 6 musculos 6 musculos
6 sangues 6 sangues
- Camarao 6 hemolinfas 6 hemolinfas
- 6 musculos 6 musculos
- 6 branquias 6 branquias
- 6 hepatopancreas 6 hepatopancreas
Ambiente praial Poliqueto 6 6
(10 Estagoes) Anfipodo 5 (pools) 5 (pools)
- Is6podo 5 (pools) 5 (pools)
- 6 hemolinfas 6 hemolinfas
Ocypode quadrata _ _
- (Caranguejo Maria- 6 musculos 6 musculos
- 6 branquias 6 branquias

6 hepatopancreas

6 hepatopancreas

Manguezais

(7 Estacgoes)

Cardisoma guanhumi

(Guaiamuy)

6 hemolinfas 6 hemolinfas
6 musculos 6 musculos
6 branquias 6 branquias

6 hepatopancreas

6 hepatopancreas

Ucides cordatus

(Caranguejos-uca)

6 hemolinfas 6 hemolinfas
6 musculos 6 musculos
6 branquias 6 branquias

6 hepatopancreas

6 hepatopancreas

Foz do Rio
Doce e Regiao o
) Fitoplancton 5 (pools) 5 (pools)
costeira
adjacente
(24 Estagoes) Zooplancton 5 (pools) 5 (pools)
Hidrocorais
- ) ) ) 6 6
(Millepora alcicornis)*
Corais (Mussismilia
- . 6 6
harttii)*
- Poliqueto 6 6
- Moluscos 6 6
- Farfantepenaeus 6 hemolinfas 6 hemolinfas
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paulensis
- F. brasiliensis 6 musculos 6 musculos
- (camarao- rosa) 6 branquias 6 branquias
Ambientes Organismos N para metais/ponto N para biomarcadores/ponto de
de coleta coleta

- 6 hepatopéncreas 6 hepatopancreas
- Xiphopenaeus kroyeri 6 hemolinfas 6 hemolinfas

- (camardao sete-barbas) 6 musculos 6 musculos

- 6 branquias 6 branquias

- 6 hepatopancreas 6 hepatopancreas
- 6 figados 6 figados

- Conodon nobilis 6 branquias 6 branquias

- (roncador) 6 musculos 6 musculos

- 6 sangues 6 sangues

- 6 figados 6 figados

- Cynoscion 6 branquias 6 branquias

- sp.(pescadinha) 6 musculos 6 musculos

- 6 sangues 6 sangues

- 6 figados 6 figados

- Balistes capriscus 6 branquias 6 branquias

- (perod) 6 musculos 6 musculos

- 6 sangues 6 sangues

- 6 figados 6 figados

- Linguado sem mancha 6 branquias 6 branquias

- 6 musculos 6 musculos

- 6 sangues 6 sangues

*organismos coletados somente no Parque Nacional Marinho dos Abrolhos.

+» Fitoplancton e Zooplancton

Para as coletas de zooplancton seréo realizados arrastos verticais obliquos com rede tipo WP-2, de
60 cm de didmetro de boca e malha de 200 um (Figura 2). Para o fitoplancton, seréo realizados

arrastos verticais obliquos com rede de malha de 60 pm e didmetro de boca de 60 cm.

O material obtido em cada arrasto serd retirado dos copos coletores com auxilio de peneiras e
pissetes com agua do ponto de coleta (Figura 3). Primeiramente o material seré filtrado em peneiras
de 500 um para retirada de peixes, dguas-vivas e outros organismos ou particulas grandes, e entdo
por peneira de 63 pm para concentracdo do material. O material resultante seré dividido em tubos
criogénicos, devidamente identificados, para analise da concentracdo de metais e para analise de
biomarcadores, e mantidos em nitrogénio liquido até transporte para a Universidade Federal do Rio
Grande. Seréo realizados no total 5 arrastos para fitoplancton e 5 arrastos para zooplancton (15 min

de duracéo cada arrasto).
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Figura 2. Retirada de rede de zooplancton apés arrasto no Navio de Pesquisa Soloncy Moura. Foto: Joseane A. Margues.

Figura 3. Retirada do copo com material proveniente de arrasto; (b) concentracéo e lavagem do material coletado com auxilio

de pissete contendo agua do local de coleta. Foto: Joseane A. Marques.
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«* Invertebrados bentdnicos

Para as coletas de macroinvertebrados infaunais, amostras de sedimento superficial serdo
coletadas com auxilio de draga de fundo do tipo Van Veen (nos pontos localizados no Rio Doce no
estado do Espirito Santo e regido estuarina, bem como nos pontos localizados na foz do Rio Doce e

regido costeira adjacente), ou pas (nos pontos localizados nas praias).

O sedimento coletado sera passado por peneira de 500 um visando a concentracdo de organismos
da macrofauna béntica e distribuido em bandejas com agua do local de coleta. Os organismos alvo
serdo triados manualmente com pincas de plastico ou aco inoxidavel, e coletados para analise da
concentracdo de metais e para analise de biomarcadores (Figura 4). As espécies macrofaunais
(preferencialmente espécies de poliquetas, moluscos e microcrustaceos) que ocorrerem com
densidade suficiente para as analises planejadas, serdo coletadas em pools (n = 6) e mantidas em

nitrogénio liquido, até o transporte para a Universidade Federal do Rio Grande.

Figura 4. Triagem de sedimento para coleta de macrofauna benténica a bordo do Navio de Pesquisa Soloncy Moura. Foto:

Fernando Moraes.

¢+ Corais e hidrocorais

Com auxilio de mergulho autbnomo, seis coldnias diferentes do coral Mussismilia harttii e do
hidrocoral Millepora alcicornis serdo identificadas em cada ponto de amostragem do Parque
Nacional Marinho dos Abrolhos. Um pélipo de cada col6nia sera coletado manualmente e mantido
em sacos ziplock® com agua do local (Figura 5). O material sera levado ao navio/barco de apoio,
fragmentado com alicate de aco inoxidavel e distribuido para andlises da concentragdo de metais,
analise de biomarcadores e de microbiota associada (Figura 6). As amostras serdo mantidas em
nitrogénio liquido até transporte para a Universidade Federal do Rio Grande (analises das
concentragbes de metais e biomarcadores) e Universidade Federal do Rio de Janeiro (analise
microbioldgica).
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Figura 5. Coleta de polipos do coral endémico Mussismillia harttii. Foto: Fernando Moraes.

ndo'Moraes/ . Rede Abrolhos

Figura 6. Fragmentagéo de pdlipos de coral para anélise de metais e biomarcadores. Foto: Joseane Marques.

-
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«»+» Crustaceos

Serdo coletadas trés espécies de camardo marinho, a saber Farfantepenaeus paulensis ou
Farfantepenaeus brasiliensis (ambos camardo-rosa), Xiphopenaeus kroyeri (camarédo sete-barbas),
uma espécie de camardo dulcicola e uma espécie estuarina. Nos manguezais, caranguejos
guaiamu (Cardisoma guanhumi) e caranguejos-uc¢éa (Ucides cordatus) serdo coletados nos 7 pontos
de amostragem, conforme os procedimentos descritos no Apéndice V (Estudo e monitoramento de
manguezais - Altera¢des Ecologicas na Dinamica dos Manguezais sob influéncia dos sedimentos
provenientes do Rio Doce: Barra Nova a Aracruz). No ambiente praial, seréo coletados caranguejos

da espécie Ocypode quadrata nos 10 pontos de amostragem.

Caso nao seja possivel a coleta das espécies listadas acima, as mesmas serdo substituidas por
outras espécies que ocupem o mesmo habitat. A coleta de crustaceos serd realizada, com utilizacéo
dos mais diversos petrechos de pesca, conforme o ambiente permitir (ex: redes de cerco, redes de

arrasto).

Os crustaceos coletados serdo previamente crioanestesiados (~2 min) e serdo mensurados o
comprimento total (rostro ao telson para camardes e largura da carapaga para caranguejos) e a

massa (g) (n = 6 para cada espécie).

As amostras de hemolinfa e tecidos (brénquias, masculo e hepatopancreas) para a andlise de
metais e ions dos camarfes e caranguejos serdo coletadas utilizando-se material cirdrgico
inoxidavel ou plastico. As amostras serdo acondicionadas em microtubos ou tubos tipo Falcon,
previamente limpos com acido nitrico Suprapur® e enxaguados em &gua MilliQ. As amostras
coletadas para as analises de metais e ions serdo imediatamente congeladas em nitrogénio liquido
e transportadas até o laborat6rio, onde serdo mantidas congeladas em freezer comum (-20°C), até o
momento das andlises. Nestas amostras, serdo analisadas as concentragfes de arsénio (As) e dos
metais cadmio (Cd), chumbo (Pb), cobre (Cu), cromo (Cr), ferro (Fe), manganés (Mn), mercurio (Hg)
e zinco (Zn). A sequéncia dos procedimentos necessarios para obtencado das amostras encontra-se

descrita abaixo:
e Coleta de Hemolinfa

A hemolinfa serd colhida utilizando-se agulha (0,45 ou 0,75 mm) e seringa de insulina (1 mL).
IMPORTANTE: Para andlise de ions, a seringa sera previamente lavada 3 vezes com Solugdo
Anticoagulante para Hemolinfa de Crustaceos (0,45 M Cloreto de Sédio [NaCl]; 0,1 M Glicose
[CeH1206]; 94 mM Citrato de Sodio [NasCeHsO07.H20]; 26 mM Acido Citrico [CsHsO7]; 7,85 mM EDTA
dissddico [Ci0H1aN20sNa22H20]; pH 4,6). Em todos os casos, 0s materiais utilizados, como a

seringa e o anticoagulante, serdo mantidos gelados, a fim de evitar a coagulagdo da hemolinfa.

Para a coleta de hemolinfa em camardes, a seringa sera inserida na membrana entre a regido

dorsal do cefalotérax e abdémen, tomando-se o cuidado para ndo coletar a 4gua da cavidade
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branquial (Figura 7). Para a coleta da hemolinfa em caranguejos, a agulha sera inserida até a
metade na abertura inalante no ultimo ou pendltimo par de pereépodos (seio sanguineo) e serdo
colhidos, no minimo, 200 pL de hemolinfa (Figura 8).

Figura 7. Imagem ilustrativa da coleta de hemolinfa em camardes. Fonte: Anieli C.Maraschi.

Figura 8. Imagem ilustrativa da coleta de hemolinfa em caranguejos. Fonte: Marcio Geihs.

A amostra de hemolinfa (minimo 200 pL) sera coletada com auxilio de seringa apenas lavada na
solugdo anticoagulante e sera destinada para a analise das concentragdes idnicas (n = 6). O
sobrenadante (plasma) obtido a partir de centrifugacéo (Minicentrifuga Mylabor; 1 min; velocidade
fixa de 4.656 g) serd transferido para um criotubo de 2 mL e imediatamente armazenado em
nitrogénio liquido.
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Ap6s a centrifugacéo da hemolinfa e separacdo do plasma, o pellet serd armazenado em criotubos

de 2 mL (n = 6) em nitrogénio liquido para posterior anélise de Sitios AP (danos no DNA), em

laboratorio. Neste caso, a coleta podra ser feita sem ou com anticoagulante.

Para o Teste do Micronucleo, a hemolinfa (minimo 200 pL) sera coletada com auxilio de seringa
contendo anticoagulante (1:1). A amostra obtida sera imediatamente centrifugada (Minicentrifuga
Mylabor; 1 min; velocidade fixa de 4.656g). O sobrenadante sera descartado e o pellet
ressuspendido em 100 pL de solugdo anticoagulante para hemolinfa de crustaceos e
homogeneizado suavemente. O homogeneizado (20 pL) serd entdo adicionado as extremidades de
uma lamina com borda fosca. Com o auxilio de uma laminula, sera realizado o esfregago para
andlise de micronucleo. As laminas com o esfregago serdo preparadas em triplicata e secas a
temperatura ambiente (15-60 min). Apéds isso, as laminas serdo imersas em Metanol (PA) por 2 min,
para fixacdo, e armazenadas em caixas para laminas, até posterior coloracdo e andlise em

laboratério.
e Coleta de Tecidos

Para camardes, as branquias dos lados direito e esquerdo dos espécimes serdo cuidadosamente
dissecadas com o auxilio de microtesoura e lupa (se estiver disponivel). Para as espécies marinhas,
todo o tecido branquial de cada individuo serd destinado para as andlises das concentracdes de
metais (n = 6) e para as analises de lipoperoxidacdo (LPO) (n = 6), o qual sera armazenado em
criotubo de 2 mL e imediatamente preservado em nitrogénio liquido. Para a espécie de camarao
dulcicola e estuarina, todo o tecido branquial de cada individuo sera destinado para a andlise das
concentragdes de arsénio e metais (n = 6), andlise de lipoperoxidacao (n = 6) e atividade da Na*/K*-
ATPase (n = 6). O tecido branquial destinado a atividade da Na*/K*-ATPase sera imediatamente
preservado em tampdo SEI (1:10). Os criotubos (2 mL) contendo as branquias, seréo

imediatamente armazenados em nitrogénio liquido.

Para as branquias de caranguejos, os peredpodos serdo segurados com uma mao e o cefalotorax
sera tracionado para cima até sua ruptura. As branquias (anteriores e posteriores) de U. cordatus (n
= 6), C. guanhamu (n = 6) e O. quadrata (n = 6) serdo dissecadas e acondicionadas em tubos

criogénicos, para posterior determinacgéo laboratorial da lipoperoxidagéo (LPO).

ApOs a retirada da carapaca do cefalotérax dos camardes e caranguejos, o hepatopancreas de cada
individuo sera dissecado, acondicionado em criotubo (2 mL) e destinado a andlise das
concentragbes de arsénio e metais (n = 6). Uma porcdo do tecido hepatopancreatico de outro
individuo sera coletada, acondiconada em criotubo (2 mL) e destinada a andlise da concentragéo de
metalotioneinas (n = 6), enquanto a outra por¢ado serd coletada, acondicionada em criotubo (2 mL) e
destinada a analise da lipoperoxidacao (n = 6). Todo o material serd imediatamente congelado em

nitrogénio liquido.

ApOs retirada da carapaca dos camarbes, o muisculo abdominal de um dnico individuo sera

coletado, acondicionado em criotubo (2 mL) e destinado & andlise das concentra¢des de metais (n =
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6). A amostra de musculo de um individuo sera coletada, acondicionada em criotubo (2 mL) e

destinada a analise da concentracdo de proteinas carboniladas (n = 6). Durante a coleta serédo
retirados o corddo nervoso ventral e o intestino do animal, antes de congelar o musculo. Nos
caranguejos, 0 musculo do coxopodito do 2° ou 3° pares de pereépodos de ambos os lados sera
dissecado, sendo que a carapaca que circunda o coxopodito sera rompida para a retirada dos
musculos anteriores e posteriores, tomando-se o cuidado para néo coletar os pigmentos junto com a

amostra de musculo.
<+ Vertebrados

Todos os procedimentos que envolvem a captura e coleta de espécimes de animais pertencentes
ao Filo Chordata, subfilo Vertebrata, para fins de pesquisa, encontra-se de acordo com os preceitos
da normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacédo Animal (CONCEA), e
devidamente aprovado pela Comissdo de Etica em Uso Animal da Universidade Federal do Rio
Grande (CEUA-FURG) (certificado n° P036/2018).

< Girinos

A coleta de girinos de anfibios sera realizada nos 9 pontos de amostragem do Rio Doce no estado
do Espirito Santo, através de arrastos com rede tipo WP- 2 de 60 cm de didmetro de boca e malha
de 200 um. Ap@s a captura, com auxilio de pugas, os animais seréo eutanasiados em hidrocloridrato
de benzocaina (500 mg/L). Para a andlise das concentracdes de arsénio e metais, serdo coletados
5 pools de girinos de anfibios com aproximadamente 0,5 g cada. Para a andlise dos biomarcadores,
serdo coletados 5 pools adicionais, com as mesmas especificacdes descritas para as amostras
destinadas a determinacdo das concentragbes de metais. Todas as amostras (pools) serdo

armazenadas em criotubos e imediatamente congeladas em nitrogénio liquido.
% Peixes

Para a amostragem nas drenagens com maior volume de dgua ao longo da porcéo capixaba do Rio
Doce, serédo utilizadas redes de-emalhar de diferentes malhas (15, 25, 35, 50 e 60 mm entre nés
adjacentes), cada qual com 20 m de comprimento. Em cada ponto de amostragem, serdo armados
trés conjuntos de redes, com redes de todas as malhas, ao final da tarde, sendo 0s mesmos
retirados na manhd do dia seguinte, devendo, portanto, permanecer na coluna d’agua por
aproximadamente 12h. As coletas serdo 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, serdo utilizadas rede de arrasto, peneiras e tarrafa (malha 20 mm). As
coletas serdo realizadas sem esfor¢co padronizado, possibilitando explorar todos os tipos de
ambientes disponiveis (corredeiras, pogos, locas, etc.) na area estudada, a fim de se obter o
namero amostral necessario de amostras para as analises das concentragdes de arsénio e metais,

bem como de biomarcadores. As peneiras serdo posicionadas perpendicularmente ao substrato,
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com a boca voltada para montante, sendo o substrato a sua frente revolvido com os pés e maos,
com o0 objetivo de desalojar os peixes, 0s quais serdo conduzidos pela corrente para dentro da

peneira.

Ja a rede de arrasto sera utilizada 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 nha vegetacdo marginal ao alcance da rede sejam capturados. Os trechos
serdo percorridos de jusante a montante (contra o fluxo da dgua), para evitar a ressuspenséo do

sedimento, o que pode afugentar os peixes.

Para a coleta de peixes de interesse comercial nos pontos de amostragem localizados na foz do Rio
Doce e regido costeira adjacente, serdo realizados arrastos de fundo, com auxilio de um barco
arrasteiro que acompanhara o barco de pesquisa (Figura 9). Cada arrasto tera duracéo entre 15 a
30 min, utilizando-se redes com comprimento superior de 23 m, comprimento da tralha inferior de 16
m e comprimento total de 32 m. Em localidades com arrasto de fundo proibido (exemplo, Parque
Nacional Marinho de Abrolhos), serdo utilizadas outras artes de pesca (armadilhas, pargueiras,

etc.).

Figura 9. Retirada de rede de pesca apdés arrasto no Navio de Pesquisa Soloncy Moura. Foto: Fernando Moraes.
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ApGs a captura, 0os animais serdo identificados, pesados (g), medidos (mm) e fotografados, sendo

que um exemplar de cada espécie de interesse coletado serda acondicionado em saco plastico
contendo etiqueta com indicacdes de sua procedéncia, malha, data e identificagdo do coletor. Os
peixes coletados para posterior confirmacao taxondmica serdo anestesiados (benzocaina diluida na
agua; 0,25 mg/L) e depois fixados em solucéo de formaldeido (10%), permanecendo nesta solucéo

por um periodo de 48 h e depois entao transferidos para uma solucao de etanol (70%).

Para as analises das concentracdes de arsénio e de metais, bem como dos biomarcadores, os
espécimes de interesse, logo apés a coleta, serdo mantidos em caixas plasticas com agua do
proprio local com aeracdo, durante todo o periodo de amostragem. Apoés isso, serdo anestesiados
(benzocaina diluida em agua; 0,25 mg/L), pesados (g) e medidos (mm). Apds anestesia, 0s animais

serdo dissecados para a coleta de tecidos/6rgéos, conforme descrito a seguir:
e Coleta de sangue

A colheita de sangue sera realizada através de puncdo da veia caudal, utilizando-se seringa de
insulina (1 mL), devidamente lavada com anticoagulante (heparina). A agulha sera inserida proxima
ao pedunculo caudal, até alcancar a coluna vertebral (Figura 10) e se ter acesso a0 vaso

sanguineo.

Figura 10. Localizagdo da veia caudal para retirada de sangue em peixes. Fotos: Carlos E. D. Vieira.

Apés a coleta das amostras de sangue total, estas serdo acondicionadas em microtubos de 1,5 mL.
Uma aliquota de 15 pL do sangue de cada animal sera dispensada em trés laminas de vidro, limpas
e identificadas, para a confec¢édo de esfregacos sanguineos, para posterior analise de danos no
DNA (Teste do Micronicleo). As laminas permanecerdo 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 serd congelado em nitrogénio liquido para posterior andlise de danos oxidativos no

DNA, com base na quantificacdo de sitios apurinicos/apirimidicos (AP).

Para a determinacdo das concentracBes ibnicas plasmaticas e biomarcadores de desregulacdo

enddcrina (vitelogenina e proteina da zona radiata), outras 6 amostras de sangue total serdo
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retiradas do grupo de peixes destinado a andlise das concentra¢cfes de arsénio e metais (n = 6).
Logo apos a coleta, 5 pL de um coquetel inibidor de proteases (Sigma Aldrich®) sera adicionado a
cada 100 pL de amostra e estas serdo entdo imediatamente centrifugadas em microcentrifugas
portateis (4.600 g, 2 min), para a separa¢éo do plasma sanguineo, que por sua vez sera coletado e

imediatamente congelado em nitrogénio liquido.

Apl6s a coleta de sangue, 0s peixes serdo eutanasiados, através da superexposicdo ao

hidrocloridrato de benzocaina (500 mg/L).
e Coleta de tecidos:

ApGs a coleta de sangue, as branquias serdo cuidadosamente dissecadas da cavidade opercular,
evitando-se ao maximo tocar os filamentos branquiais com a pin¢a e tesoura. Os arcos branquiais
serdo separados em placas de Petri contendo solucéo fisiol6gica para peixes (Figura 11). O
segundo arco branquial direito sera lavado delicadamente com pincel macio e solugéo fisiologica,
para a retirada do excesso de sangue e muco. Apos isso, serd entdo fixado em solucéo de Bouin (6-
8 h) para posterior analise morfolégica. Apés o periodo de fixacdo, a solucdo fixadora sera
substituida por alcool 70%, o qual sera trocado diariamente, até a completa remocéo do excesso de
fixador. Os arcos branquiais restantes serdo acondicionados em criotubos e imediatamente

congelados em nitrogénio liquido.

Figura 11. Imagem ilustrativa da coleta de branquias em peixes. Foto: Carlos E. D.Vieira

ApGs a dissecc¢do das branquias, a cavidade abdominal dos peixes serd exposta, utilizando-se uma
tesoura. Devera ser observada a presenca de gbnadas masculinas ou femininas, de acordo com o
estagio de desenvolvimento reprodutivo dos individuos. O sexo dos exemplares sera anotado em
planilha. A seguir, o figado dos peixes sera dissecado com o auxilio de pingas curvas, tentando-se
remover os lobos hepaticos da forma mais integra possivel. O 6rgdo sera dividido (Figura 12) para
as analises histolégicas e de biomarcadores. Para as analises histolégicas, o 6rgdo sera fixado em
solugdo de Bolin (6-8 h) e posteriormente conservado em alcool 70%. Para a avaliacdo dos
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biomarcadores bioquimicos, as amostras serdo acondicionadas em criotubos e imediatamente

congeladas em nitrogénio liquido.

Figura 12. Representagdo esquematica da separacao do figado para analises de biomarcadores.

Figado — lobo direito

Figado — lobo esquerdo
(FURG):

(UFES):

Biomarcadores

% Histologia (= 1 cm?3)
(= 200 mg)

% Biomarcadores (= 200 mg)

Por fim, uma amostra de musculo da regido dorsal (musculatura hipoaxial) sera dissecada conforme
mostrado na imagem abaixo, removendo-se as escamas e a pele (Figura 13). As por¢bes de
musculo serdo acondicionadas em criotubos e estes congelados em nitrogénio liquido. Apos a

disseccao dos animais em campo, a carcaca sera descartada no local de coleta (campo).

Figura 13. Imagem ilustrativa da coleta de musculo em peixes. Foto: Carlos E. D.Vieira
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< Aves

Ao longo do monitoramento ambiental também serdo coletadas amostras de aves. Entretanto,
devido a grande heterogeneidade ambiental ao longo do curso do rio afetado pelo evento, ndo sera
possivel antever quais espécies estardo presentes nas trés areas amostrais (estuario, manguezal e
regido costeira) e, portanto, definir a amostragem em nivel especifico. Por isso, serédo realizadas
coletas de espécies de aves que representem os habitos alimentares relacionados aos ambientes
dulcicola e estuarino. Assim, em cada uma das areas amostrais, sera coletada uma espécie de
cada grupo alimentar (Quadro 5), conforme a sua abundéncia local e buscando se atender a lista de
priorizacdo associada. As espécies que serdo capturadas em cada local de amostragem seréo
selecionadas com base em dados de abundancia, priorizando sempre as mais abundantes, a fim de
gque a coleta ndo resulte em impactos populacionais e que viabilize a obtencdo de amostras das
mesmas espeécies ao longo de todo o periodo de monitoramento.

Quadro 5. Lista das familias de aves estuarinas, de manguezais e da regido costeira a serem amostradas no monitoramento

de contaminantes, com seu respectivo habito alimentar e exemplo de espécies a serem priorizadas quando presentes na

area amostral.

I . . - - Exemplo de espécies a serem
Habito alimentar/guilda trofica Familias o
priorizadas

Charadrius collaris,
Invertebrados aquaticos, ovos e ] ) - ]
. Anseridae, Rallidae, Actitis macularius,
larvas de anfibios, pequenos . ) )
) Charadriidae, Scolopacidae. Aramides saracura,
vertebrados e de origem vegetal. )
Gallinula galeata.

. L Dendrocygna autumnalis,
Filtradores, plantas aquaticas e

) Anatidae Dendrocygna viduata,
invertebrados o
Amazonetta brasiliensis.
L ) Egretta carerulea,
) ) » Podicipedidae, Ardeidae,
Peixes e invertebrados aquéticos ) Egretta thula,
Cerylidae. )
Chloroceryle americana.
o Phalacrocoracidae, Sternidae, Phaetuza simplex,
Piscivoras ) o )
Ryuchopidae, Alcedinidae. Rynchops niger.
Malacéfagos Acciptridae, Aramidae Rostrhamus Sociabilis.

Serdo obtidas amostras de, no minimo, dois individuos da mesma espécie por area de amostragem,
por estacdo do ano (inverno e verdo). Serd priorizada a amostragem ndao letal, por captura manual
ou com rede-de-neblina, ou amostragem de individuos encontrados mortos. Serdo realizadas
amostragens com redes-de-neblina nos diferentes ambientes das areas pré-definidas, fazendo uso
de uma linha de 10 redes de 12 m ao longo de dois dias/noites consecutivos ou alternados, visando

a obtencgdo nao letal de amostras em 10 individuos/area amostral/estacéo do ano (inverno e verdo).
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No caso das aves, 0s animais serdo capturados nos ninhos ou areas de alimentacdo nos diferentes

ambientes das areas pré-definidas. As coletas serdo realizadas o com auxilio de redes-de-neblina,
fazendo-se uso de uma linha de 10 redes de 12 m, ao longo de dois dias/noites consecutivos ou
alternados. Serdo colocadas no maximo 10 redes simultaneamente, com 3 pesquisadores
revisando-as em intervalos de 30 min. As redes ndo serdo dispostas ao sol, para evitar estresse
térmico nas aves, e serdo fechadas quando houver perspectiva de chuva ou vento forte.
Dependendo do grupo de aves de interesse, as redes seréo colocadas a noite. Havera sempre pelo
menos um anilhador sénior acompanhando as atividades de captura e amostragem de aves vivas.
Ap6s a captura, as aves serdo removidas cuidadosamente até a area adjacente, onde seréo
imobilizadas para evitar fraturas e também ataques ao pesquisador. A contencdo do animal sera
manual. Apds a coleta de sangue e penas, a ave sera liberada no ninho onde foi capturada. Esse
procedimento durara menos de 10 min. As aves que nao puderem ser capturadas pelas redes-de-
neblina, serdo abatidas em ambiente aberto, utilizando-se arma de pressdo. Em caso de auséncia
da guilda trofica/habito alimentar pré-definida, a mesma sera devidamente justificada com base em
bibliografia especializada e em dados de abundéncia. A amostragem, tanto letal quanto com redes-
de-neblina, serd interrompida tdo logo o nimero minimo de individuos necesséario tenha sido
atingido. Ser4 sempre priorizada a amostragem de aves vivas, relegando a amostragem letal
somente aos casos em que a captura ndo for possivel, sendo que nestes casos, se abatera

espécies comuns e sem problemas de conservacao.

Na coleta das aves, ndo serdo utilizados anestésicos para a coleta de sangue e penas, uma vez que
0s procedimentos ndo causam danos ou dor aos animais. As penas sdo removidas individualmente,
em locais diversos, assim ndo deixando nenhuma é&rea descoberta da ave. Isso facilita a
recuperacdo do animal (que fica rapidamente apto para suas atividades cotidianas) e evita a injecao
de alguma substancia que possa afetar sua sadde ou causar alguma alergia. Durante a recuperacéo
de uma eventual anestesia, a ave poderd estar sujeita a predacdo. Neste caso, a coleta sem
utilizacdo de anestesia promover uma recuperacdo mais rapida do animal. Além disso, sera
realizada a coleta de sangue para andlise de is6topos estiveis. A injecdo de substancias
anestésicas poderia afetar os resultados das analises, j& que contém carbono e eventualmente
nitrogénio na composicao. Sendo assim, os procedimentos néo letais serdo realizados o mais rapido
possivel e visando o bem-estar do animal, apdés serem novamente liberados (Bugoni et al., 2008;
Bugoni & Furness, 2009; Leal et al., 2017) da barragem de mariana (MG) em regifes dulcicolas,

estuarinas e marinhas

5.2 ANEXO 3. MONITORAMENTO AMBIENTAL NO RIO DOCE, AREA ESTUARINA E
MARINHA SISTEMA AQUATICO DULCICOLA

A malha amostral do sistema aquatico dulcicola (rios e lagos) e estuarino é composta por 12

estacoes, sendo 4 na calha fluvial do rio Doce, 1 em rio tributario (rio Guandu) e 7 em ecossistemas
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lacustres (Figura 14 e Quadro 6) Esse arranjo espacial foi aprovado na Reunido da Camara Técnica

de Biodiversidade — CTBio de 18/07/2018. Foi incluida a estacdo a jusante da Usina Hidrelétrica -

UHE de Mascarenhas, a qual servird como referéncia para avaliagdo das condi¢des geoquimicas da

agua do rio Doce ap6s o ultimo represamento em sua calha. As esta¢des dos lagos Nova, Juparana

e Limao foram reposicionadas a fim de localizar a amostragem de agua e sedimento em regides

com maior profundidade, o que favorece o processo de sedimentacao e restringe a ressuspensao.

Foi incluida a estagdo amostral na lagoa Monsaras devido & influéncia marinha nesse ecossistema.

Figura 14. Malha amostral dos ecossistemas aquaticos dulcicolas.
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ANEXO 3
® Porgéo capixaba do rio Doce e regido estuarina_Dulcicola

UNIDADES DE CONSERVAGAO E RESERVAS
1- AREA DE PROTEGAO AMBIENTAL

SANTO ANTONIO

2 - RESERVA EXTRATIVISTA CORUMBAU

3 -PARQUE NACIONAL MARINHO DOS ABROLHOS
4 - AREA DE PROTEGAO AMBIENTAL

PONTA DA BALEIA /| ABROLHOS

5. RESERVA EXTRATIVISTA DE CASSURUBA
6 - AREA DE PROTECAO AMBIENTAL
CONCEICAO DA BARRA )

7 - PARQUE ESTADUAL DE ITAUNAS

8 - AREA DE RELEVANTE INTERESSE
ECOLOGICO DO DEGREDO

9 - RESERVA BIOLOGICA DE COMBOIOS

10 - RESERVA INDIGENA DE COMBOIOS

11 - RESERVA INDIGENA TUPINIQUIM

12 - RESERVA DE DESENVOLVIMENTO
SUSTENTAVEL MUNICIPAL PIRAQUE-AGU

E PIRAQUE-MIRIM

13 - AREA DE PROTEGAO AMBIENTAL
COSTA DAS ALGAS

14 - REFUGIO DE VIDA SILVESTRE

DE SANTA CRUZ

15 - AREA DE PROTEGAO

AMBIENTAL DE PRAIA MOLE

16 - AREA DE PROTECAO AMBIENTAL DE SETIBA
17 - FLORESTA NACIONAL DE GOYTACAZES
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Quadro 6 . Coordenadas (datum, WGS 1984) das esta¢Bes amostrais do monitoramento dos ecossistemas aquaticos

continentais (Anexo 3).

Estaca Coordenadas UTM Coordenadas
o) Siste Geograficas
Local Longitud Obs.
Amostr ma Northing Easting Latitude g
al €
fluvial 7828800,2 ) ) Amostragem
17 rio Guandu tributa 288391,72 completa
) 1 19,62467 41,01786
rio (1 prof.)
calha 7853303.8 i i Amostragm
21 rio Doce rio 387184,71 completa
5 19,41136 40,07450
Doce (2 prof.)
calha 7837362.9 ) ) Amostragem
22 rio Doce rio 410065,52 completa
7 19,55656 39,85735
Doce (2 prof.)
Lagoa do 7835704.3 ) ) Amostragem
23 ~ lagoa 411560,58 completa
Aredo 6 19,57162 39,84318
(1 prof.)
Lagoa do 78341244 ) ) Amostragem
24 lagoa 413143,12 completa
Areal 5 19,58596 39,82816
(1 prof.)
Lagoa 7837160,7 ) ) Amostragem
25 ) lagoa 415913,62 completa
Monsaras 9 19,55865 39,80161
(1 prof.)
Lagoa 7837139,2 ) ) Amostragem
25a Monsaras lagoa 418868,44 completa
. 2 19,55896 39,77345
(estacdo nova) (1 prof.)
Foz do rio calha 78282338 i i Amostragem
26 rio 414080,55 completa
Doce 4 19,63923 39,81950
Doce (2 prof.)
Lago do Liméo 78369091 ) ) Amostragem
18 (reposicionada lago 355432,1 completa
7 19,55744 40,37812
) (3 prof)
Jusante da calha 7842496 3 i i Amostragem
0 UHE rio 301714,69 completa
9 19,50234 40,88942
Mascarenhas Doce (2 prof.)
Amostrage
Lago Nova 7854566,8 - - m
19 o lago 378711,07
(reposicion da) 4 19,39945 40,15511 completa
(3 prof.)
Lago Amostrage
Juparana 7861435,4 - - m
20 o lago 384935,41
(reposicionada 4 19,33776 40,09543 completa
) (3 prof.)
P04 do Anexo calha "
P04 ; ) 7848549,0 402951,26 - - Vazéo e
rio
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Doce 7 19,45515 39,92459 MPS
(perfil)

A relacéo dos parametros a serem monitorados é apresentada no Quadro 7. As amostragens serdo
mensais para as matrizes coluna d’agua e sedimentos superficiais e anual para matriz testemunho
de sedimento. As coletas de agua na calha dos rios Doce e Guandu serdo realizadas em
subsuperficie (0 a 15 cm) e no fundo (cerca de 50 cm acima do fundo). Devido ao efeito de
turbuléncia e mistura da coluna d’agua pela vazao fluvial e pelo vento, nas lagoas costeiras (<3,0m
de profundidade méaxima) as coletas de aguas serdo feitas em meia profundidade. Ja nos lagos
profundos as amostragens serdo realizadas em subsuperficie (0 a 15 cm), na profundidade de 1%
de radiacdo fotossinteticamente ativa e no fundo (cerca de 50 cm acima do fundo). Vale salientar
gue nas estacdes amostrais fluviais, as amostragens de agua serédo realizadas com uma garrafa de
Ninskin (horizontal), enquanto que nas estacbes amostrais lacustres, com uma garrafa de Van Dorn

(vertical).

Quadro 7. Relacéo dos parametros fisicos, fisico-quimicos e hidrobiolégicos do monitoramento dos ecossistemas aquaticos

continentais.
R . Parametros fisico- Parametros
Parametros Fisicos o _ o . L
quimicos e hidroquimicos hidrobiol6gicos

MATRIZ COLUNA D’AGUA

e Salinidade

e Vazéo e Condutividade elétrica

e Temperatura e Oxigénio dissolvido
e Turbidez o Alcalinidade ¢ Clorofilaa
o Material particulado em o Predox e Fitoplancton
suspensdo e Metais e Zooplancton
e Granulometria do MPS o Nutrientes (N, P e Si) o Macroéfitas

o Nivel d'agua e Compostos organicos e Perifiton
e Correntes e Isétopos estiveis

(particulado)

o Elementar (particulado)

MATRIZ SEDIMENTO SUPERFICIAL

e Matéria organica

e Densidade
e Mineralogia

e Compostos organicos

e Granulometria * Nutrientes (P)
e Metais

e Hidrocarbonetos

e Isotopos estaveis

(particulado)

e Elementar (particulado)

MATRIZ SEDIMENTO TESTEMUNHO
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e Matéria organica
e Granulometria ¢ Nutrientes (P)

e Metais

5.2.1 Matriz coluna d’agua
< Vazao fluvial e Correntes

MedicBes de vazéo e correntes do rio Doce serdo realizadas nas estacdes localizadas em Linhares
(estacdo 21), PO4 Anexo 7 (estacdo 0), estacdo 22 e na foz do rio Doce (estacdo 26) (Figura 14). As
medicbes serdo realizadas com ADCP, acoplado a embarcacédo, para realizacdo de transectos. A
velocidade da embarcacdo devera ser adequada de forma a garantir a qualidade dos dados. Em
cada secdo serdo feitas duas transversais, de margem a margem. No inicio e no final de cada
transecto devera ser anotada a leitura da régua limnimétrica, instalada nas sec¢fes de medi¢éo. Os

dados serdo processados no software WinRiver Il da RD Instruments.
« Material Particulado em Suspensao

Nas estagOes 21 e 22 serdo coletadas amostras de agua-sedimentos. As amostras serdo obtidas
pelo método Igual Incremento de Largura, com uso de amostrador de sedimentos de integracéo na
vertical. As amostragens seréo feitas em, ao menos 12 verticais, nas quais o amostrador devera ser
submerso e icado com velocidade de transito igual em todas as verticais. As amostras coletadas
serdo acondicionadas em galdes plasticos, formando uma amostra composta de agua-sedimentos,
representativa das condi¢Ges da se¢cdo no momento da medi¢@o. As amostras serdo identificadas e
armazenadas ao abrigo de luz e calor, sendo encaminhadas para laboratério LABHIDRO, para

analises de concentracao e granulometria de sedimentos em suspensao.

Em laboratério, as amostras serdo pesadas e peneiradas na peneira de n° 230 para a separac¢ao do
material fino e remocado da areia, onde o passante € armazenado em becker de 2L. Em seguida,
adiciona-se Sulfato de Cobre e coloca-os para decantar por 48 horas. Em seguida, seréo realizadas
as analises de sélidos dissolvidos, retirando-se trés amostras de 50 mL da parte sobrenadante dos
beckers que estardo decantando e, apés 48 h, sera feita a reducao do volume para 900 mL e a
andlise de sdlidos suspensos, filtrando-se 25 mL em membrana com porosidade de 45 um e 47 mm
de didmetro. Tanto as amostras de sélidos dissolvidos quanto as de sélidos suspensos serao secas
em estufa a 105 °C por 24 horas. Em seguida, os contetdos dos beckers serdo adicionados nos
tubos graduados até a marca de 100 cm e com posterior retiradas de aliquotas de 10 em 10 cm nos
tempos de 0.5, 1, 2, 5, 13, 32, 80, 160, 450 e 461 min. Para cada retirada, seré realizada a leitura da
temperatura da agua. As amostras retiradas serdo secas em estufa a 105 °C por 24 horas e em
seguida pesadas individualmente. ApGs esse processo serdo tragadas as curvas de Oden para

obtencédo das porcentagens granulométricas.
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«»+ Salinidade

Na secao localizada na foz do rio Doce (estacao 26) serédo feitas perfilagens de salinidade, com uso
de sonda multipardmetros, e sera acompanhada a intrusdo salina até seu limite de montante. As
medidas serdo feitas continuamente, a partir da embarcacdo. Os dados serdo tabulados e

apresentados em mapas.
+» Nivel d’agua

Serdo instalados sensores de pressdo nas estacfes localizadas em Linhares (estacdo 21), P04
Anexo 7 (estagdo 0), estacdo 22 e na foz do rio Doce (estacdo 26) (Figura 14), com finalidade de
acompanhamento de niveis d’agua. Os registros seréo feitos a cada 5 minutos e armazenados em
datalogger. Os dados serdo coletados mensalmente, por ocasido das campanhas de
monitoramento. Nestas ocasides sera verificada a qualidade das leituras armazenadas, comparando
com as leituras obtidas nas réguas limnimétricas instaladas junto aos sensores de pressdo. Os

dados serao tabulados e apresentados em graficos temporais.
+ Par@metros fisico-quimicos

Nas estacGes amostrais fluviais, cada amostra seré transferida para um balde, dentro do qual serédo
mensurados, com a utilizacdo de uma sonda multipardmetro Horiba U-53, os pardmetros
temperatura (°C), turbidez (UNT), sélidos totais dissolvidos (mg.L™), oxigénio dissolvido (mg.L™?), pH,

potencial de oxirredugéo - ORP (mV) e condutividade elétrica (uS.cm™).

Em cada estacdo amostral lacustre, serdo realizados perfis de temperatura (°C), oxigénio dissolvido
(mg.LY), pH, potencial de oxirredugdo - ORP (mV), condutividade elétrica (uS.cm™), ficocianina
(células.mL?), clorofila a (ug.L™?) e turbidez (UNT) com uma sonda multiparametros do tipo Horiba
U-53 ou Ex02, sendo o registro de dados realizado a cada metro de profundidade. Em cada estacéo
amostral deverd ser medida a profundidade do disco de Secchi (10% da radiagdo
fotossinteticamente ativa), a partir da qual ser4 determinada a profundidade de 1% da radiacéo

fotossinteticamente ativa (zona eufotica).
+¢ Alcalinidade

Serdo coletados 500mL de éagua, acondicionados em frascos de polipropileno e que serdo
refrigerados para posterior determinacdo em laboratério. Em laboratorio a alcalinidade sera

determinada por meio de titulagao.
+» Nutrientes

Serdo coletados 125mL de &gua para andlise dos nutrientes totais (fésforo e nitrogénio),
acondicionados em frascos de polipropileno e que seréo refrigerados para posterior determinagéo
em laboratorio. Para as fracdes dissolvidas (nitrito, nitrato, aménia, orto-fosfato e silicato) serd
utilizado o volume de amostra filtrado para MPS. Essas amostras deverdo ser acondicionadas,

separadamente, em 5 frascos de polipropileno de 60mL e congeladas para posterior andlise em
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laboratério. Em laboratério a concentracéo dos nutrientes sera determinada por espectrofotometria
(APHA, 2005).

+« Hidrobioldgicos (clorofila a e feopigmentos - pigmentos fotossintetizantes)

Serdo coletados 500mL de &gua, acondicionados em frascos de polipropileno e que sera
refrigerado, em local abrigado da luz, para posterior determinacdo em laboratorio. Seré realizada,
em laboratério, filtracdo com filtro de fibra de vidro de 47mm de didmetro e porosidade média de
0,7um e a determinacgédo de clorofila a e feopigmentos sera através de espectrofotometria, por meio

da extracdo em acetona 90%.
«» Compostos organicos

e Hidrocarbonetos (F1), Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (F2), Biomarcadores Lipidicos

(F3), Fendis, Pesticidas, PCB, Eter-aminas e Aminas aromaticas.

Serdo coletados um total de 5000 mL de agua em frascos de vidro &mbar de 1000 mL com batoque
de teflon, adicionando previamente 1 mL de metanol para inibicdo de atividade microbiana. Desse
total coletado, 1000 mL ir4 para determinagdo de hidrocarbonetos alifaticos (F1), hidrocarbonetos
policiclicos aroméaticos (F2) e biomarcadores lipidicos (F3); 1000 mL para pesticidas, 1000 mL para
PCBs e 1000 mL para fenois e 1000 mL para Eter-aminas e Aminas aromaticas. As amostras ser&o
pré-processadas por filtracdo simples para remogédo dos sélidos em suspensédo. Apos a filtragao, os
frascos &mbar (pré-lavados com agua destilada e HNOsz 10%) com as amostras pré-processadas

deverao ser mantidos refrigerados (4°C) e no escuro em até posterior analise em laboratério.
e Acidos Graxos (F4) e Lipideos Totais

Serdo coletados 1000mL da amostra de 4gua para andlise de acidos graxos e lipideos totais. As
amostras de agua serdo filtradas em filtros de fibra de vidro GF-F de 47mm de diametro e
porosidade média de 0,7um, pré-incinerados a 450°C por 2h (até a completa saturagdo do filtro,
anotando-se o volume filtrado) e previamente pesados. Apés a filtragdo, o material deverd ser
congelado e liofilizado. Apés liofilizagdo o filtro devera ser novamente pesado para registro da
guantidade de material coletado (g) sobre o filtro. As amostras filtradas e liofilizadas ficardo
acondicionadas a -20°C até andlise. Todas as amostras serdo liofilizadas antes da andlise. Para as
andlises de lipideos totais e Acidos graxos, os filtros contendo as amostras, assim como as
amostras de sedimento, serdo submetidos a homogeneizagéo por sonicacdo de 5 a 10 minutos a
5000 ciclos min-1 e posterior extragdo em solucdo de cloroformio—metanol 2:1 v:v. A andlise de
lipideos totais serd realizada pelo método espectrofotométrico da Fosfovanilina (Zéllner e Kirsch,
1962; Ahlgreen e Merino 1991). Serd utilizada uma curva padrédo de colesterol e a leitura sera feita a
528nm. Para a quantificacdo dos acidos graxos, apés a extracdo sera adicionado o padrdo interno
(Acido tricosandico, 0,2 mg mL') e as amostras serdo secas sob fluxo de nitrogénio e
imediatamente analisadas. A analise se da pela formacdo dos metil ésteres de &cidos graxos

(FAMES) com a adicdo de &cido sulfarico 5% v:v e 0 aquecimento das amostras a 800C por 4 hs.
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Uma aliquota de 0.2 pL é injetada em uma coluna capilar (Omegawax 320, Supelco 60m x 0.32 mm,
ou similar) em um sistema de cromatografia gasosa acoplado a um espectrdmetro de massa
(Agilent, Alemanha). A identificacdo dos acidos graxos se da por comparacdo dos tempos de
retencdo do espectro obtido para as amostras analisadas com o espectro de uma solu¢do padrdo
de acidos graxos de concentracdo conhecida (FAME Mix, Supelco) e confirmada por comparagéo
do espectro de massa obtido em modo full scan com aqueles presentes em uma biblioteca de
espectros (Nist). A quantificacdo se da por meio de curvas de calibracdo para cada acido graxo

encontrado, tendo por base as solu¢bes padréo previamente analisadas e quantificadas.
+» Metais
e Metais Totais

Em cada ponto amostral serdo coletadas amostras de agua com auxilio de garrafa horizontal nas
profundidades de superficie - S (0 a 15 cm) e fundo - F (cerca de 50 cm acima do fundo). Todos os
frascos utilizados deverdo ser de polipropileno, previamente higienizados, e todas as amostras

deverdo ser mantidas refrigeradas a 4 °C até o momento da analise.

Para analise de metais totais de verdo ser coletados 500 mL da amostra (F e S) em frasco contendo
gotas de &cido nitrico, previamente adicionadas. Para andlise de materiais particulados em
suspensao (MPS) deverdo ser coletados 2L de agua (F e S) que serao filtrados com auxilio de
membrana de acetato de celulose (porosidade 0,45 um e didmetro 47 mm) que sera posteriormente
analisada. O volume filtrado podera ser inferior a 2 L, caso haja a saturacdo da membrana. Para
andlise de metais dissolvidos, devera ser separada uma amostra de 500 mL desta agua filtrada

(fundo e superficie) e transferida para um frasco plastico, contendo gotas de acido nitrico.
e Mercurio

Os mesmos procedimentos de coletas descritos anteriormente deverao ser repetidos para andlise
de mercurio, ajustando-se os volumes, ou seja: a) para andlise de mercurio total serdo coletados
500 ml de agua (F e S). Sera recolhida amostra de 1 litro de 4gua (F e S) para filtracdo, conforme
explicitado acima gerando a membrana para analise de mercurio em material particulado (F e S)

além de 500 ml de amostra de agua filtrada (F e S) para analise do teor de mercurio dissolvido.
+» Elementar (particulado)
e Carbono, Nitrogénio e Enxofre

Amostras de agua serdo coletadas em frascos de polipropileno (2000mL) previamente
descontaminados com HCL e lavados com agua destilada. Essas amostras serdo transportadas em
cooler com gelo reciclavel para o laboratério e filtradas (até a completa saturacdo do filtro,
anotando-se o volume filtrado) em filtros de fibra de vidro GF-F (0,7 pm) de 47 mm, pré-incinerados
a 4500C por 2h, e previamente pesados. Apés a filtracdo o material devera ser congelado e

liofilizado. Apos liofilizagcao o filtro devera ser novamente pesado para registro da quantidade de
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material coletado (g) sobre o filtro. O material filtrado e liofilizado ficar4 acondicionado a -200C até
analise. Antes da andlise os filtros serdo transferidos em capsulas de estanho e fechadas utilizando
uma prensa. A analise elementar de carbono e nitrogénio nas amostras de seston sera realizada por
meio da técnica de Oxidacéo Catalitica em Alta Temperatura (em inglés, High Temperature Catalytic
Oxidation — HTCO), com o aparelho CHNO Analyser (FLASH HT Plus, Thermo, Alemanha). Antes
das analises, o equipamento serd calibrado com materiais de referéncia padrdo. Esses padrdes
serdo preparados para terem concentracdes similares as amostras analisadas. Serd utilizado ainda
um padrdo interno, a caseina, medido a cada dez amostras analisadas. Esse padrdo interno é
utilizado para corrigir pequenos erros que podem ocorrer durante as analises. Os resultados serao

apresentados como porcentagem de carbono e nitrogénio has amostras.
% Is6topos (particulado)
e Carbono e Nitrogénio

Amostras de agua serdo coletadas em frascos de polipropileno (2000mL) previamente
descontaminados com HCL e lavados com agua destilada. Essas amostras serdo transportadas em
cooler com gelo reciclavel para o laboratério e filtradas (até a completa saturacdo do filtro,
anotando-se o volume filtrado) em filtros de fibra de vidro GF-F (0.7 um) de 47 mm, pré-incinerados
a 4500C por 2h, e previamente pesados. Apds a filtracdo o material deverd ser congelado e
liofilizado. Apos liofilizagao o filtro devera ser novamente pesado para registro da quantidade de
material coletado (g) sobre o filtro. O material filtrado e liofilizado ficara acondicionado a -200C até
analise. Antes da analise os filtros serdo transferidos em capsulas de estanho, e fechadas utilizando
uma prensa. As andlises das razdes isotdpicas de carbono (C) e nitrogénio (N) nas amostras de
seston serdo realizadas com um espectrometro de massa de razao isotépica (Isotope Ratio Mass
Spectrometer — IRMS, Delta V, Thermo, Alemanha), que mede a composicdo isotépica. Os
resultados séo entdo expressos pela unidade padrao & como: X = [(R substrato - R produto) — 1] x
1000, onde X é 13C ou 15N e R é a razdo correspondente 13C/12C ou 15N/14N. Antes das
andlises, 0 equipamento sera calibrado com materiais de referéncia padrdo. Esses padrbes serdo
selecionados por terem uma composicao isotopica similar as amostras analisadas. Os materiais de
referéncia (ou padréo externo) utilizado serdo p.ex. IAEA-CH3 (Celulose), IAEA-600 (cafeina), IAEA
N2 (sulfato de amdnio) e IAEA-NO3 (nitrato de potassio). Os valores delta finais sdo expressos em
relagdo aos padrdes internacionais baseados no calcario de Viena Pee Dee Belemnite (V — PDB)
para o C e nitrogénio atmosférico, N2, para o N. Sera utilizado ainda um padrao interno, a caseina,
medido a cada dez amostras analisadas. Esse padrdo interno é utilizado para corrigir pequenos

erros que podem ocorrer durante as analises isotdpicas.
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5.2.2 Matriz sedimento superficial

+» Aspectos fisicos (Granulometria e Mineralogia)

Para determinacéo da granulometria e mineralogia, amostras serédo coletadas com o amostrador do
tipo busca fundo Van Veen. As subamostras serdo coletadas com o auxilio de espéatulas de metal
ou plastico, acondicionadas em sacos plasticos (coletar 3/4 do saco plastico) e refrigeradas para
posterior determinacao em laboratério (Limnolab-UFES). O sedimento ndo pode ter tido contato com
0 metal da draga (coletar sedimento do meio). A separac¢do das fracfes fina (silte + argila) e grossa
(areia + cascalho) é feita via Umida em 2 peneiras de 0,063um sobrepostas. A separa¢édo a seco,

por peneiramento, é realizada para a fracao grossa (areia + cascalho).

Especificamente para as estacdes 21 e 22, as coletas de amostras de sedimentos de leito serdo
feitas mensalmente, com uso de draga, em seis pontos igualmente espacados, ao longo da sec¢éo
de medicdo de material particulado em suspensdao, fora de locais de 4guas paradas. A quantidade
minima de amostra € 1 kg, igualmente distribuida nos pontos de amostragem. As amostras serdo
armazenadas em sacos plasticos, devidamente identificas e encaminhadas para o laboratério

Labhidro-UFES, para determinacdo granulométrica.
«» Parametros fisico-quimicos (pH e Predox)

A medicdo do pH e do potencial redox no sedimento sera realizada a partir de um pHmetro de solo
com o sedimento na ainda na draga. O acesso ao sedimento serd feito por meio da tampa da parte

superior da draga.
+« Matéria orgéanica

Para determinacéo da matéria organica no sedimento, amostras serdo coletadas com o amostrador
do tipo busca fundo Van Veen. As subamostras serdo coletadas com o auxilio de espatulas de

metal, acondicionadas em marmitas de aluminio e refrigeradas para determinacéo em laboratério.

Em laborat6rio, separar cerca de 2 g de sedimento bruto (aproximadamente 1 colher de cha) em um
becker limpo e levar a estufa para secar a 40°C por 24h. Terminadas as 24h, checar visualmente se
0 sedimento se encontra seco. Apos, pesar o0 sedimento seco em balanca de precisdo e colocar o
sedimento pesado em um cadinho de porcelana (limpo e previamente pesado) identificado a lapis
para queimar em Mufla a 450°C por 4h. Terminadas as 4h, colocar o cadinho de porcelana
contendo o sedimento para esfriar em um dessecador por, no minimo, 1h. Apés, pesar o cadinho de

porcelana contendo o sedimento em uma balanca de preciséo.

A massa de matéria organica total serd o peso do sedimento antes de ser levado a Mufla subtraido
do peso do cadinho de porcelana e do sedimento apds queima (MOT = sedimento pré-queima —
sedimento pds-queima — cadinho de porcelana). A concentracdo sera obtida da conversao deste

valor em porcentagem. Planilhar o teor de MOT referente a cada amostra.
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+» Nutrientes (Orto-fosfato em agua intersticial e Fosforo Total)

Para determinacdo de orto-fosfato em agua intersticial e de fésforo total no sedimento, amostras
serdo coletadas com o amostrador do tipo busca fundo Van Veen. As subamostras serdo coletadas
com o auxilio de espatulas de polietileno e acondicionadas em potes plasticos e refrigeradas para
posterior determinacdo em laboratério. Em laboratério a concentracdo dos nutrientes sera

determinada por espectrofotometria.

7

< Metais
e Metais totais e Terras raras

A coleta de sedimento de fundo sera realizada com box corer ou busca fundo Van Veen. Devera ser
utilizada uma espétula de plastico para raspagem dos centimetros superficiais contendo a lama
alaranjada que representa o rejeito. A amostra devera ter no minimo cerca de 200g e devera ser
armazenada em pote plastico, devidamente identificado. Posteriormente, o sedimento devera ser
liofilizado e enviado para procedimentos de abertura e analises de metais totais, fracbes, terras

raras e mercurio.
e Mercurio

Deveré ser usado parte de sedimento liofilizado, obtido através de coleta de sedimentos.

7

+ Compostos organicos

e Hidrocarbonetos (F1), Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (F2), Biomarcadores Lipidicos

(F3), Fendis, Pesticidas, PCBs, Eter-aminas e Aminas aromaticas

Serdo coletados um total de 1000g de sedimento com amostrador do tipo busca fundo (Van Veen)
em marmitas de aluminio hermeticamente fechadas. Desse total coletado, 200g irdo para
determinacdo de hidrocarbonetos alifaticos (F1), hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos (F2) e
biomarcadores lipidicos (F3); 200g para pesticidas; 200g para PCBs; 200g para fendéis e 200g para
Eter-aminas e Aminas aromaticas. As amostras deverdo ser preservadas sob refrigeracéo a 4 °C
até seu pré-processamento. As subamostras serdo coletadas com o auxilio de espatula de metal
raspando os centimetros superficiais contendo a lama alaranjada que representa o rejeito. As
amostras serdo liofilizadas, armazenadas em potes de aluminio ou vidro (calcinado), devendo
conter, no minimo, 10g de amostra seca, que, posteriormente serdo congeladas e enviadas para o

laboratorio de analise.
e Acidos Graxos e Lipideos Totais

Para determinacdo de acidos graxos e lipideos totais no sedimento, amostras serdo coletadas com
o0 amostrador do tipo busca fundo Van Veen. As subamostras serdo coletadas com o auxilio de
espatulas de metal e acondicionadas em marmita de aluminio (completamente preenchida de

sedimento) e refrigeradas para posterior determinacdo em laboratério. O sedimento ndo pode ter
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tido contato com o metal da draga (coletar sedimento do meio). As amostras de sedimento deverao
ser secas em estufa a 30°C (ndo ultrapassando 40°C), liofilizadas e acondicionadas em tubos

eppendorf a -20°C até analise. Todas as amostras serao liofilizadas antes da analise.
+ Elementar (particulado)
e Carbono

Amostras de 100g sedimento serdo coletadas em potes plasticos previamente lavados com agua
destilada. Essas amostras serdo transportadas em cooler com gelo reciclavel para o laboratério e
deverao ser secas em estufa a 50°C e acondicionadas em potes plasticos ou tubos falcon. Antes da
analise as amostras serdo transferidas em capsulas de estanho, e fechadas utilizando uma prensa.
A andlise elementar de carbono nas amostras de sedimento serd realizada por meio da técnica de
Oxidacé@o Catalitica em Alta Temperatura (em inglés, High Temperature Catalytic Oxidation —
HTCO), com o aparelho CHNO Analyser (FLASH HT Plus, Thermo, Alemanha). Antes das analises,
0 equipamento sera calibrado com materiais de referéncia padrédo. Esses padrdes serédo preparados
para terem concentrac@es similares as amostras analisadas. Sera utilizado ainda um padréo interno,
a caseina, medido a cada dez amostras analisadas. Esse padrdo interno é utilizado para corrigir
pequenos erros que podem ocorrer durante as analises. Os resultados serdo apresentados como

porcentagem de carbono nas amostras.
o Nitrogénio

Amostras de 100g sedimento serdo coletadas em potes plasticos previamente lavados com agua
destilada. Essas amostras serdo transportadas em cooler com gelo reciclavel para o laboratério e
deverdo ser secas em estufa a 50°C e acondicionadas em potes plasticos ou tubos falcon. Antes da

analise as amostras serdo transferidas em capsulas de estanho, e fechadas utilizando uma prensa.

A andlise elementar de nitrogénio nas amostras de sedimento sera realizada por meio da técnica de
Oxidacdo Catalitica em Alta Temperatura (em inglés, High Temperature Catalytic Oxidation —
HTCO), com o aparelho CHNO Analyser (FLASH HT Plus, Thermo, Alemanha). Antes das analises,
0 equipamento sera calibrado com materiais de referéncia padrao. Esses padrbes seréo preparados
para terem concentracdes similares as amostras analisadas. Sera utilizado ainda um padréo interno,
a caseina, medido a cada dez amostras analisadas. Esse padrao interno € utilizado para corrigir
pequenos erros que podem ocorrer durante as analises. Os resultados serdo apresentados como

porcentagem de nitrogénio nas amostras.
e Enxofre

As amostras de sedimento serdo depositadas em uma cela de polietileno especifica para analises
por XRF, cuja base é montada com um filme de politerftalato (ou Mylar®) bem esticado, a fim de se
ter uma distribuicdo homogénea do feixe de raios-X incidente para, entdo, serem submetidas a

irradiacao, em duplicata, usando um equipamento comum EDXRF de bancada (modelo EDX700 da
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Shimadzu), equipado com um tubo de raios-X de rddio (Rh) metalico. As condicbes gerais de

irradiacdo foram 10 mm de colimagé&o do feixe incidente

« Is6topos (particulado)

e Carbono

Amostras de 100g sedimento serdo coletadas em potes plasticos previamente lavados com agua
destilada. Essas amostras serdo transportadas em cooler com gelo reciclavel para o laboratério e
deverdo ser secas em estufa a 50°C e acondicionadas em potes plasticos ou tubos falcon. Antes da
analise as amostras serdo transferidas em capsulas de estanho, e fechadas utilizando uma prensa.

As analises das razfes isotdpicas de carbono (C) nas amostras de seston seréo realizadas com um
espectrometro de massa de razéo isotépica (Isotope Ratio Mass Spectrometer — IRMS, Delta V,
Thermo, Alemanha), que mede a composi¢éo isotépica. Os resultados sdo entdo expressos pela
unidade padrdo & como: X = [(R substrato - R produto) — 1] x 1000, onde X é 3C e R é a razéo
correspondente '°C/?C. Antes das andlises, o equipamento sera calibrado com materiais de
referéncia padrao. Esses padrfes serdo selecionados por terem uma composicao isotopica similar
as amostras analisadas. Os materiais de referéncia (ou padréo externo) utilizado seréo p.ex. IAEA—
CH3 (Celulose), IAEA-600 (cafeina). Os valores delta finais sdo expressos em relacao aos padrdes
internacionais baseados no calcéario de Viena Pee Dee Belemnite (V — PDB). Serd utilizado ainda
um padrdo interno, a caseina, medido a cada dez amostras analisadas. Esse padrdo interno é

utilizado para corrigir pequenos erros que podem ocorrer durante as analises isotopicas.
e Nitrogénio

Amostras de 100g sedimento serdo coletadas em potes plasticos previamente lavados com agua
destilada. Essas amostras serdo transportadas em cooler com gelo reciclavel para o laboratério e
deverdo ser secas em estufa a 50°C e acondicionadas em potes plasticos ou tubos falcon. Antes da

analise as amostras serao transferidas em capsulas de estanho, e fechadas utilizando uma prensa.

As andlises das razdes isotopicas de nitrogénio (N) nas amostras de seston serdo realizadas com
um espectrdbmetro de massa de razao isotépica (Isotope Ratio Mass Spectrometer — IRMS, Delta V,
Thermo, Alemanha), que mede a composic¢éo isotdpica. Os resultados sdo entdo expressos pela
unidade padrdo & como: 86X = [(R substrato - R produto) — 1] x 1000, onde X é 15N e R é a razéo
correspondente 15N/14N. Antes das analises, o equipamento serd calibrado com materiais de
referéncia padrao. Esses padrbes serdo selecionados por terem uma composigdo isotdpica similar
as amostras analisadas. Os materiais de referéncia (ou padrao externo) utilizado serdo p.ex. IAEA
N2 (sulfato de amdnio) e IAEA-NO3 (nitrato de potassio). Os valores delta finais sdo expressos em
relacdo aos padrdes internacionais baseados no nitrogénio atmosférico, N2. Sera utilizado ainda um
padrédo interno, a caseina, medido a cada dez amostras analisadas. Esse padréo interno é utilizado

para corrigir pequenos erros que podem ocorrer durante as analises isotopicas.
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5.2.3 Matriz sedimento testemunho

A coleta do testemunho de sedimento lacustre sera feita anualmente com amostrador Uwitec
hammer corer com tubos de 120 cm de comprimento e 8 cm de didmetro. Sera coletado um Unico
testemunho em cada ecossistema lacustre. As amostras serdo coletadas nas estacfes amostrais
previstas para as matrizes coluna d’agua e sedimento. Os testemunhos de sedimento serdo selados
com tampdes para transporte até o laboratério onde serdo fatiados a cada 1 cm até 15 cm, em 2 cm
até 25 cm e a cada 5 cm até o final. O acondicionamento das amostras sera feito em potes de
polietileno com tampa e volume de 250 mL. Cada amostra sera identificada em relacdo a estacao
amostral, data e profundidade do core. Aliquotas das amostras serdo posteriormente

encaminhadas para analises de granulometria, matéria orgéanica, nutrientes e metais totais.

As metodologias de coleta para as andlises realizadas (Granulometria, Mineralogia, Matéria
organica, Metais e Nutrientes) seguem o mesmo padrdo adotado em 5.2.2 Matriz sedimento

superficial.

5.2.4 Matriz biota
+ Fitoplancton

Em cada estacdo amostral da calha do rio serdo feitas duas amostragens de agua nas
profundidades sub-superficie (0 a 15 cm) e fundo (cerca de 50 cm acima do fundo). Para amostras
guantitativas (Figura 16) a coleta sera realizada através de passagem manual de frasco, na sub-
superficie e com uma garrafa de Ninskin (horizontal) para a profundidade fundo, ambas as amostras
serdo fixadas com solucdo de lugol acético 5% e acondicionadas em frasco d&mbar. As amostras
para andlise qualitativa da comunidade fitoplancténica serdo coletadas com rede de plancton com
abertura de malha de 20um (Figura 15) através de arrastos horizontais na subsuperficie da coluna
d’agua. As amostras das demais profundidades seréo coletadas com a mesma Garrafa (por cinco
vezes filtrando um total de 10L) e imediatamente filtradas na rede de plancton para que se proceda
a concentracdo da amostra e serdo acondicionadas em frascos de polietileno. Parte de cada
amostra serd mantida viva, para observacdo de algumas caracteristicas fundamentais para
identificagdo dos organismos, que s6 sdo visualizadas em organismos vivos, como tipo de
movimento e coloracdo, e parte sera fixada com solugao formalina 4% para posterior anélise em
laboratério. No rio tributdrio e lagos rasos, a mesma forma de coleta, preservacdo e
acondicionamento das amostras sera realizada, porém apenas para meia profundidade. Ja nos
lagos profundos o procedimento se mantém, para as profundidades avaliadas: subsuperficie, 1% de

luz e proximo ao fundo.

Protocolo de Amostragem — Rede Rio Doce Mar 60



IIFEST RRRE

Fundagdo Espirito-santense de Tecnologia

Figura 15: Arrasto de rede de fitoplancton na lagoa Nova.

Figura 16: Amostras quantitativa (esquerda) e qualitativa (direita) da lagoa Nova.

¢ Andlise qualitativa

Em laboratério, a analise qualitativa sera realizada a partir de amostras vivas e fixadas coletadas

com a rede de fitoplancton, utilizando-se microscépio optico, equipado com captura de imagem.

Os taxons serdo esquematizados, medidos e identificados, utilizando-se bibliografia especializada e
consulta aos diversos especialistas, visando a identificagdo ao nivel especifico, sempre que
possivel. A riqueza de taxons sera determinada através do numero de tédxons presentes nas
amostras.

¢ Andlise quantitativa

A andlise quantitativa sera realizada a partir de amostras fixadas com solugdo de lugol acético 5%,
seguindo-se o0 procedimento de sedimentagdo em cémaras, segundo Uthermdl (1958). O
procedimento de contagem, em microscopio invertido em aumento de 400 vezes, sera o de campos
aleatdrios (UELINGER, 1964). O célculo para a densidade fitoplancténica (ind.ml?) foi feito a partir

da seguinte formula, descrita por Lund et. al. (1958):
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(ind.mI) = n{1/[(sch)/1000 x 100000]}

Onde:
n = nimero de individuos contados;
s = area do campo de contagem (um?2);
€ = ndmero campos contados;

h = altura da camara (mm).

A partir dos dados quantitativos serdo calculadas as espécies dominantes e abundantes (LOBO &
LEIGTON, 1986). Ainda através dos dados de densidade, serdo calculados os indices de
diversidade especifica (SHANNON-WEANNER, 1963) e equitabilidade (Legendre & Legendre
,1983).

A ocorréncia de cianobactérias potencialmente toxicas serd avaliada comparando-se com a lista de

espécies toxicas que ocorrem no Brasil (SANT'ANNA et. al., 2008)
«» Zooplancton

Serdo realizadas analises quantitativas e qualitativas da comunidade zooplanctdnica. Para os dados
guantitativos sera necessario a filtragdo de 100 L de agua em rede de plancton de 68 pm de
abertura de malha. A coleta também podera ser realizada com arrastos horizontais e/ou obliquos,
desde que a rede esteja equipada com fluxdmetro para mensurar o volume de agua filtrada. Para
obter os dados qualitativos as amostras deverdo ser coletadas com arraste horizontal e obliquo com
rede de 68 um, por 5 minutos em cada ponto amostral. O armazenamento deve ser feito em potes
plasticos de 500 ml devidamente etiquetados, com tampa protetora anti-vazamento. As amostras de
zooplancton devem ser narcotizadas com 2 ml de agua gaseificada ou agua ténica e apés 2 minutos
adicionador formol neutralizado a 4%, para fixacdo dos organismos. Nao se deve adicionar corante
rosa de bengala ou qualquer outro as amostras. Para as coletas realizadas no trecho fluvial fazer

arrasto, de preferéncia, sempre perto do banco de macrdfitas.
“ Macrofitas

Para amostragem, as plantas devem ser coletadas utilizando um quadrado de 0,5 m? que deveréo
ser lancados trés vezes aleatoriamente em cada um dos pontos dentro da malha amostral. Para
cada ponto amostral sdo medidas a distancia das margens, a transparéncia e a profundidade da

agua com fita métrica, disco de Sechhi e corda graduada, respectivamente.

Os espécimes férteis (frondes para plantas vasculares sem sementes, flores e/ou frutos para as
Angiospermas) devem ser coletados com no minimo de trés amostras e serem processados de
acordo com os métodos usuais em taxonomia vegetal (Bridson & Forman 1998). As amostras
devem ser encaminhadas para o Laboratério de  Sistematica e  Genética

Vegetal/PPGBT/CEUNES/UFES para posterior envio para a colecdo biolégica que as recebera -
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Herbario VIES (Universidade Federal do Espirito Santo). Sempre que possivel, amostras adicionais

deverdo ser coletadas (flores e frutos) e acondicionadas em recipientes adequados e preservadas

em alcool etilico 70%, para estudos morfolégicos e identificagéo.

Ao término da campanha, o material sera transportado em prensa manual para o Laboratorio de
Sistemética de Grupos Vegetais da UFES-CEUNES, localizado em S&do Mateus (ES). Neste
laboratorio, serdo realizados o processamento, triagem, herborizacdo e identificacdo do material

coletado.
< Perifiton

A coleta da comunidade perifitica serd realizada mensalmente, nas 12 esta¢6es supracitadas. Nas
estacdes de ambientes léticos, serdo coletadas amostras em cada uma das margens e na regiao
central do rio, sempre que houver substrato colonizado, totalizando 3 amostras por estagéo
amostral. Nos ambientes |énticos, as amostras serdo coletadas apenas na margem mais proxima da
estac@o amostral ou no local mais préximo com disponibilidade de substratos, totalizando 1 amostra

por estacdo amostral.

A selegdo e coleta do substrato deverdo ser rigorosas, uma vez que a comunidade perifitica
responde de forma diferente aos substratos. Assim, deve-se manter o mesmo tipo de substrato ao
longo das estac¢des amostrais, priorizando a escolha de pequenas rochas (cascalhos, pedregulhos,
etc.) como substrato, seguido de macrdfitas fixas no sedimento e, no caso de nenhum desses
substratos estiver presente, macrdfitas flutuantes deverdo ser utilizadas como substrato. Na coleta
de rochas, o coletor devera selecionar aquelas de tamanho compativel com a boca do frasco (aprox.
4 cm), de modo que seja possivel acomodar a rocha dentro do frasco de coleta. A rocha
selecionada devera estar visualmente colonizada, com uma das faces voltadas para cima, de forma
gue possa haver incidéncia luminosa. A rocha devera ser coletada manualmente, sendo segurada
pelas laterais, sem que haja contato das méos do coletor na area da rocha que seré raspada para a

obtencédo do material perifitico.

Na coleta de macrdfitas, tanto fixas no sedimento quanto flutuantes, o coletor devera selecionar
aquelas que ndo sejam muito jovens, devido a comunidade perifitica ndo estar madura (climax), e
nem em senescéncia, devido a nado fixacdo da comunidade perifitica por perda de material vegetal
das macrofitas. Ainda, o coletor deve selecionar partes da planta que sejam de facil determinacdo
da area de colonizac&o (por exemplo, o peciolo de Eicchornia com formato cilindrico). E crucial que
o substrato amostrado em todas as esta¢bes amostrais seja de macrdéfitas da mesma espécie e de
idades similares, e que ele seja da mesma parte da planta. Da mesma forma que a coleta com
rochas, o coletor ndo deve tocar na area do substrato a ser raspado. O substrato deve ser
manipulado delicadamente para evitar a perda de material que n&o esta fixo ao substrato (material
associado). A quantidade de substrato coletado deverd conter uma quantidade consideravel de
material perifitico adequada para as andlises de clorofila-a, andlise qualitativa e quantitativa e de

peso seco. Pode ser coletado mais de um substrato, desde que do mesmo tipo (mesmo tipo de
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seixo, mesma espécie de macrofitas, etc). O material coletado devera ser acondicionado em pote de

polietileno de aproximadamente 250 ml, contendo uma pequena quantidade de 4gua destilada, para
formar uma camara Umida (aproximadamente 10 ml de &gua destilada). Os frascos devem ser

armazenados em camara resfriada (4°C) até a raspagem do material em laboratério.

A remocédo do material perifitico deve ser realizada utilizando-se uma escova de dentes com cerdas
macias e jato de agua destilada. O manuseio do substrato deve ser feito com o auxilio de pinga de
ponta arredondada, com cuidado, evitando a perda de material perifitico e de danos as células.
Tanto a pinga, quanto as escovas de dentes devem ser lavadas para remocédo do material perifitico
que ficou aderido, sendo esta parte da amostra final e nao deve ser perdido. O material perifitico
raspado devera estar contido em um volume conhecido. Esse volume sera padronizado em 200 ml.
Caso a quantidade de 4gua utilizada seja inferior a esse valor, a amostra devera ser completada
com agua destilada até esse valor. Evitar utilizar uma quantidade de dgua maior que esse volume
padrdo para a raspagem do substrato. Caso isso ocorra, 0 novo volume devera ser anotado. E
importante notar que a agua utilizada na cAmara Umida e na limpeza da pinga e da escova de

dentes fardo parte desse volume padronizado.

A amostra contida neste volume conhecido devera ser dividida em quatro sub-amostras. Antes da
separacdo, a amostra deve ser homogeneizada, de forma a manter a proporcdo de material

perifitico por volume. As sub-amostras devem ser separadas na seguinte ordem:

» Clorofila: deve ser separado 50 mL da amostra, sem fixador, para a andlise de clorofila. Devido a
facil degradacao da clorofila, essa sub-amostra deve ser a primeira a ser processada, ainda em

campo.

» Andlise quantitativa: deve ser separado 50 mL da amostra, armazenado em frasco ambar e

fixado com 0,5 mL de lugol acético 5%. A amostra deve ser mantida no escuro.

» Analise qualitativa e montagem de laminas de diatomaceas: deve ser separado 70 mL da
amostra, armazenado em frasco e fixado com 3 mL de solugéo formalina 37% (P.A.). A amostra

deve ser mantida no escuro.

» Peso seco: de ser separado 30 mL da amostra, sem fixador. A amostra deve ser processada em

campo.

Para o processamento da amostra de clorofila a o material perifitico deve ser filtrado em filtro de
fibra de vidro (25 mm), utilizando uma seringa, com capacidade de 50 mL, acoplada a um porta-
filtro. Em casos de grande quantidade de material perifitico, o filtro podera entupir antes de toda a
amostra ser filtrada. Neste caso, todo o liquido que passar pelo filtro deve ser aferido quanto ao
volume (este sera utilizado no célculo da concentracdo da clorofila). Apds a filtracdo, uma gota de
carbonato de magnésio (MgCOs) devera ser adicionada ao filtro. O filtro contendo a amostra devera
ser retirado do porta-filtro com auxilio de uma pinga, tomando cuidado para ndo remover o material

retido e nem rasgar o filtro. O filtro devera ser dobrado, com a parte com o material para o interior, e
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embrulhado em um envelope de papel aluminio com a identificacdo da amostra. Em seguida, o filtro
devera ser armazenado em um frasco com silica gel, para diminuir a umidade, e acondicionado em
baixa temperatura, para congelamento. Todo o procedimento devera ser realizado em local mais

sombreado possivel, evitando a degradacéo da clorofila pela luz.

Para o processamento da amostra de peso seco, o material perifitico deve ser filtrado em filtro de
fibra de vidro (25 mm), utilizando uma seringa com capacidade de 50 mL, acoplada a um porta-filtro.
Para esta andlise, é necessario que o peso do filtro, sem o material perifitico, seja conhecido (deve
ter seu peso aferido previamente em laborat6rio). Em casos de grande quantidade de material
perifitico, o filtro podera entupir antes de toda a amostra ser filtrada. Neste caso, todo o liquido que
passar pelo filtro deve ser aferido quanto ao volume (este sera utilizado no célculo da concentracéo
de peso seco). O filtro devera ser dobrado, com a parte com o material para o interior, € embrulhado
em um envelope de papel aluminio com a identificagdo da amostra. Em seguida, o filtro devera ser
armazenado em um frasco com silica gel, para diminuir a umidade, e acondicionado em baixa

temperatura, para congelamento.

Apés a raspagem, todos os substratos devem ser reservados para a afericdo da area raspada. O
método de determinacdo da area raspada sera de acordo com a forma do substrato. Quando o
substrato for material vivo (i.e. macrdfitas), a determinacéo da area deve ser realizada logo apés o

processamento do material perifitico.

5.3 ANEXO 3. MONITORAMENTO AMBIENTAL NO RIO DOCE, AREA ESTUARINA E
MARINHA SISTEMA AQUATICO MARINHO

A malha amostral do sistema aquatico marinho € composta por 41 estagdes para amostragem de
agua da coluna d’agua e sedimento de fundo, 10 esta¢Bes para coleta de testemunho de sedimento e
4 estacdes para fundeio (Figura 17 e Quadro 8). As esta¢gfes que possuem amostragem apenas
semestral estdo indicadas em vermelho. As estacbes que possuem amostragem trimestral e
semestral estdo indicadas em azul. As estacBes que possuem amostragem mensal, trimestral e
semestral estdo indicadas em verde. Este arranjo espacial foi aprovado na Reunido da Camara
Técnica de Biodiversidade — CTBio de 18/07/2018. Trés dos pontos na plataforma continental
préximos ao estuario Piraqué-Acu e Mirim foram deslocados em direcdo offshore por estarem

anteriormente posicionados em regido de lateritas.
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Figura 17. Malha amostral do ecossistema aquético marinho.
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ANEXO 3

» Porgao capixaba do rio Doce e
regides estuarina costeira e marinha

© Pontos de amostragem especificos para
macroalgas, rodolitos e fundos recifais

<+ Pontos fundeio (ADCP)

@ Pontos testemunhos

Mapeamento Rio Doce

—
7 Mapeamento Recifes esquecidos

Mapeamento APA

UNIDADES DE CONSERVAGAO E RESERVAS
1- AREA DE PROTEGAO AMBIENTAL

SANTO ANTONIO

2 - RESERVA EXTRATIVISTA CORUMBAU

3 -PARQUE NACIONAL MARINHO DOS ABROLHOS
4 - AREA DE PROTEGAO AMBIENTAL

PONTA DA BALEIA /| ABROLHOS

5 - RESERVA EXTRATIVISTA DE CASSURUBA
6 - AREA DE PROTEGAO AMBIENTAL
CONCEICAO DA BARRA ]

7 - PARQUE ESTADUAL DE ITAUNAS

8 - AREA DE RELEVANTE INTERESSE
ECOLOGICO DO DEGREDO

9 - RESERVA BIOLOGICA DE COMBOIOS

10 - RESERVA INDIGENA DE COMBOIOS

11 - RESERVA INDIGENA TUPINIQUIM

12 - RESERVA DE DESENVOLVIMENTO
SUSTENTAVEL MUNICIPAL PIRAQUE-AGU

E PIRAQUE-MIRIM

13 - AREA DE PROTECAO AMBIENTAL
COSTA DAS ALGAS

14 - REFUGIO DE VIDA SILVESTRE

DE SANTA CRUZ

15 - AREA DE PROTECAO

AMBIENTAL DE PRAIA MOLE

16 - AREA DE PROTEGAO AMBIENTAL DE SETIBA
17 - FLORESTA NACIONAL DE GOYTACAZES

Quadro 8. Coordenadas UTM (datum, SIRGASS 2000) das esta¢des amostrais do monitoramento do ecossistema aquético

marinho (Anexo 3).

Coordenadas UTM L
Estacdo Amostral Local Frequenciade
Northing Easting amostragem

1 Guarapari 7723667,51 355157,53 Semestral

2 Guarapari 7719405,70 357394,00 Semestral

3 Vitoria 7759039,92 373371,61 Trimestral

4 Vitoria 7755589,41 378037,70 Trimestral

5 APA Costa das Algas 7790616,16 384043,41 Trimestral

6 APA Costa das Algas 7791253,08 390338,15 Trimestral

7 APA 7791153,02 404235,25 Trimestral

8 APA 7795785,24 418100,98 Trimestral
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Coordenadas UTM

Frequénciade

Estacdo Amostral Local
Northing Easting amostragem

7782339,56 386405,26 Trimestral
10 APA 7777853,69 401063,33 Trimestral
11 APA 7771576,57 411733,92 Trimestral
12 APA 7772380,88 407338,56 Trimestral
13 APA 7782961,63 411664,43 Trimestral
14 APA 7787276,74 391745,12 Trimestral
15 APA 7795168,81 411676,15 Trimestral
16 APA 7781684,03 400470,49 Trimestral
17 Foz RD 7842923,48 428269,42 Mensal
18 Foz RD 7832036,40 427721,54 Mensal
19 Foz RD 7829898,02 423532,88 Mensal
20 Foz RD 7826708,20 417558,92 Mensal
21 Foz RD 7823040,03 419392,72 Mensal
22 Foz RD 7819937,86 422769,21 Mensal
23 Foz RD 7815169,35 428467,96 Mensal
24 Foz RD 7805922,15 407209,37 Mensal
25 Foz RD 7816813,23 411879,35 Mensal
26 Foz RD 7814269,46 399459,03 Mensal
27 Foz RD 7807959,70 437864,77 Mensal
28 Degredo 7864890,95 429405,98 Trimestral
29 Degredo 7856730,04 451968,99 Trimestral
30 Barra Nova 7903598,94 426147,63 Trimestral
31 Barra Nova 7903337,64 454268,69 Trimestral
32 ltaunas 7964547,64 430449,88 Trimestral
33 Itaunas 7956840,18 463553,02 Trimestral
34 Abrolhos 8010704,12 532066,24 Semestral
35 Abrolhos 8022616,40 525453,08 Semestral
36 Abrolhos 8017006,47 475936,82 Semestral
37 Abrolhos 8011813,51 530165,27 Semestral
38 Abrolhos 8007563,45 517177,23 Semestral
39 APA 7794893,00 388985,00 Trimestral
40 APA 7787608,00 386303,00 Trimestral
41 APA 7778345,00 382936,00 Trimestral

A relagéo dos pardmetros a serem monitorados é apresentada na Tabela 6, as amostragens serdo

mensais (11 pontos amostrais), trimestrais (34 pontos amostrais) e semestrais (41 pontos

amostrais) para as matrizes coluna d’agua e sedimentos superficiais. Para a matriz testemunho de

sedimento a amostragem sera Unica (10 pontos amostrais). As amostragens semestrais foram

programadas de acordo com a sazonalidade dos periodos seco e chuvoso, sendo escolhido o més
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de setembro como representativo para o periodo seco e o0 més de janeiro como representativo para

0 periodo chuvoso.

Tabela 6. Relagdo dos parametros a serem monitorados.

R o Pardmetros fisico-quimicos e Pardmetros
Parametros Fisicos ) o ) o
hidroquimicos hidrobioldgicos
Matriz coluna d’agua
e Salinidade

e Condutividade elétrica
e Oxigénio dissolvido

e Alcalinidade
e Temperatura

e Predox ¢ Clorofila a
e Turbidez ] ]
¢ Metais o Fitoplancton
¢ Material particulado em suspenséao ) )
o Nutrientes (N, P e Si) e Zooplancton

e Acidos graxos
o Hidrocarbonetos
e |sGtopos estaveis (particulado)

¢ Elementar (particulado)

Matriz sedimento superficial

. o Parametros fisico-quimicos e Parametros
Parametros Fisicos . o ) o
hidroquimicos hidrobiolégicos
¢ Matriz sedimento superficial .

e Matéria organica
e Compostos organicos
o Nutrientes (N e P)

e Granulometria )
e Metais

e Densidade
o Hidrocarbonetos
e [sOtopos estaveis (particulado)

e Elementar (particulado)

Matriz sedimento testemunho

¢ Nutrientes (N e P)

e Granulometria .
¢ Metais

5.3.1 Matriz coluna d’agua
+ Hidrodinamica
e Boias meteoceanogréficas (BMO) e linhas de fundeio

Quatro boias meteo-oceanogréaficas (BMO) deverdo ser dotadas de moonpools para a instalacéo
dos sensores para a medi¢do de temperatura, salinidade, pressao, clorofila-a, oxigénio dissolvido e

turbidez da 4gua do mar em superficie.
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Em um fundeio, devera ser acoplada a BMO uma estacao meteorolégica para a medicdo da direcao

e velocidade do vento, temperatura e umidade relativa do ar, e pressdo atmosférica. O casco da
boia devera ser de fibra de vidro com preenchimento interno de material flutuante (espuma
poliuretano de célula fechada), para que na ocorréncia de abalroamento da boia e a mesma
permaneca com flutuagéo. O casco também devera possuir flutuabilidade de reserva de pelo menos
1,2 tonelada. O fundeio devera ocorrer com erro maximo de 100 metros no posicionamento. Para
tanto, o sistema de posicionamento devera ser aferido de acordo com as recomendacdes da
NORMAM-25.

A principio, o equipamento que fara as medi¢cdes de temperatura, salinidade, pressao, turbidez,
clorofila-a e oxigénio dissolvido serd o modelo HydroCAT EP, da fabricante Sea-Bird, ou outro
modelo similar. O equipamento sera configurado conforme o manual do fabricante para fornecer
medicdes a cada 30 min. Um equipamento devera ser instalado em cada boia de superficie, por
meio de moonpool do proprio casco da boia, com suas sondas submersas. A instalacdo no
moonpool do casco deve facilitar a manutencgéo, ndo sendo necesséria a retirada do casco da agua
para manutencdo do equipamento. Esta forma de fixagdo também garante que as sondas dos
equipamentos se mantenham na cota superficial da coluna d’agua. Deve-se garantir que os
sensores de superficie estejam no maximo a 1 metro de profundidade, sempre submersos

independentemente das condi¢cdes de mar.

Uma das boias devera possuir uma estacao meteoroldgica, que devera registrar em seu datalogger
os parametros de vento médio (intensidade em m/s e direcao relativa ao norte verdadeiro), rajada
de vento (para ventos maiores que 3 segundos, intensidade em m/s e direcdo relativa ao norte
verdadeiro), temperatura do ar (°C), pressdo atmosférica (hPa) e umidade relativa do ar (%). Os
dados armazenados devem ser médias de 10 minutos (coletados a 1 Hz com correcédo de heading

da boia a cada 30 minutos).

A linha de fundeio devera ser compativel com a profundidade do ponto e suportar as condi¢des
ambientais extremas do local. Devera ser constituida por componentes fabricados no pais de forma
a facilitar eventuais manutenc¢des corretivas. Todo o servico de lancamento da boia, manutencéo da
linha de fundeio com a limpeza, manutencdo periddica, reinicializacdo e reinstalagdo dos
equipamentos e aquisi¢cdo dos dados devera ser executado a cada 30 dias. Os procedimentos de
limpeza, substituicAo de baterias e manutencdo periddica dos equipamentos devera seguir as

orientacdes dos fabricantes dos equipamentos, em seus respectivos manuais.

As linhas de fundeio deverdo ser instrumentadas com dataloggers do modelo DST CTD, da
fabricante Star-Oddi, ou similar, para medicdo de temperatura, salinidade e pressdo do mar,
adquirindo dados a cada 30 min. Estes sensores deverdo ser instalados nas linhas de fundeio e
fixados com abracadeiras plasticas, de forma a garantir um espagamento razoavelmente igual ao
longo da coluna d’agua. As mesmas exigéncias sobre manutencédo e reinstalacdo dos HydroCATs

EP séo pertinentes aos DST-CTDs.
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e Estrutura de fundeio (ADCP e HydroCAT EP de fundo)

A uma distancia maxima de 100 metros do raio de giro de cada BMO devera ser fundeada uma
estrutura com um perfilador acustico (Figura 17 e Quadro 9), modelos Signature 500 ou Signature
1000, da fabricante Nortek, ou similar, para a medicao de ondas, correntes, retorno do eco sonoro e
nivel d’agua, além de outro HydroCAT EP, ou similar. O equipamento sera configurado conforme o
manual do fabricante para fornecer medi¢cdes a cada 30 min. Essa estrutura de fundo devera ser
feita em aco inox 316L ndo magnético e possuir gimble para garantir a verticalidade do transdutor.
Devera ainda ser acoplada a uma poita com massa minima de 2,5 toneladas, para evitar sua
movimentacdo no caso de passagem de rede de arrasto, ja que se trata de um ambiente com
intensa atividade pesqueira. Os procedimentos de limpeza, substituicdo de baterias e manutencgéo
periédica dos equipamentos devera seguir as orientacdes dos fabricantes dos equipamentos, em

seus respectivos manuais.

O lancamento da linha de fundeio sera iniciado pela boia de superficie. Posteriormente, lancam-se
as correntes e manilhas e finaliza a instalacdo com a descida e o posicionamento da poita nos
pontos programados com o auxilio de um arco de popa ou um guincho. A recuperagdo dos
equipamentos para a transferéncia dos dados coletados e substituicdo de baterias sera realizadas

periodicamente com o auxilio de mergulhadores.

Em laboratério, o CTD deve ser configurado e programado de acordo com o manual de instrugdes
do equipamento (disponivel no LabPosseidon). Em campo, o CTD deve ser ligado e inserido na
agua. Logo em seguida, iniciar a descida do equipamento com a velocidade maxima de 1 m/s com o
auxilio de uma corda graduada. Olhar a profundidade marcada pelo ecobatimetro da embarcacéo e
descer até 2 m antes do fundo por medidas de seguranca do aparelho e confiabilidade dos dados. E
importante que a deriva do equipamento seja observada, deve-se manter a corda mais reta possivel
ao longo da coluna de agua. Na amostragem in situ em cada estacdo amostral serdo obtidos dados
termohalinos (temperatura e condutividade, posteriormente convertida em salinidade), pressao,
concentragao de clorofila-a ou fluorescéncia, turbidez e, se disponivel, também oxigénio dissolvido.
O turbidimetro deve estar calibrado para leituras entre 0 e 100 NTU (Unidades Nefelométricas de
Turbidez).

IMPORTANTE: Para que exista uma coeréncia na andlise de dados, deve ser realizado o maior
namero de pontos amostrais possiveis em um mesmo dia, iniciando pelos pontos mais proximos a
costa e seguindo em direcdo aos mais afastados da costa. E IMPORTANTE que seja realizado a
coleta de dados dos dois primeiros pontos préximos & foz do rio doce (sd1 e sd2) e o primeiro ponto

ao sul (sds20) no mesmo dia.
Em cada estacdo deve ser anotado:
» Nome da estacao;

»  Latitude marcada pelo GPS da embarcacéo;
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» Longitude marcada pelo GPS da embarcacéo;

» Sistema de coordenada geografica e datum do GPS da embarcacéo;
»  Profundidade marcada pelo ecobatimetro da embarcacéo;

» Data;

» Horério inicial da descida do CTD;

» Horério final de subida do CTD.

Quadro 9. Coordenadas (datum, WGS 1984) das estacdes amostrais do Monitoramento Integrado dos ecossistemas

aquaticos marinhos (Anexo 3).

Estacao Latitude Longitude
VIX1 -20,2622 -40,2125
VIX2 -20,2937 -40,1680
BN2 -18,9618 -39,4344
BN1 -18,9587 -39,7015

ABR1 -17,9349 -39,2272
ABR2 -17,9917 -38,6971
ABR3 -17,9817 -38,7151
ABR4 -17,8841 -38,7597
ABR5 -18,0203 -38,8377
ITAL -18,4080 -39,6585
ITA2 -18,4785 -39,3452
DEG1 -19,3086 -39,6720
DEG2 -19,3830 -39,4574

SDN13 -19,5071 -39,6836

SDN30 -19,6054 -39,6893

SDN20 -19,6246 -39,7293
SD1 -19,6532 -39,7864
SD2 -19,6864 -39,7691
SD3 -19,7146 -39,7370
SD4 -19,7579 -39,6828

SDS30 -19,8405 -39,8861
SDS20 -19,7423 -39,8410
SDS13 -19,7647 -39,9597
SD -19,8233 -39,5933
CAl -19,9776 -40,1083
CA2 -19,9722 -40,0481
CA3 -19,9738 -39,9153
CA4 -19,9326 -39,7826
CA5 -20,0525 -40,0862
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CAG6 -20,0938 -39,9463
CA7 -20,1511 -39,8446
Estacao Latitude Longitude
CA8 -19,9392 -40,0608
CA9 -20,0050 -40,0869
CA10 -20,0882 -40,1019
CAll -20,1436 -39,8866
CA12 -20,0482 -39,8447
CA13 -20,0082 -40,0349
CAl4 -19,9379 -39,8440
CA15 -20,0592 -39,9518
GUAL -20,5804 -40,3897
GUA2 -20,6191 -40,3686

Quadro 10. Coordenadas (datum, WGS 1984) das estag6es amostrais do Fundeio de equipamentos do subprojeto

Modelagem (Anexo 3).

ESTACAO LATITUDE LONGITUDE
Fundeio 1 -19,9825 -39,9585
Fundeio 2 -19,715448 -39,809839
Fundeio 3 -19,604157 -39,733296
Fundeio 4 -19,305261 -39,637904

+ Material particulado em suspenséo

As coletas de 4gua serdo realizadas em trés profundidades ao longo da coluna d’agua: superficie
(15 a 30 cm), meio (metade da profundidade do ponto amostral) e préximo ao fundo (cerca de 50
cm acima do sedimento) por meio de Garrafas de Van Dorn. A profundidade amostrada sera
monitorada por meio de um CTD. A agua coletada serd armazenada em frascos de 1 L de
polietileno devidamente rotulados seguindo o padrdo de etiquetas da Rede Rio Doce Mar. Em
seguida, os frascos contendo as amostras deverdo ser mantidos refrigerados em local protegido da

luz solar até que sejam processados em laboratorio.
% Parametros fisico-quimicos

Ainda na embarcagdo, uma aliquota da amostra coletada para a analise do material particulado em
suspensao devera que ser submetida a medi¢céo de turbidez por meio de um Optical Backscatter em

um balde imediatamente apds coleta.

e Nutrientes
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As amostragens para analise dos nutrientes dissolvidos na coluna d'dgua serdo realizadas
mensalmentepara determinacdo das concentragfes de nitrogénio amoniacal, nitrito, nitrato,

nitrogénio total, fosfato, fésforo total e silicio.

A coleta das amostras de agua ao longo da coluna d’agua devera ser feita com auxilio de garrafas
coletoras (horizontal ou vertical), ndo metalicas e ativadas por mensageiro, e seguir a denominacgao
de superficie (0 a 15 cm) e fundo (cerca de 50 cm acima do fundo). As amostras devem ser
transferidas para os frascos de armazenamento (previamente descontaminadas) com o minimo de
perturbacdo possivel, preferéncia com auxilio de mangueiras de silicone. Durante todo o
procedimento de coleta, luvas sem talco (nitrila) devem ser utilizadas para evitar contaminacdo das

amostras.

Para o langcamento das garrafas, utilizar um cabo para acoplar a garrafa. Colocar poitas no cabo
(pesos de chumbo) suficientes para manté-lo perpendicular ou horizontal a lamina d’agua, verificar
se ha cabo suficiente para a profundidade do langamento; armar a garrafa puxando suas tampas

inferior e superior e prendendo seus cabos ao sistema de desarme.
» Recipientes para armazenamento das amostras de nutrientes:

Utilizar frascos de polietileno (preferencialmente) ou de vidro, todos de primeiro uso,
descontaminados, de boca estreita, e tampa de rosca. Para determinacdo dos nutrientes dissolvidos

serdo necessarios 1000 ml de agua.
» Limpeza e descontaminac¢éo dos frascos para nutrientes:
— Rinsar 2 vezes os frascos hovos com solucao 1:1 de acido cloridrico P.A;
- Lavar 3 vezes com agua desmineralizada;
— Rinsar 3 vezes com agua ultrapura;
» Deixar secar antes de usar.
- Preservacao e conservagdo das amostras para nutrientes a bordo:

Para a preservacdo das amostras de nutrientes dissolvidos a bordo, as garrafas contendo as
amostras apés a coleta deverdo ser congeladas antes de seguirem para o laboratério. As mesmas
deverdo ser analisadas até, no maximo 2 dias apos a coleta para nitrogénio amoniacal e 5 dias para

os demais nutrientes dissolvidos.
» Critérios para aceitacdo das amostras:
Considera-se aceitavel uma amostra de agua de mar, aquela coletada nas seguintes condi¢des:

- Pleno atendimento dos procedimentos de utilizagdo das garrafas oceanograficas

constantes neste manual;
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- Certeza do correto funcionamento da garrafa amostradora;

— Descartar amostras onde a garrafa é recuperada parcialmente preenchida com agua

(reparar ou trocar a garrafa);

- Descartar amostras no caso de suspeita de contaminacéo da garrafa (descontaminar

ou trocar a garrafa).
- Numero de réplicas:

Nos estudos rotineiros de monitoramento ou caracterizacdo do ambiente marinho, via de regra,
apenas uma Unica amostra de agua do mar na profundidade de interesse é suficiente para cada
estacdo de amostragem. Somente quando claramente especificado, a depender da finalidade da

coleta, serdo necessarias coletas de amostras em duplicata e triplicata.
+» Hidrobioldgicos (clorofila a e feopigmentos - pigmentos fotossintetizantes)

Serdo coletados 1 L de agua, acondicionados em frascos de polipropileno e que seré refrigerado,
em local abrigado da luz, para posterior determinacdo em laboratério. Sera realizada, em
laboratdrio, filtragdo com filtro de fibra de vidro de 47mm de didmetro e porosidade média de 0,7um
e a determinacdo de clorofila a e feopigmentos sera através de espectrofotometria, por meio da

extracdo em acetona 90%.
+» Compostos organicos

As coletas das amostras de agua para analise dos compostos organicos serdo realizadas
mensalmente e irdo abranger os seguintes parametros: hidrocarbonetos alifaticos, hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPA), biomarcadores lipidicos, &cidos graxos, pesticidas, PCBs e matéria

orgéanica dissolvida.

A coleta das amostras de agua ao longo da coluna d’agua devera ser feita com auxilio de garrafas
coletoras (horizontal ou vertical), ndo metalicas e ativadas por mensageiro, e seguir a denominacao
de superficie (0 a 15 cm) e fundo (cerca de 50 cm acima do fundo). As amostras devem ser
transferidas para os frascos de armazenamento (previamente descontaminadas) com o minimo de
perturbacdo possivel, preferéncia com auxilio de mangueiras de silicone. Durante todo o
procedimento de coleta, luvas sem talco (nitrila) devem ser utilizadas para evitar contaminagdo das

amostras.

Para o langcamento das garrafas, utilizar um cabo para acoplar a garrafa. Colocar poitas no cabo
(pesos de chumbo) suficientes para manté-lo perpendicular ou horizontal a Iamina d’aagua, verificar
se ha cabo suficiente para a profundidade do lancamento; armar a garrafa puxando suas tampas

inferior e superior e prendendo seus cabos ao sistema de desarme.

¢ Recipientes para armazenamento das amostras de compostos organicos:
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Utilizar frascos de vidro ambar de 4 litros, descontaminados, de boca estreita, com batoque de
vedacdo e tampa de rosca. Cada paréametro deverd ser coletado em frascos separados e

identificados, seguindo as seguintes proporcoes:

» 8000 mL de amostras para determinagao de hidrocarbonetos, acidos graxos, fendis e outros

biomarcadores lipidicos; e determinacao de pesticidas e PCBs;

» 4000 mL de amostras para determinacdo de compostos emergentes.
e - Limpeza e descontaminacdo dos frascos de vidro para organicos:

» Lavar 3 vezes com 4gua ultrapura; esperar secar;

» Rinsar 3 vezes com acetona grau ultrapuro;

» Rinsar 3 vezes os frascos com diclorometano grau ultrapuro.
e Preservacédo e conservacdo das amostras para organicos a bordo:

Para preservacdo das amostras dos parametros orgéanicos, colocar imediatamente apos a coleta
todas as amostras na geladeira ou isopor com gelo e manter a 4 °C (ndo congelar). Nao necessita

adicionar preservantes.

As amostras devem ser estocadas a 4 °C no escuro e devem ser extraidas até 7 dias apos a coleta
e Critérios para aceitacdo das amostras:

Considera-se aceitavel uma amostra de agua de mar, aquela coletada nas seguintes condic¢des:

» Pleno atendimento dos procedimentos de utilizacdo das garrafas oceanogréaficas constantes

neste manual;
» Certeza do correto funcionamento da garrafa amostradora;

» Descartar amostras onde a garrafa é recuperada parcialmente preenchida com agua (reparar

ou trocar a garrafa);

» Descartar amostras no caso de suspeita de contaminacdo da garrafa (descontaminar ou

trocar a garrafa).
e NUmero de réplicas:

Nos estudos rotineiros de monitoramento ou caracterizagdo do ambiente marinho, via de regra,
apenas uma Unica amostra de agua do mar na profundidade de interesse € suficiente para cada
estacdo de amostragem. Somente quando claramente especificado, a depender da finalidade da

coleta, serdo necessarias coletas de amostras em duplicata e triplicata.

e Controle de qualidade:

Protocolo de Amostragem — Rede Rio Doce Mar 75



réde
pIO

IFEST DOCE

ndacao Espirito-santense de Tecnologia

ii
Fu

Deverao ser obtidas amostras como “Brancos de Campo” para avaliagdo do ambiente  aonde  as

amostras sao coletadas/transferidas. Em um determinado periodo, preferencialmente a cada dois
dias, um frasco de coleta (uma garrafa de cada parédmetro) devera ser aberto e exposto ao ambiente
onde é feita a retiradas amostras dos coletores e em seguida fechado. Estas amostras deverdo ser

identificadas como “Brancos de Campo”, datadas e ter seu registro efetivado no relatério de bordo.
+ Metais

As coletas de agua para analise dos metais na coluna d’agua serdo realizadas mensalmente, e
contemplaram andlises de metais totais, metais dissolvidos, mercurio total e mercurio dissolvido,

além dos metais e mercuario associados ao material particulado.

Metais totais podem ser definidos pelo teor total dos metais presentes na amostra de agua,
representando a fragcdo sollvel somada a fragdo particulada. Considerar aluminio, arsénio, bario,
berilio, boro, cddmio, chumbo, cobre, cromo, ferro, manganés, mercurio, niquel, prata, selénio, talio,

uranio, zinco e vanadio, caso 0s metais ndo estejam especificados no projeto em questéao.

Os Metais dissolvidos podem ser definidos pelo teor de metais presentes na amostra de agua
previamente filtrada, ndo contemplando, assim, a fragdo particulada. Considerar aluminio, cobre e

ferro, caso os metais ndo estejam especificados no projeto em questéo.

A coleta das amostras de agua ao longo da coluna d’agua devera ser feita com auxilio de garrafas
coletoras (horizontal ou vertical), ndo metalicas e ativadas por mensageiro, e seguir a denominagéo
de superficie (0 a 15 cm) e fundo (cerca de 50 cm acima do fundo). As amostras devem ser
transferidas para os frascos de armazenamento (previamente descontaminadas) com o minimo de
perturbacdo possivel, preferéncia com auxilio de mangueiras de silicone. Durante todo o
procedimento de coleta, luvas sem talco (nitrila) devem ser utilizadas para evitar contaminagéo das

amostras.

Para o lancamento das garrafas, utilizar um cabo para acoplar a garrafa. Colocar poitas no cabo
(pesos de chumbo) suficientes para manté-lo perpendicular ou horizontal a lamina d’agua, verificar
se ha cabo suficiente para a profundidade do langamento; armar a garrafa puxando suas tampas

inferior e superior e prendendo seus cabos ao sistema de desarme.
e Recipientes para armazenamento das amostras de metais:

Utilizar frascos de polipropileno (preferencialmente) ou de vidro, todos de primeiro uso,
descontaminados, de boca estreita, com batoque de vedacao (apenas frascos de Vidro) e tampa de

rosca. Coletar cada pardmetro em frascos separados, seguindo as seguintes proporcdes:

» 1000 ml de amostras para determinacdo de metais associado ao material particulado em

suspensao e fracdo dissolvida;

» 1000 ml de amostras para determinacdo de mercuario associado ao material particulado em

suspensao e fracao dissolvida;
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» 500 ml de amostra para determinacdo de metais totais;
» 500 ml para determinacdo de metais dissolvidos.
» 500 ml para determinacao de mercurio total;
» 500 ml para determinacdo de mercurio dissolvido.
Obs 1: As amostras para andalise de mercurio (Hg) devem ser coletadas separadamente.
e Limpeza e descontaminacdo dos frascos para metais:
» Rinsar 2 vezes os frascos novos com solugédo 1:1 de acido nitrico P.A;;
» Lavar 3 vezes com agua desmineralizada;
» Rinsar 3 vezes com agua ultrapura;
» Deixar secar antes de usar.
e Preservacédo e conservacdo das amostras para metais a bordo:

As amostras para metais totais deverdo ser preservadas pela adi¢cdo de gotas de solucdo de acido
nitrico suprapur até pH<2 e, em seguida, deverdo ser refrigeradas. A refrigeracdo devera ser a 4°C

e mantida até o momento da analise.

Amostras para metais dissolvidos deverdo ser filtradas em membrana 0,45um, antes de serem
acidificadas (mesmo procedimento acima). O material usado para filtracdo devera estar
descontaminado conforme procedimento anteriormente descrito. As amostras deverdo ser
analisadas até, no maximo 28 dias ap0s a coleta, para mercurio, € ndo mais que 3 meses, para 0s

demais metais.
Obs 1: Nao encher totalmente os frascos.

Obs 2: A adicdo de acido a amostra podera ser suprimida caso os frascos enviados para coleta ja

contenham o &cido necessario para acidificar a amostra a pH < 2.
o Critérios para aceitagdo das amostras:
Considera-se aceitavel uma amostra de agua de mar, aquela coletada nas seguintes condi¢des:

» Pleno atendimento dos procedimentos de utilizacdo das garrafas oceanograficas constantes

neste manual;
» Certeza do correto funcionamento da garrafa amostradora;

» Descartar amostras onde a garrafa é recuperada parcialmente preenchida com agua (reparar

ou trocar a garrafa);
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» Descartar amostras no caso de suspeita de contaminacdo da garrafa (descontaminar ou

trocar a garrafa).
e Numero de réplicas:

Nos estudos rotineiros de monitoramento ou caracterizacdo do ambiente marinho, via de regra,
apenas uma Unica amostra de 4gua do mar na profundidade de interesse é suficiente para cada
estacdo de amostragem. Somente quando claramente especificado, a depender da finalidade da

coleta, serdo necessarias coletas de amostras em duplicata e triplicata.
e Controle de qualidade:

Deverao ser obtidas amostras como “Brancos de Campo” para avaliagdo do ambiente  aonde  as
amostras sao coletadas/transferidas. Em um determinado periodo, preferencialmente a cada dois
dias, um frasco de coleta (uma garrafa de cada parametro) devera ser aberto e exposto ao ambiente
onde é feita a retiradas amostras dos coletores e em seguida fechado. Estas amostras deveréo ser

identificadas como “Brancos de Campo”, datadas e ter seu registro efetivado no relatério de bordo.
+» Elementar (particulados)

Os procedimentos de coletas deverdo seguir 0 mesmo descrito na secao de nutrientes dissolvidos,
sendo as amostras de agua armazenadas em frascos de polipropileno ou vidro previamente

descontaminados.
e Limpeza e descontaminacao dos frascos para elementar (particulado)
» Rinsar 2 vezes os frascos hovos com solucdo 1:1 de acido cloridrico P.A.;
» Lavar 3 vezes com agua desmineralizada;
» Rinsar 3 vezes com agua ultrapura;
» Deixar secar antes de usar.
e Preservacao e conservagdo das amostras para elementar (particulado):

As amostras deverdo ser mantidas resfriadas em temperaturas aprox. de 4°C até a chegada em
laboratério. Caso as amostras sejam filtradas durante o embarque, os filtros (previamente secos e
pesados) deverdo ser mantidos congelados e a fracdo dissolvida, armazenada resfriada em

temperaturas aprox. de 4°C.
o Critérios para aceitagdo das amostras:
Considera-se aceitavel uma amostra de agua de mar, aquela coletada nas seguintes condigdes:

» Pleno atendimento dos procedimentos de utilizagdo das garrafas oceanogréaficas constantes

neste manual;
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» Certeza do correto funcionamento da garrafa amostradora;

» Descartar amostras onde a garrafa é recuperada parcialmente preenchida com agua (reparar

ou trocar a garrafa);

» Descartar amostras no caso de suspeita de contaminacdo da garrafa (descontaminar ou

trocar a garrafa).
o NUmero de réplicas:

Nos estudos rotineiros de monitoramento ou caracterizacdo do ambiente marinho, via de regra,
apenas uma Unica amostra de agua do mar na profundidade de interesse é suficiente para cada
estacdo de amostragem. Somente quando claramente especificado, a depender da finalidade da

coleta, serdo necessérias coletas de amostras em duplicata e triplicata.
+ Is6topos (particulados)

Idem Elementar particulado.

5.3.2 Matriz sedimento superficial

A coleta de sedimento superficial sera realizada com um amostrador de fundo do tipo Box Corer. A
amostra devera ser recebida em uma bandeja limpa para ser fotografada e subamostrada. Caso
haja a ocorréncia de lama alaranjada na superficie da amostra, esta devera ser registrada e sua

espessura mensurada com uma régua.
7

% Aspectos fisicos (Granulometria e mineralogia)

Para a analise de granulometria, uma aliquota da amostra coletada devera ser armazenada em pote
de polietileno obtendo cerca de 500 g no caso de sedimento fino e cerca de 800 g no caso de
sedimento cascalhoso (carbonato). Cada pote devera ser devidamente rotulado seguindo o modelo

de etiqueta da Rede Rio Doce Mar e armazenado em engradados.

A amostra para andlise de mineralogia sera recolhida e armazenada juntamente com aquela

coletada para a analise de granulometria, descrita no item anterior.
« Parémetros fisicos-quimicos
o pH e Predox

A medicéo do pH e do potencial redox no sedimento serd realizada a partir de um pHmetro de solo
com o sedimento na ainda na draga. O acesso ao sedimento sera feito por meio da tampa da parte

superior da draga

e Densidade
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Para a analise de densidade, uma aliquota dos centimetros superficiais (2 primeiros cm) da amostra

de sedimento superficial deve ser recolhida por meio de um pote de rosca de polietileno (de 20 mL)
de peso conhecido. E importante que este pote seja totalmente preenchido pela amostra para
conhecimento exato do volume coletado. A amostra devera ser devidamente rotulada seguindo o
modelo de etiqueta. Em seguida, os potes contendo as amostras deverdo ser mantidos refrigerados

em local protegido da luz solar até que sejam processados em laboratorio.
+« Matéria orgéanica

O sedimento superficial serd coletado mensalmente para andlise dos compostos organicos. Sendo
gque o0s seguintes parametros serdo avaliados: hidrocarbonetos alifaticos, hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPA), biomarcadores lipidicos, acidos graxos, pesticidas, PCBs e matéria

organica dissolvida.

A coleta das amostras de sedimento deve ser realizada utilizando-se amostradores de fundo, tais
como pegadores do tipo busca fundo (amostradores tipo draga: Petersen, Ekman ou van Veen) ou
do tipo testemunhadores (“core sampler” ou “corer”’). Estes amostradores devem ser utilizados

preferencialmente em superficies de apoio e com sistemas de icamento.
e Recipientes para armazenamento das amostras de compostos organicos:

Amostras de sedimento para analise de compostos organicos deverdo ser acondicionadas em

marmitas de aluminio e estocadas em freezers até a desmobilizacéo e envio para o laboratdrio.
e Limpeza e descontaminacao:

As marmitas de aluminio, espétulas e/ou colheres de coletas deverdo estar previamente
descontaminadas através de calcinacdo em mufla a 450°C por 6h e posterior rinsagem com cloreto

de metileno grau ultrapuro.
e Preservacao e conservagéo das amostras para organicos a bordo:

Toda a manipulagdo do material de coleta e amostras devera ser feita mediante a utilizacdo de
luvas sem talco (nitrila). Para as coletas de sedimento superficial deverdo ser utilizadas
dragas/pegadores de fundo, recipientes de aluminio (marmitas) e espatulas de aco inox ou colheres
de aco inox. Estes recipientes deverdo estar devidamente acondicionados em material proprio

(envoltos em papel aluminio descontaminado, este ser trocado entre cada amostragem).

Quando for utilizada draga/pegadores de fundo, o material para anélise deveré ser retirado da parte
central do sedimento, no intervalo maximo de até 5 cm abaixo da camada mais externa. A retirada
das amostras deve ser feita 0 mais rapido possivel, pois hd o risco de oxidagdo e consequente
alteracdo da amostra quanto maior a sua exposi¢do. A cada amostra retirada, anotar a profundidade
e descrever caracteristicas importantes tais como: (cor, textura, odor, presenca ou ndo de 6leo,

iridescéncia, etc.).
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Apés a coleta, as amostras deverdo ser armazenadas em recipientes de aluminio descontaminados.
Depois de fechados, os recipientes deverdo ser envoltos em papel aluminio e, posteriormente, em
sacos plasticos. As amostras deverdo ser congeladas em campo e mantidas em freezer até o
momento de andlise. Se ndo houver possibilidade de congelar as amostras em campo, as amostras
deverdo ser mantidas em geladeiras térmicas, até a chegada ao laboratério, onde deverdo ser

congeladas.

o Critérios para aceitacdo das amostras:

Considera-se aceitavel uma amostra de sedimento, aquela coletada nas seguintes condicdes:
» Pleno atendimento dos procedimentos de utilizagdo dos amostradores constantes;
» Certeza do correto funcionamento do amostrador;

» Descartar amostras no caso de suspeita de contaminagdo do amostrador durante o seu
icamento ou durante a retirada da amostra para transferéncia para os recipientes de

armazenamento;

» As amostras devem estar devidamente identificadas, bem como todos os dados referentes a

sua retirada registradas em um controle de bordo.
e NUmero de réplicas:

Nos estudos rotineiros de monitoramento ou caracterizacdo do ambiente marinho, via de regra,
apenas uma Unica amostra de sedimento superficial € suficiente para cada estacdo de amostragem.
Somente quando claramente especificado, a depender da finalidade da coleta, serdo necessarias
amostras em duplicata e triplicata. Tais demandas podem ser estabelecidas/orientadas pelo

coordenador de embarque a depender da finalidade da coleta.
e Controle de qualidade:

Deverao ser obtidas amostras como “Brancos de Campo” para avaliagdo do ambiente aonde as
amostras sdo coletadas/transferidas. Em um determinado periodo, preferencialmente a cada dois
dias, um frasco de coleta (marmita) devera ser aberto e exposto ao ambiente onde é feita a
retiradas amostras dos coletores e em seguida fechado. Estas amostras deverdo ser identificadas

como “Brancos de Campo”, datadas e ter seu registro efetivado no relatério de bordo.

7

< Nutrientes

Para determinacé@o de orto-fosfato em &agua intersticial e de fosforo total no sedimento, amostras
serdo coletadas com o amostrador do tipo busca fundo Van Veen. As subamostras serdo coletadas
com o auxilio de espétulas de polietileno e acondicionadas em potes plasticos e refrigeradas para
posterior determinacdo em laboratério. Em laboratério a concentracdo dos nutrientes sera

determinada por espectrofotometria.
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<+ Metais

As coletas de sedimento superficial para analises de metais totais e mercario serdo realizadas
mensalmente. Considerar aluminio, arsénio, bério, berilio, boro, caddmio, chumbo, cobre, cromo,
ferro, manganés, mercurio, niquel, prata, selénio, talio, uranio, zinco e vanadio, caso 0s metais ndo

estejam especificados no projeto em questao.

A coleta das amostras de sedimento deve ser realizada utilizando-se amostradores de fundo, tais
como pegadores do tipo “busca fundo” (amostradores tipo draga: Petersen, Ekman ou van Veen) ou
do tipo testemunhadores (“core sampler” ou “corer”). Estes amostradores devem ser utilizados
preferencialmente em superficies de apoio e com sistemas de icamento. Durante todo o
procedimento de coleta, luvas sem talco (nitrila) devem ser utilizadas para evitar contaminacdo das

amostras.
¢ Recipientes para armazenamento das amostras de metais:

Utilizar potes de polietileno, todos de primeiro uso, previamente descontaminados e tampa de rosca.
Sendo que as amostras para analise de mercurio (Hg) devem ser coletadas separadamente.

e Limpeza e descontaminacao dos frascos para metais:
» Rinsar 2 vezes os frascos novos com solucéo 1:1 de acido nitrico P.A.;
» Lavar 3 vezes com agua desmineralizada;
» Rinsar 3 vezes com agua ultrapura;
» Deixar secar antes de usar.
e Preservacao e conservagao das amostras para metais a bordo:

As amostras deverdo ser congeladas em campo e mantidas em freezer até o momento de analise.
Se néo houver possibilidade de congelar as amostras em campo, as amostras deverdo ser mantidas
em geladeiras térmicas, até a chegada ao laboratorio, onde deveréo ser congeladas. Apos a coleta,
as amostras deverdo ser armazenadas em potes de plastico (polietileno) descontaminados. Depois

de fechados, os recipientes deverao ser envoltos em sacos plasticos.

Quando for utilizada draga/pegadores de fundo, o material para andlise devera ser retirado da parte
central do sedimento, no intervalo maximo de até 5 cm abaixo da camada mais externa. A retirada
das amostras deve ser feita 0 mais rapido possivel, pois ha o risco de oxidacdo e consequente
alteracdo da amostra quanto maior a sua exposi¢cdo. A cada amostra retirada, anotar a profundidade
e descrever caracteristicas importantes tais como: (cor, textura, odor, presenca ou ndo de 6leo,

iridescéncia, etc.).
o Critérios para aceitagdo das amostras:

Considera-se aceitavel uma amostra de sedimento, aquela coletada nas seguintes condic¢des:
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» Pleno atendimento dos procedimentos de utilizacdo dos amostradores constantes;
» Certeza do correto funcionamento do amostrador;

» Descartar amostras no caso de suspeita de contaminacdo do amostrador durante o seu
icamento ou durante a retirada da amostra para transferéncia para o0s recipientes de

armazenamento;

» As amostras devem estar devidamente identificadas, bem como todos os dados referentes a

sua retirada registradas em um controle de bordo.
e Numero de réplicas:

Nos estudos rotineiros de monitoramento ou caracterizacdo do ambiente marinho, via de regra,
apenas uma Unica amostra de sedimento superficial de interesse é suficiente para cada estagdo de
amostragem. Somente quando claramente especificado, a depender da finalidade da coleta, serédo

necessarias coletas de amostras em duplicata e triplicata.
e Controle de qualidade:

Deverao ser obtidas amostras como “Brancos de Campo” para avaliagdo do ambiente aonde as
amostras sdo coletadas/transferidas. Em um determinado periodo, preferencialmente a cada dois
dias, um frasco de coleta (um pote de plastico de polietileno) devera ser aberto e exposto ao
ambiente onde é feita a retiradas amostras dos coletores e em seguida fechado.
Estas amostras deverao ser identificadas como

“Brancos de Campo”, datadas e ter seu registro efetivado no relatério de bordo.
% Metais totais e terras raras

Devera ser usado parte de sedimento liofilizado, obtido através de coleta de sedimentos, detalhada

no item de sediomentos superficiais.

7

+ Compostos organicos

As amostras para analise de Hidrocarbonetos (F1), Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (F2),
Biomarcadores Lipidicos (F3), Pesticidas e bifenilas policloradas, Fenol, Acidos graxos e lipideos
totais e Eter-aminas e aminas aromaticas serfio coletados um total de 1000g de sedimento com
amostrador do tipo busca fundo (Van Veen) em marmitas de aluminio hermeticamente fechadas.
Desse total coletado, 200g irdo para determinacdo de hidrocarbonetos alifaticos (F1),
hidrocarbonetos policiclicos arométicos (F2) e biomarcadores lipidicos (F3); 200g para pesticidas;
200g para PCBs; 200g para fendis e 200g para Eter-aminas e Aminas aromaticas. As amostras
deverao ser preservadas sob refrigeracdo a 4 °C até seu pré-processamento. As subamostras serédo
coletadas com o auxilio de espéatula de metal raspando os centimetros superficiais contendo a lama

alaranjada que representa o rejeito. As amostras serdo liofilizadas, armazenadas em potes de
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aluminio ou vidro (calcinado), devendo conter, no minimo, 10g de amostra seca, que,

posteriormente serdo congeladas e enviadas para o laboratério de analise.
+» Elementar (particulado)
e Carbono

Amostras de 100g sedimento serdo coletadas em potes plasticos previamente lavados com agua
destilada. Essas amostras serdo transportadas em cooler com gelo reciclavel para o laboratério e
deverdo ser secas em estufa a 500C e acondicionadas em potes plasticos ou tubos falcon. Antes da
analise as amostras serao transferidas em capsulas de estanho, e fechadas utilizando uma prensa.
A andlise elementar de carbono nas amostras de sedimento sera realizada por meio da técnica de
Oxidacdo Catalitica em Alta Temperatura (em inglés, High Temperature Catalytic Oxidation —
HTCO), com o aparelho CHNO Analyser (FLASH HT Plus, Thermo, Alemanha). Antes das analises,
0 equipamento sera calibrado com materiais de referéncia padréo. Esses padrdes serdo preparados
para terem concentragdes similares as amostras analisadas. Sera utilizado ainda um padré&o interno,
a caseina, medido a cada dez amostras analisadas. Esse padrédo interno é utilizado para corrigir
pequenos erros que podem ocorrer durante as analises. Os resultados serdo apresentados como

porcentagem de carbono nas amostras.
¢ Nitrogénio

Amostras de 100g sedimento serdo coletadas em potes plasticos previamente lavados com agua
destilada. Essas amostras serdo transportadas em cooler com gelo reciclavel para o laboratério e
deverdo ser secas em estufa a 50°C e acondicionadas em potes plasticos ou tubos falcon. Antes da

analise as amostras serdo transferidas em capsulas de estanho, e fechadas utilizando uma prensa.

A andlise elementar de nitrogénio nas amostras de sedimento sera realizada por meio da técnica de
Oxidacé@o Catalitica em Alta Temperatura (em inglés, High Temperature Catalytic Oxidation —
HTCO), com o aparelho CHNO Analyser (FLASH HT Plus, Thermo, Alemanha). Antes das analises,
0 equipamento sera calibrado com materiais de referéncia padréo. Esses padrfes serdo preparados
para terem concentragdes similares as amostras analisadas. Sera utilizado ainda um padré&o interno,
a caseina, medido a cada dez amostras analisadas. Esse padrdo interno é utilizado para corrigir
pequenos erros que podem ocorrer durante as andlises. Os resultados serdo apresentados como

porcentagem de nitrogénio nas amostras.
+» Is6topos (Particulado)
e Carbono

Amostras de 100g sedimento serdo coletadas em potes plasticos previamente lavados com agua
destilada. Essas amostras serdo transportadas em cooler com gelo reciclavel para o laboratério e
deverdo ser secas em estufa a 50°C e acondicionadas em potes plasticos ou tubos falcon. Antes da

analise as amostras serdo transferidas em capsulas de estanho, e fechadas utilizando uma prensa.
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As analises das raz@es isotépicas de carbono (C) nas amostras de seston seréo realizadas com um

espectrometro de massa de raz&o isotdpica (Isotope Ratio Mass Spectrometer — IRMS, Delta V,
Thermo, Alemanha), que mede a composicao isotopica. Os resultados sdo entdo expressos pela
unidade padrdo & como: X = [(R substrato - R produto) — 1] x 1000, onde X € 3C e R é a razéo
correspondente '°C/?C. Antes das andlises, o equipamento sera calibrado com materiais de
referéncia padrao. Esses padrdes serdo selecionados por terem uma composigdo isotdpica similar
as amostras analisadas. Os materiais de referéncia (ou padréo externo) utilizado serdo p.ex. IAEA—
CH3 (Celulose), IAEA-600 (cafeina). Os valores delta finais sdo expressos em relacdo aos padrdes
internacionais baseados no calcario de Viena Pee Dee Belemnite (V — PDB). Sera utilizado ainda
um padrdo interno, a caseina, medido a cada dez amostras analisadas. Esse padréo interno é

utilizado para corrigir pequenos erros que podem ocorrer durante as analises isotopicas.
e Nitrogénio

Amostras de 100g sedimento serdo coletadas em potes plasticos previamente lavados com agua
destilada. Essas amostras serdo transportadas em cooler com gelo reciclavel para o laboratério e
deverdo ser secas em estufa a 50°C e acondicionadas em potes plasticos ou tubos falcon. Antes da

analise as amostras serdo transferidas em capsulas de estanho, e fechadas utilizando uma prensa.

As andlises das razdes isotopicas de nitrogénio (N) nas amostras de seston serdo realizadas com
um espectrometro de massa de razéo isotopica (Isotope Ratio Mass Spectrometer — IRMS, Delta V,
Thermo, Alemanha), que mede a composi¢éo isotdpica. Os resultados sdo entdo expressos pela
unidade padrdo & como: 6X = [(R substrato - R produto) — 1] x 1000, onde X é 15N e R é a razdo
correspondente 15N/14N. Antes das analises, o equipamento serd calibrado com materiais de
referéncia padréo. Esses padrfes serdao selecionados por terem uma composicéo isotépica similar
as amostras analisadas. Os materiais de referéncia (ou padrdo externo) utilizado seréo p.ex. IAEA
N2 (sulfato de amdnio) e IAEA-NO3 (nitrato de potassio). Os valores delta finais sdo expressos em
relacdo aos padrdes internacionais baseados no nitrogénio atmosférico, N2. Sera utilizado ainda um
padrao interno, a caseina, medido a cada dez amostras analisadas. Esse padrédo interno € utilizado

para corrigir pequenos erros que podem ocorrer durante as analises isotdpicas.
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5.3.3 Matriz sedimento testemunho

As coletas de sedimento testemunho serdo feitas com um amostrador de fundo do tipo Gravity Core
(Figura 18).

Figura 18. Diagrama do Gravity Core (U. Amri et al. 2015).
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E importante salientar que este equipamento apresenta melhor acuracia em substrato lamoso. Para
evitar contaminacdo quimica, nenhuma parte do sedimento testemunho nem da espuma floral
podem ser manuseados com qualquer tipo de metal e nem entrar em contato com 6leo ou
combustivel. Para efetuar a montagem antes do lancamento, é preciso inserir um cano PVC (50 mm
de didmetro) de 1 m de comprimento dentro do Gravity Core. Este cano deverd conter em sua
extremidade o Core Catcher. Em seguida, devera ser fechado com o Nose Cone. Apds o
recolhimento do Gravity Core, o cano PVC devera ser retirado do equipamento e vedado com
espuma floral (hidratada) e uma tampa (CAP para 50 mm de didmetro). Para hidratar a espuma,
corte-a com o proprio tudo de PVC (para ficar da largura correta do tubo) e coloque-a em um balde
com 4gua deixando a espuma absorver agua naturalmente e uniformemente durante, no minimo,
duas horas. E importante ndo afundar a espuma floral dentro do balde, pois ficardo areas secas em
seu interior. Para evitar contaminacdo do sedimento com a espuma, devera ser colocado um filme
plastico entre os dois. Apés coleta, o testemunho devera ser identificado com a etiqueta padrdo de
coleta da Rede Rio Doce Mar e sinalizado onde se encontram o topo e a base. Os testemunhos
amostrados deverdo ser armazenados em caixas refrigeradas até chegarem ao laboratério de

processamento.

A coleta do testemunho de sedimento lacustre sera feita anualmente com amostrador Uwitec

hammer corer com tubos de 120 cm de comprimento e 8 cm de diametro. Sera coletado um Unico
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testemunho em cada ecossistema lacustre. As amostras serdo coletadas nas estacdes amostrais
previstas para as matrizes coluna d’agua e sedimento. Os testemunhos de sedimento serao selados
com tampdes para transporte até o laboratério onde seréo fatiados a cada 1 cm até 15 cm, em 2 cm
até 25 cm e a cada 5 cm até o final. O acondicionamento das amostras sera feito em potes de
polietileno com tampa e volume de 250 mL. Cada amostra seré identificada em relagdo a estagdo
amostral, data e profundidade do core. Aliquotas das amostras serdo posteriormente

encaminhadas para analises de granulometria, matéria organica, nutrientes e metais totais.

5.3.4 Matriz biota
+» Fitoplancton

Para o monitoramento do fitoplancton marinho, amostras de 4gua serdo coletadas em cada estacdo
amostral, através de arrasto de rede de plancton (analise qualitativa) e de garrafa (analise

guantitativa e de pigmentos fotossintéticos).
Logo, ao fim de cada amostragem seréo obtidos:

» Para cada estacdo com trés (3) profundidades (superficie, meio e fundo): 1 amostra qualitativa
armazenada em frasco polietileno tereftalato (PET), cilindrico &mbar (150 mL), com fixador (1 frasco
de REDE com lugol neutro); 1 amostra qualitativa depositada em frasco retangular de polietileno de
250 mL, também com solucdo fixadora (1 frasco de REDE com formalina neutralizada); e 3
amostras quantitativas, uma para cada profundidade, armazenadas em frascos retangulares de
polietileno de 250 mL com fixador previamente depositado (3 frascos de GARRAFA com formalina
neutralizada). Ademais, coletar-se-4 um volume de 6 litros destinada a andlise de pigmentos, sendo
2 litros por profundidade (1 litro por réplica) resultando em 6 filtros ja processados provenientes da
duplicata de cada uma das trés (3) profundidades. No Parque Nacional Marinho de Abrolhos,
todavia, serdo coletados 12 litros de agua e filtrados 2 litros por réplica resultando em 6 filtros ja
processados (Quadro 11).

» Para os pontos com superficie e fundo: 1 frasco escuro de 150 mL, 3 frascos de polietileno de
250mL (2 garrafas e 1 rede), 2 coletores escuros de 2 litros para pigmentos (exceto Abrolhos onde
serdo filtrados 2L por réplica — logo 4 coletores de 2L) ou 4 filtros j& processados.

Finalizadas todas as amostragens, uma ficha de “check list de amostragens — projeto Rede Rio
Doce Mar” sera preenchida para certificacdo de que todas as amostragens referentes ao ponto

foram realizadas.
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Quadro 11. Materiais que serdo utilizados por estacdo amostral com 3 profundidades.
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Analise Analise )
o o Pigmentos
Itens quantitativa qualitativa
(Garrafa)
(Garrafa) (Rede)
Frascos cilindrico ambar 150 mL N&o se aplica 1 N&o se aplica
Frascos polietileno de 250 mL 3 1 N&o se aplica

Frascos escuros 2L

N&o se aplica

N&o se aplica

3 (4-6 em
Abrolhos)

Nalgon de 1L (pontos Abrolhos)

3

N&o se aplica

N&o se aplica

Para os procedimentos realizados serdo empregados o uso de luvas adequadas a cada situacéo.
Luvas descartaveis na filtragem de clorofila e luvas pigmentadas em situa¢c6es de manuseio de

cordas, engradados e demais objetos pesados ou que exigem esforco fisico.
e Amostras Qualitativas

Para a coleta das amostras qualitativas serdo utilizados trés (3) Redes de plancton de 60 um com
aro, corda com marcagcdo de metro em metro e copo coletor rosqueado, frascos de polietileno de
250 mL com batoque, contendo 125 mL de formaldeido 40% neutralizado com
hexametilenotetramina (100g/L), totalizando 2% no volume final na amostra, frascos escuros de 150
mL com 1 mL (30 gotas) de solugdo de lugol neutro, Ficha de Informa¢cbes de Seguranca de
Produtos Quimicos (FISPQ) dos reagentes utilizados para fixagdo das amostras e 1L de
formaldeido 40% neutralizado com hexametilenotetramina (100g/L) (sobressalente). Esta
amostragem sera realizada preferencialmente durante o dia a fim de evitar excesso de zooplancton

na amostra.

Para a amostragem sera utilizada uma das redes de plancton (duas serdo sobressalentes) e serdo

realizados os seguintes procedimentos:

» Conferéncia se o copo estd bem rosqueado antes de lancar a rede ao mar e se a rede estd bem
presa a corda de langamento;

» Arrasto em velocidade inferior a 2 nds por 5 minutos;

» Assim que recolhida a rede e aguardado o material filtrar até caber no copo, a amostra sera
transferida para um béquer de polietilieno graduado de 1 L, homogeneizada por agitagdo, em
seguida passada para o frasco de polietileno de 250 mL contendo 12,5 mL de formaldeido
neutralizado com hexametilenotetramina (100g/L) e frascos escuros de 150 mL com 1 mL (30 gotas)
de solucdo de lugol neutro previamente identificados com grafia “REDE”, sem enché-lo
completamente. Caso houver transbordo, sera descartada e recolhida uma nova amostra;

» A amostra devera ser identificada a lapis e em fita crepe. Sera adicionada a fita o codigo da
amostra, ponto amostral, campanha a qual pertence, data e horario da coleta;
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» Os frascos serdo armazenados no engradado e em local fresco, arejado e sombreado para evitar
evaporacao das amostras contendo fixador;

» A rede deve ser cuidadosamente lavada sem o copo apds cada coleta;

» O copo da rede sera lavado e o conjunto rede e copo serdo guardados;

» A conexdo da tampa e frasco sera vedada com papel aluminio e parafilme.

e Amostras Quantitativas

Para a coleta das amostras quantitativas do fitoplancton sera utilizado frasco de polietileno 250 mL
com batoque, contendo 12,5 mL de formaldeido 40% neutralizado com hexametilenotetramina

(100g/L), totalizando solucéo de 2% no volume final da amostra.
Esta amostragem sera realizada somente durante o dia através dos seguintes procedimentos:

> Agua in natura seréa recolhida em frascos de 250 mL (com excecdo dos pontos de Abrolhos que
serdo coletados em frascos nalgon de 1L). Os frascos estardo identificados com a grafia
“GARRAFA” e a coleta sera em superficie, meio e fundo da coluna d’agua, retirada da garrafa
lancada pelo Laboratério de Geoquimica Ambiental (LabGAm). Caso ocorra transbordo, sera
realizado o descarte e uma nova amostra sera recolhida;

» A conexdo da tampa e frasco sera vedada com papel aluminio e parafilme;

» A amostra serd identificada a lapis e em fita crepe. Ser& adicionada a fita o cédigo da amostra,
ponto amostral, campanha ao qual pertence, data, horario da coleta e profundidade.

e Pigmentos (Clorofila-a e Feopigmentos)

Sera utilizado 3 ou 6 (Abrolhos) frascos escuros 2L (14-17 sobressalentes), porta-filtro, filtros
analiticos AP40 em microfibra de vidro da Millipore Corporation® (retengdo nominal de 0,7 ym de
porosidade e 25 mm de diametro), 02 béqueres de polietileno graduado de 1 L, 01 planilha para
anotacdo das informacdes das amostras filtradas, 06 seringas estéreis de polietileno, graduadas (60
mL), papéis aluminio (tamanho: 7x7cm), 02 pincas de metal de ponta lisa estéreis, 01 pisseta com
agua destilada, 01 pisseta ou spray com alcool 70%, 02 frascos escuros com silica-gel para manter
os filtros sem umidade, 01 refrigerador ou 01 caixa de isopor com gelo, 01 frasco de MgCOs3s, 03
gelos artificiais ou gelo azul e 03 canetas marcadoras a prova d’agua, para escrever e marcar vidro,

plastico e papel.

Esta amostragem sera feita somente durante o dia. Caso ndo haja tempo entre estacBes para as
filtragens de clorofila, as garrafas serdo armazenadas em refrigeracdo (ndo podem congelar) e

processadas no mesmo dia a noite. Serdo realizados o0s seguintes procedimentos:

» lIdentificacdo do frasco escuro de 2L com informacdo do ponto, profundidade, hora da coleta.
Devera ser preenchida uma ficha de campo referente a pigmentos;
» Coleta da &gua in natura da garrafa recolhida pelo Laboratério de Geoquimica Ambiental

(LabGAm) e transferéncia para o frasco escuro de 2L (2 frascos de 2L por profundidade nos pontos
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de Abrolhos). O frasco sera imediatamente levado para a “area umida” designada a atividade,
abrigada da luz;

» Os passos seguintes serdo para a filtracdo imediata, para tal devem ser homogeneizadas por
agitacao, e realizadas. Do contrério a amostra seréd guardada em refrigeragéo até a filtragem;

» Devera ser verificado se o anel de vedacéo (O-ring) esta dentro do porta-filtro (Figura 19);

Figura 19. Anéis de vedagao ou o-ring’s (seta vermelha): lado esquerdo (preto) e de silicone transparente, deslocado no lado

direito. Fonte: Laboratério de Fitoplancton (2018).

» Caso tenha sido utilizado em um ponto anterior, serd lavado com agua destilada com atenc¢éo
para ndo perder o anel de vedacdo. Em seguida o filtro de fibra de vidro sera manipulado com a
pinca de ponta redonda. A pinga devera estar limpa (se tiver ddvida esterilizada com alcool 70%). O
filtro seré colocado com a parte quadriculada para baixo e a parte rugosa para cima;

» O porta-filtro devera ser fechado com cuidado;

» A amostra homogeneizada por agitacéao;

» A seringa sera enchida com a amostra;

» O porta-filtro acoplado e em seguida a filtragéo sera realizada a uma pressao constante;

» O porta-filtro deve ser retirado da seringa e 0s passos 6 e 7 devem ser repetidos até que a
filtracdo se torne dificil (filtro saturado) ou até o volume de 1 L;

» Caso ao fim da filtragem fique agua no porta-filtro, puxe um pouco de ar na seringa, acople o
porta-filtro, e passe um pouco do ar suavemente;

» O porta-filtro devera ser retirado da seringa;

» Devera abri-o, sempre com cuidado para ndo perder o anel de vedacdo. Em seguida, adicionar
uma gota da solugdo de MgCO3 no filtro ao término da filtracdo para evitar a acidificacdo da
clorofila;

» Com a pin¢a (sem tocar na amostra) o filtro devera ser retirado e dobrado, colocando no centro
do papel aluminio, com lado fosco para dentro, fechando o envelope;

» Dados como codigo da amostra, ponto amostral, campanha ao qual pertence, volume filtrado,
data, horéario da coleta e profundidade serdo anotados em fita crepe, preferencialmente dando uma
volta em todo envelope de papel aluminio;

» O procedimento sera repetido, as amostras de pigmento serdo em duplicata;
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» As duplicatas serdo juntadas com fita crepe em um Unico pedaco de papel aluminio (referente a
campanha e dia da coleta) incluindo as profundidades de uma mesma estacdo amostral e
depositadas em recipiente hermético, plastico e de cor ambar (opaco), contendo silica gel (cor azul
indica condicdo boa para uso, ou seja, esta isenta de umidade), previamente desidratada.
» Os filtros serdo conservados em refrigeradores (entre 4°C a 10°C, sem congelamento);

» A ficha de “Amostragens para pigmentos” sera preenchida.
% Ictioplancton

O ictionéuston ser& coletado trimestralmente e semestralmente utilizando a rede neustbnica. Esta
rede é constituida por duas redes de 400 cm de comprimento presas a duas bocas retangulares de
15 cm de altura por 30 cm de largura cada, sustentadas por uma armacéo tipo catamard sendo
arrastadas horizontalmente. A rede superior fica na interface emersa e submersa capturando os
organismos das camadas superficiais (0~15 cm de profundidade), enquanto que a rede inferior fica
totalmente submersa durante todo o tempo, coletando os organismos das camadas subsuperficiais
(15~30 cm de profundidade). As malhas das duas redes sdo de 500 um de abertura. Os arrastos

serdo feitos em circulos de modo que a rede nédo fique na esteira do navio.

O ictioplancton sera coletado trimestralmente e semestralmente por arrastos obliquos com rede
bongd, desde préximo ao fundo até a superficie, segundo as recomendacbes de Smith &
Richardson (1977). A rede bongd é formada por duas redes cOnico-cilindricas, com 60 cm de

diametro e aberturas de malha de 500 um.

A velocidade de arrasto serd de dois nés e o tempo de arrasto serd de 10 minutos. Logo apés a
coleta, as amostras serdo fixadas em solu¢cdo de formaldeido diluido a 4% e tamponado com
tetraborato de sodio a razdo de 20 g.L''. O volume de &gua filtrada serd estimado através do
fluxémetro, previamente aferido, preso na boca das redes utilizadas. O volume da rede neustdnica

superior sera estimado através da superficie da area arrastada pela rede.

Sera necessario que o barco seja equipado com contador de cabo para realizagdo do céalculo do
volume de agua filtrada pela rede neustbnica superior e para a determinacdo da profundidade de

arrasto da rede bongd.

7

% Zooplancton
e Preparacgdo do material de coleta
» Solucédo de preservacao das amostras

Para o preparo de solucdo preservante a partir de formol (formaldeido CH20) e bérax (tetraborato
de sddio - Na2B4O7) para fixagdo e preservacdo das amostras de zooplancton deve-se realizar o
procedimento em laboratorio equipado com capela, pois o formaldeido € volatil e perigoso a saude,
sendo potencialmente carcinogénico em humanos, todo cuidado deve ser tomado durante a

manipulacéo dessa substancia. Utilizar luvas, 6culos e mascara com filtro para vapores organicos.
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— Em um béquer adicione 20 g de bérax em 1000 ml de formol (PA).
— Utilizar um agitador magnético para acelerar a dissolugdo do borax.

» Preparo dos Frascos com Formol

— Separar um numero desejado de frascos (500 ml).

— Com uma pipeta e uma pera na extremidade, preencher o frasco com solugdo de

formaldeido (PA) neutralizado (solugéo estoque).
— O volume da solugédo estoque pode ser obtido pela féormula: C1 x V1 = C2 x V2 onde:
Ci1 = Concentragéo da solucéo estoque = 100 % (PA)
V1 = Volume necessario da solugdo estoque = 20ml
C2 = Concentragéo da solugéo final= 4 %
V2 = Volume desejado da solugéo final =500 ml
100 x V1 =4 x 500 —» V1 =4 x 500 / 100 —» V1 = 20 ml (para frascos de 500 ml)
e Material necessario para o embarque

» Insumos
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Quadro 12. Lista de insumos especificos para realizagdo das coletas (semestral, trimestral e mensal) de zooplancton.

Quantidade )
Semestral Trimestral Mensal Total Unidade nsumo
90 80 30 2000 Unidade Pote plastico de 500 ml com tampa de rosca
18 6 16 250 Litro Formaldeido
0,5 0,5 0,5 6 Quilo Tetraborato de Sddio
2 2 2 2 Unidade Balde
2 2 2 Unidade Pisseta
2 2 2 2 Unidade Pinca
1 1 1 16 Caixa Luva nitrilica
2 2 2 2 Unidade Rede WP2
1 1 1 1 Unidade Rede Bongo
2 2 2 2 Unidade Rede cilindro-cénica
1 1 1 1 Unidade Defletor
4 4 4 4 Unidade Mensageiro
2 6 6 6 Unidade Fluxdmentro

Quadro 13. Lista de insumos comuns utilizados para coleta de zooplancton.

Insumo Tamanho Material Estimativa Zooplancton
12 mm Polietileno 50m
Cabo
6.5 mm Aco 70 m
8 2 unidades
Manilha Inox
10 2 unidades
8 2 unidades
Destorcedor de cabo Inox
10 2 unidades
Mangueira 3/4" - 3m
) ) 3.6/300 1 pacote
Bracgadeiras (tairap) -
4.8/400 1 pacote
Caixa 70 L Térmica 2 unidades
Engradados - - 6 unidades
Patesca / Roldana - - 2 unidades
Contador de cabo / Odometro - - 2 unidades
Inclinbmetro - - 2 unidades
Prancheta - - 2 unidades
Caneta Permanente - - 4 unidades
Lapis - - 4 unidades
Borracha - - 4 unidades
Holofote Portatil - - 2 unidades
Lanterna - - 2 unidades
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e Material necessario para coleta do zooplancton:

Arrasto vertical: Rede de plancton tipo WP-2 de fechamento com malha de 200 micrémetros;

Fluxémetro; Cabo de aco; Contador de cabo; Destorcedor de cabo; Inclindmetro e Mensageiro.

Figura 20. Sistema de rede de plancton tipo WP-2 com mecanismo de fechamento. Rede com abertura de malha de 200

micrometros.

Arrasto obliquo: Rede tipo Bongo (duas redes com abertura de malha de 200 micrémetros);

Fluxdmetro; Defletor e Cabo de aco.

Figura 21. Rede de plancton tipo bongo com duas redes de abertura de malha de 200 micrometros e defletor.

e Preparacgédo para a coleta do zooplancton

Antes de iniciar cada uma das campanhas (mensais, trimestrais e semestrais) as seguintes

verificagcbes devem ser feitas:

» Fluxémetro: verificar se estd funcionando corretamente, inserindo agua e girando o hélice,
para perceber o conta-giros funcionando;

» Redes de plancton: verificar a limpeza das redes e se estdo bem presas ao aro; verificar as
amarracgdes de cabos ao aro; verificar se o copo esta limpo, sem material dentro ou preso a rede;
» Frascarias: verificar se 0 quantitativo de frascos para as coletas estdo de acordo com cada
campanha (mensal, trimestral e semestral);

» Etiquetas: verificar se ha a quantidade suficiente de etiquetas, etiquetas de papel vegetal;

Protocolo de Amostragem — Rede Rio Doce Mar 94



rede
RIO

Fundagdo Espirito-santense de Tecnologioa MD\R

» Solucbes fixadoras: verificar se ha quantidade suficiente de solucdes fixadoras e ja deixar as

solucdes nos frascos;
» Cadeias de custddia: verificar se ha cadeias de custodia suficiente para registrar todas as
amostras.

e Rotina de campo

A coleta do zooplancton sera realizada a noite (entre 18 horas e 6 horas), por meio de arrastos
verticais estratificados (Figura 20) com rede do tipo WP-2 (abertura de malha de 200 micrémetros) e
por meio de arrastos obliguos com rede do tipo bongo. Um fluxébmetro mecéanico devera ser
acoplado na abertura da boca das redes. O fechamento da rede WP-2 na profundidade desejada
sera feito do por meio de um mensageiro. Em profundidades superiores a 5 metros e inferiores a 30

metros deverao ser feitos 2 arrastos:

1 arrasto do fundo até metade da coluna d’agua;

1 arrasto da metade da coluna d’agua até a superficie.

Em profundidades superiores a 30 metros deverdo ser feitos 3 arrastos:
1 arrasto do fundo até 30 metros;

1 arrasto de 30 a 15 metros da coluna d’agua até a superficie;

YV V V V VYV VYV

1 arrasto de 15 metros até a superficie.

Figura 22. Amostragem da coleta de zooplancton em até 30 metros de profundidade e superior a 30 metros.

Superficie

30m

+ Arrasto Vertical (WP-2)

L3 Arrasto Obliquo (Bongo) Fundao (-5 m)
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Tabela 7. Relagdo do nimero de lancamentos de rede, tempo de arrasto e quantidades de amostras por ponto para cada tipo

de amostragem (vertical e obliquo).

Rede Tipo de arrasto Lancamentos/ponto Tempo de arrasto/ponto Amostras/ponto
WP-2 vertical 20u3 7 a 10 minutos 20u3
Bongo obliquo 1 5 minutos 1

e Diretrizes para a coleta de zooplancton por arrasto vertical

Preparar a rede WP-2: colocar o copo, se certificar de que todas as manilhas estejam fechadas e
gue o sistema de fechamento da rede esteja com o mensageiro acoplado e travado (Figura 23.A). O
fluxémetro deve ser preso a boca da rede com abragadeiras de forma a ficar localizado no centro da

boca da rede (Figura 23.B).

Figura 23. Amostragem da coleta de zooplancton em até 30 metros de profundidade e superior a 30 metros.

B

Verificar a profundidade do local, a fim de saber quantos estratos serdo amostrados na coluna
d’agua. Preencher os dados da estac@o e o numero inicial do fluxémetro na planilha de amostragem

de zooplancton.

A rede, presa num cabo, é colocada na 4gua e o primeiro estrato amostrado sempre sera 0 mais
profundo. Lembrando de iniciar o arrasto 5 metros acima da profundidade local. Um metro antes da
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rede WP-2 atingir a profundidade desejada para finalizar o arrasto, 0 mensageiro € lancado, para
fechamento da rede. Logo ap6s recolher a rede ao deck, com o cuidado de posicionar o copo

coletor em pé, anota-se o numero final do fluxdmetro.

Posiciona-se a rede na vertical para lavagem, sempre jogando o jato de agua do lado de fora da
rede, para evitar contaminacao da amostra. Desacopla-se o0 copo coletor da rede e transfere-se a
amostra para um pote plastico de 500 ml etiquetado contendo formol 4% tamponado. Caso seja
necessario, completa-se o volume do pote plastico com agua filtrada do local. Veda-se o pote

plastico com fita isolante.
o Diretrizes para a coleta de zooplancton por arrasto obliquo

Para os arrastos obliquos de zooplancton serao utilizados rede do tipo Bongo, com duas malhas de
200 micrdometros, contendo um fluxémetro mecanico na abertura da boca de uma das redes.
Preparar a rede bongo: colocar os copos, se certificar de que todas as manilhas estejam fechadas.
O fluxdbmetro deve ser preso a boca de uma rede com abragadeiras de forma a ficar localizado no

centro da boca da rede.

Verificar a profundidade do local, com a finalidade de evitar que a rede toque o fundo do mar.
Preencher os dados da estacdo e o namero inicial do fluxémetro na planilha de amostragem de
zooplancton. A rede, presa num cabo, é colocado na agua pela popa com o barco parado e entdo
comeca-se o arrasto com a velocidade de 1 nd, durante 5 minutos, sempre que possivel contra a

corrente.

Logo apos recolher a rede ao deck, com o cuidado de posicionar o copo coletor em pé, anota-se o
namero final do fluxdmetro. Posiciona-se a rede na vertical para lavagem, sempre jogando o jato de

agua do lado de fora da rede, para evitar contamina¢éo da amostra.

Desacopla-se o copo coletor da rede e transfere-se a amostra para um pote plastico de 500 ml
etiguetado contendo formol 4% tamponado. Caso seja necessario, completa-se o volume do pote

plastico com agua filtrada do local. Veda-se o pote plastico com fita isolante.
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Figura 24: Modelo de etiquetas para a coleta de zooplancton por arrasto vertical e obliquo

Monitoramento Rio Doce - Mar

Ponto: (Frasco: /| )

Profundidade:

Setembro/18

Monitoramento Rio Doce - Mar

ZOOPLANCTON - Obliquo

Ponto:

Profundidade:

Setembro/18

«» Bentos marinho de substrato inconsolidado

As informacdes sobre a localizacdo das amostras que serdo coletadas para andlise de bentos de

substrato inconsolidado na plataforma continental séo apresentadas no Quadro 14 e na Figura 17.

Quadro 14. Coordenadas geograficas dos pontos de amostragem a serem monitorados na Foz do Rio Doce e regido costeira

adjacente (costa do Espirito Santo e sul da Bahia).

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

Vitéria -20,262193 -40,212487
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
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Localidade Lat Long
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 -19,686389 -39,769056
Foz do Rio Doce -19,714556 -39,736972
Foz do Rio Doce -19,757861 -39,682778
Foz do Rio Doce -19,840528 -39,886139
Foz do Rio Doce -19,742333 -39,841028
Foz do Rio Doce -19,764722 -39,959694
Foz do Rio Doce -19,823330 -39,593330

Degredo -19,308584 -39,671964
Barra Nova -18,958668 -39,701499
Barra Nova -18,961848 -39,434400

Itainas -18,408001 -39,658504

Itatinas -18,478489 -39,345227

Abrolhos -17,991722 -38,697111

Abrolhos -17,884139 -38,759722

Abrolhos -17,934861 -39,227222

Abrolhos -17,981722 -38,715083

Abrolhos -18,020278 -38,837722

As amostras serdo coletadas em dois periodos:

Amostragem Trimestral:

Serdo concentradas nos pontos amostrais em Vitoria, na Area de Protecdo Ambiental Costa das

Algas e Reflgio de Vida Silvestre de Santa Cruz, na Foz, em Degredo, em Barra Nova e em Italinas
(Figura 14 e Quadro 14).

Amostragem Semestral:

Serdo realizadas nos mesmos pontos da amostragem trimestral adicionando-se as amostras em

Abrolhos e em Guarapari (Figura 17 e Quadro 14).

Mobilizacdo em terra para embarque

Separacéo de Material:

Protocolo de Amostragem — Rede Rio Doce Mar

» amostradores box core e van veen com capacidade de 3L;

» etiquetas impressas conforme o padréo do projeto RRDM especificamente para biota;

> papel vegetal para etiquetas das amostras;

» lapis 2b, borracha, apontadores, caneta permanente;
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> béquer plastico;

» tabela com informacbes sobre o0s pontos amostrais para registros de outros dados
importantes observados em campo;

» caderno de campo para registros de todos os acontecimentos, procedimentos e amostras
coletadas;

equipamento fotografico para registro das amostras;

alcool 70%;

bandejas para receber o sedimento do amostrador e manipulagdo das amostras;

péas de plastico para manipulacéo das amostras;

material de disseccéo (pincas, espatulas e bisturis) para manipulacdo das amostras;

luvas para manipulagdo das amostras;

baldes de 10L presos a corda para coleta de 4gua do mar para limpeza da area de trabalho;

elasticos para fechamento dos sacos plasticos com amostras;

vV V.V V V V V VYV VY

recipientes especificos para as amostras de sedimentologia e geoquimica que seréo feitas a
partir do mesmo amostrador;

» 2 bombonas para acondicionamento e transporte das amostras em sacos plasticos com
alcool;

» 2 caixas para acondicionamento e transporte das amostras em potes plasticos.

Na data de embarque, 4 pesquisadores, 2 que irdo efetivamente embarcar e 2 que irdo auxiliar no
transporte e organizacdo do material de coleta, irdo de carro a partir do Laboratério de Malacologia
do Departamento de Ciéncias biologicas da UFES, campus Goiabeiras (Av Fernando Ferrari, 514,

Vitéria, ES), até o ponto de embarque, no Rio Piraque A¢u, em Santa Cruz, Aracruz, ES.

A coleta das amostras devera ser realizada em substrato inconsolidado por meio do langcamento de
amostrador tradicional boxcorer ou van Veen, apropriado para este ambiente, com volume minimo

de 3 litros.

Cada amostra recebera uma etiqueta com o cédigo do local de coleta, data, profundidade, nimero
sequencial correspondente, observagcdo sobre local/condicdo de coleta, cédigo da expedicéo
(coletor), seguindo o padrao estabelecido para o projeto RRDM. Junto com o pesquisador havera
uma tabela das amostras para registros em campo, onde serdo anotadas todas estas informacdes
além de outras descricbes e informacdes importantes. Toda amostra acondicionada devera ser
registrada em caderno de campo, conforme sua etiqueta, para que se tenha absoluto controle do

material coletado.
Atencéo:

» A manipulacdo das amostras devera sempre ser feita de acordo com o protocolo especifico das
demais abordagens que utilizardo a mesma pegada de amostrador, como sedimentologia e
geoquimica.
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» Para cada pegada, assim que retirado da agua, o amostrador devera ser posicionado fechado
dentro da bandeja de plastico e seguidos os passos descritos para cada amostragem, além de
bentos, como, por exemplo, densidade, geoquimica e sedimentologia.

» Estas amostras deverdo ser retiradas antes da adi¢éo de alcool 70% para preservacéo da biota.

e Amostras para bentos

No momento da chegada do amostrador a bordo, devera ser apoiado no interior das bandejas
plasticas e retirada as aliquotas para as outras abordagens. Na sequéncia, as amostras deverdo ser
transferidas para sacolas plasticas dispostas uma dentro da outra (duplas) com a etiqueta colocada
entre elas. Caso o amostrador utilizado seja o van Veen, podera ser aberto diretamente dentro das
sacolas plasticas, apoiadas no interior das bandejas e fotografadas junto com suas amostras (Figura
25). Devera, entdo, ser adicionado alcool 70% nestas sacolas até cobrir o volume de sedimento
coletado e as mesmas fechadas com elastico (de dinheiro) de forma a impedir a perda do liquido
conservante. Para o fechamento deste saco plastico com o formol serd necessario retirar o excesso
de ar, pressionando desde o material indo em dire¢@o a sua abertura (Figura 26 A). Na sequéncia,
fecha-lo, fazendo dobras estreitas a partir desta abertura até cerca de metade do saco, sem
pressionar a amostra (Figura 26 B e C). Neste ponto, dobrar as duas extremidades em direcédo ao
meio, colocando pelo menos dois elasticos para fechar (Figura 26 D, E e F). Estes sacos serao

mantidos em bombonas ou caixas plasticas.

Estas amostras serdo enviadas, em um primeiro momento para a Base Oceanogréfica, em Aracruz,
ES, onde seréo processadas para separacdo da macrofauna. Depois desta separacdo, as amostras
serdo encaminhadas para os trés laboratérios envolvidos no projeto, a saber: UFES, Goibeiras,
Vitéria, ES; UFES Alegre, ES e UFRB, Cruz das Almas, BA. Nestes laboratorios sera feita a triagem,
quantificacdo e identificacdo dos organismos para producdo dos resultados esperados no Projeto

RRDM.
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Figura 25. Posicionamento e abertura da draga no interior do saco plastico; C - retirada do excesso de sedimento com

espatula; D - registro fotografico da amostra.
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Figura 26. A - retirada do excesso de ar do saco pléastico; B e C - dobras estreitas a partir da abertura até cerca de metade do

saco, sem pressionar a amostra; D e E - dobras das duas extremidades em dire¢cdo ao meio; F - elasticos colocados no saco

fechado com as dobras.

7

+ Fundos recifais, rodolitos e macroalgas

O monitoramento contempla amostragens trimestrais e semestrais em fundos recifais, bancos de
rodolitos e fundos duros dominados por macroalgas nos pontos estabelecidos no TR, com as
modificacdes acordadas durante o Primeiro Workshop da FEST/RRDM/CTBio (28/08/2018) (Quadro
15). Ajustes de localizacdo dos pontos poderdo ser feitos em funcdo das incertezas em relacéo a
presenca de fundos recifais e bancos de rodolitos nas coordenadas do Quadro 15, que foram

indicadas antes do inicio dos trabalhos.
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Quadro 15. Malha amostral e tipos de amostragens do sub-projeto Fundos Recifais, Rodolitos e Macroalgas.

Armadilha CTD+multi . . A &
Coleta de | Coletade | Coleta . Toxicologia | Plancton | Plancton
Lat Long Fotoquadrado ) o PAM de DropCam |parametro| CAUS v o
macroalgas | rodolitos |simbiontes " . (flowcam) |(citdmetro)
) (abiético)
sim . . . . veja . .
-17.783076 | -39.051452 ) nao N.A. nao sim ndo sim sim
(parcelas fixas) fotoquadrado
sim veja
-17.913657 | -39.145837 , ndo N.A. sim sim sim ! sim sim
(parcelas fixas) fotoquadrado
- sim N . . . veja . 3 estagOes . 2 estagOes .
Abrolhos "A -17.9915 -38.65094 ) ndo N.A. sim sim sim sim nao . sim
(parcelas fixas) fotoquadrado + +
sim veja
-17.959684 | -38.701881 ) ndo N.A. sim sim ndo ) sim sim
(parcelas fixas) fotoquadrado
sim veja
-17.77222222 -38.723 ) ndo sim** N.A. N.A. sim ) sim sim
(parcelas fixas) fotoquadrado
sim veja
-18.87561119 | -39.43706051 ) ndo N.A. sim sim sim ! sim sim
(parcelas fixas) fotoquadrado
sim . . . . veja . .
-18.64247562 | -39.49147811 ) nao N.A. ndo ndo sim sim sim
(parcelas fixas) fotoquadrado « «
- 2 estagbes | 1ponto |2 estagcdes
B . . + P i
sim eja
-18.77461273 | -39.51785627 ' ) ndo N.A. sim sim ndo vel sim sim
(parcelas fixas) fotoquadrado
-18.8981405 | -39.55295031 sm nio sim** NA. [NA | sim vela sim sim
(parcelas fixas) fotoquadrado
-19.52209002 | -39.2123669 | veja dropcam N.A. N.A. N.A. sim sim sim
-19.54235422 -39.17594125 | veja dropcam N.A. N.A. N.A. sim sim sim
-19.56185968 | -39.1291523 | veja dropcam N.A. N.A. N.A. sim sim sim
-19.73773921 | -39.53999585 | veja dropcam 3 estacdes N.A. N.A. N.A. sim sim 1ponto |2 estacses sim
Foz"C" -19.75248621| -39.52506997 | veja dropcam |3 estagdes +|~ *i NA. [ NA. N.A. sim sim ndo f** N *Z sim
-19.76591706 | -39.51175988 | veja dropcam N.A. N.A. N.A. sim sim sim
-19.77212166 | -39.68091969 | veja dropcam N.A. N.A. N.A. sim sim sim
-19.81169269 | -39.6134119 | veja dropcam N.A. N.A. N.A. sim sim sim
-19.82874457 | -39.59470387 | veja dropcam N.A. N.A. N.A. sim sim sim
-19.93840542 | -40.0581613 | veja dropcam N.A. N.A. N.A. sim sim sim
-19.93098539 | -39.92108304 | veja dropcam N.A. N.A. N.A. sim sim sim
-19.92499417 | -39.80246096 | veja dropcam N.A. N.A. N.A. sim sim sim
-19.98602288 | -39.75080655 | veja dropcam N.A. N.A. N.A. sim sim sim
-20.04430893 | -39.77543985 | veja dropcam N.A. N.A. N.A. sim sim sim
-20.00338457 | -39.83562628 | veja dropcam ~ N.A. N.A. N.A. sim sim ~ o sim
APA-REVIS 2002798339 | -39.9618725 v J P p 9 estacBes + 9 estagdes I I 2 estagOes 1 to + ** 2 estagOes I
(embarcado) "D" -20.! -39 veja dropcam |9 estagoes 4 N.A. N.A. N.A. sim sim . ponto 4 sim
-20.00486314 | -40.08665173 | veja dropcam N.A. N.A. N.A. sim sim sim
-20.08951463 | -40.12110615 | veja dropcam N.A. N.A. N.A. sim sim sim
-20.11152123 | -39.99649893 | veja dropcam N.A. N.A. N.A. sim sim sim
-20.1062085 | -39.88021948 | veja dropcam N.A. N.A. N.A. sim sim sim
-20.15036192 | -39.80219382 | veja dropcam N.A. N.A. N.A. sim sim sim
-20.17563164 | -39.83304653 | veja dropcam N.A. N.A. N.A. sim sim sim
-19.90072592 | -40.09124821 sim sim N.A. N.A. N.A. N.A. ndo N.A. N.A.
-19.92087535 | -40.1014655 sim sim N.A. N.A. N.A. N.A. ndo N.A. N.A.
-19.9307925 | -40.11655341 sim sim N.A. N.A. N.A. N.A. ndo N.A. N.A.
APA-REVIS -19.97168429 | -40.13686216 sim sim N.A. N.A. N.A. N.A. ndo N.A. 2 estagoes ndo NA N.A.
(costeiro) "D" | -20.00146433 | -40.14673937 sim sim N.A. N.A. N.A. N.A. nao N.A. + o N.A.
-20.03026713 | -40.15809524 sim sim N.A. N.A. N.A. N.A. ndo N.A. N.A.
-20.03746886 | -40.1730815 sim sim N.A. N.A. N.A. N.A. nao N.A. N.A.
-20.07973076 | -40.17377818 sim sim N.A. N.A. N.A. N.A. ndo N.A. N.A.
Setiba "E" -20.58154734 | -40.36969621 ndo ndo ndo N.A. N.A. ndo ndo ndo ndo 1 ponto ** ndo ndo

+ localizagdo exata das estagdes serd definida apos a primeira campanha

** semestral

N.A. ndo se aplica (estrutura inexistente ou operacionalmente invidvel)

¢ Modelo de rotulo para o subprojeto Fundos Recifais, Rodolitos e Macroalgas

Adicionalmente a rotulagem padrdo de amostras da RRDM (Quadro 16), as amostras serao

rotuladas com papel vegetal preenchido com caneta nanquim.
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Quadro 16: Modelo de rétulo padrdo para amostras.

RRDM - Fundos Recifais

Estacéo:

Coordenadas:
Data: / /
Hora:
Profundidade:

Tipo de amostragem:

Coletor:

Embarcacao:

Tipo de fundo:

Os rétulos serdo inseridos no interior das embalagens de armazenamento. Identificacées na parte
externa das embalagens poderéo serdo utilizadas redundantemente, mas nao dispensam os rétulos

internos.
¢ Coleta de rodolitos
» Procedimento para coletas acima de 30 m de profundidade:
— Localizar ponto de coleta utilizando GPS e registrar a profundidade;

— Coletar manualmente e aleatoriamente, por meio de mergulho autdnomo, pelo menos 30

rodolitos e transporta-los até a superficie com auxilio de sacos de coleta e lift bags.

Obs: Nao havendo condi¢cdes de mergulho serd usado o procedimento para coletas abaixo de 30 m

de profundidade.
» Procedimento para coletas abaixo de 30 m de profundidade:
— Localizar ponto de coleta utilizando GPS e registrar a profundidade;

— Lancar e recolher um ou mais tipos de amostradores dependendo das condi¢des climaticas
e tipo de fundo: A) busca fundo do tipo Van Veen ou B) draga de arrasto. Na draga de arrasto

€ importante que o comprimento do cabo seja maior que 2,5 vezes a profundidade do local.
» Procedimento imediato p6s-coleta:

— Espalhar os rodolitos coletados em uma bandeja de triagem e fotografa-los junto a uma
escala. Um rétulo de papel vegetal sera disposto na bandeja e constara de pelo menos uma

das fotos;

— Separar os rodolitos em morfétipos de algas calcarias incrustantes levando em
consideracdo a forma de crescimento segundo Woelkerling et al. (1993), cor e tipos de

estruturas reprodutivas, com auxilio de lupa portatil de 10x de aumento. Serdo separados
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pelo menos trés rodolitos (quando houver) para cada morfétipo, os quais que serao

destinados a estudos da taxonomia das algas calcarias incrustantes. Os demais rodolitos
serdo destinados as analises quali e quantitativas da comunidade bentbnica associada.
Rodolitos destinados a analises taxondmicas deverdo ser fotografados individualmente em

detalhe (macro), com escala, antes da fixacao;

— Para taxonomia das algas calcarias, remover organismos epibiontes e incrustantes com
auxilio de pinca e escovagdo. Secar as amostras a sombra com papel toalha, em local
ventilado, por 48 h, embalar em papel filtro e armazenar em potes opacos ou sacos plasticos
com silica gel com indicador de umidade e em volume suficiente para cobrir a amostra e o
rétulo. A silica gel devera ser substituida sempre que ficar imida (alteragcdo da cor de azul

para rosa);

— Armazenar as amostras de rodolitos destinadas as analises quali e quantitativas em solucéo
de formol 10% em &agua do mar, em potes opacos mantidos ao abrigo da luz direta e com

rétulos de identificacédo.
OBS: O procedimento sera realizado com uso de luvas, mascara e 6culos de protecao.
Material:
— GPS e Ecossonda;
— Equipamento de mergulho auténomo, saco de coletas, lift bags;
— Busca fundo tipo Van Veen, draga de arrasto, cabos e guinchos;
— Bandejas de triagem, potes plasticos opacos, sacos plasticos;
— Equipamento fotografico;
— Etiquetas de papel vegetal, caneta nanquim, papel de filtro, papel toalha;
— Régua, pincas, escovas;
— Silica gel com indicador de umidade, formol 10%;
— Luvas de procedimento, mascara de protecao respiratoria, 6culos de protecao;
— Lupa portétil 10x.
¢ Amostragem de fundo com dropcamera
» Procedimento:
— Localizar ponto de amostragem utilizando GPS e registrar a profundidade;

— Lancar dropcamera com as cameras ligadas (Figura 1);
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— Ap6s chegar ao fundo, aguardar pelo menos 2’ para estabilizar o sedimento em suspensao;
— Fazer atomada de imagem durante pelo menos 1’;
— Fazer 5-8 langamentos por ponto;
— Descarregar as imagens em notebooks e HDs externos.
Material:
— GPS, ecossonda;
— Dropcamera e acessorios, cabo, guincho;
— Notebook, HDs externos.
Descri¢éo adicional:

A dropcamera consiste de uma estrutura metélica com filmadoras de alta resolucdo, RGB ou
multispectral, e sistemas de iluminacdo (Figura 27), sendo langada ao mar e recuperada por meio
de um cabo acoplado a um guincho. Cada filmagem cobre uma &rea padronizada de onde sao
extraidos quadros estaticos compativeis com fotoquadrados. Em cada ponto de coleta serdo obtidos
5-8 registros. Os quadros estaticos serdo utilizados para determinar a cobertura das formacdes
recifais, densidade de rodolitos e macroalgas, vitalidade e a forma de rodolitos, e a identidade dos

organismos no nivel mais especifico possivel.

Figura 27. Exemplo de dropcameras.

. Amostragem de macroalgas no infralitoral (campanha ndo embarcada)

Procedimento:
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» Localizar o ponto de coleta utilizando GPS;

> ldentificar a zona do infralitoral;

» Demarcar um transecto de 10 m no infralitoral, marcando a posi¢cdo com tubolite ou estacas

de forma a orientar essa e a proxima amostragem;

» Ao longo do transecto, amostrar 10 quadrados aleatoriamente espacados. Cada unidade

amostral € composta por um mosaico de 15 imagens contiguas (Figura 28);

» Registar fotograficamente cada quadrado, incluindo claquete com local, nimero do quadrado,

data e outras informacdes pertinentes;

» Coletar macroalgas para andlises qualitativas e producdo de exsicatas para depdsito em

herbario;

» As macroalgas serao triadas e separadas no menor nivel taxonémico possivel. Cada talo sera
etiquetado, fotografado e divido em uma parte destinada para morfoanatomia e outra para
analises moleculares. Aquela destinada & morfoanatomia serd preservada em formol 4% e
acondicionada em potes escuros. A parte destinada a analises moleculares devera estar livre de
epibiontes e sera seca a sombra, embrulhada em papel de filtro e armazenada em potes com

silica gel ou etanol 70%;

» As amostras de macroalgas que ndo forem triadas imediatamente apds a coleta serdo

congeladas.
Material
» GPS;
» Quadrados, trena;
» Equipamento fotogréfico;
» Espatula, marreta, talhadeira, massa epoxi, vergalhdes;
» Caneta nanquim, etiquetas de papel vegetal;
» Formol 4%, Etanol 70%;
» Silica gel, papel de filtro, bandejas para triagem, sacos e potes plasticos (diversos tamanhos).
» Descricéo adicional:

Fazer o registro fotografico de cada quadrado utilizando camera fotografica digital em resolugdo
maxima, nos formatos raw e jpg (>10 megapixels), usando luz natural ou flash. Manter a camera o

mais estavel possivel e fotografar com velocidade >125 para evitar imagens com baixa nitidez. O
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registro sera preferencialmente realizado por fotografo experiente, de modo a garantir imagens de

alta qualidade para andlises qualitativas e quantitativas.

Figura 28. Fotografias submarinas do quadrado utilizado para a amostragem quantitativa de macroalgas bentonicas. A,

quadrado inteiro com suas 15 subunidades; B, detalhe de uma das 15 subunidades.

© Ivan Pierozzi/ Rede Abrolhos " & ‘ : © lvan Pierozzi/ Rede Abrolhos

¢ Instalacdo das Unidades de Calcificagdo (CAUs) e dataloggers
Procedimento:

» Localizar ponto de instalacao utilizando GPS;

» Acesso ao fundo por mergulhadores;

» Em sedimento inconsolidado, fixar vergalhdo de cerca de 1m de comprimento, com marreta.
Em fundo recifal, fixar haste da CAU com marreta e cimentar a base com massa epoxi;

» Fixacdo da CAU na haste com abracadeira de a¢o inox e/ou de nylon, utilizando chaves fixas;

> Fixag8o do datalogger na haste ou vergalhdo da CAU utilizando abracadeiras. Ajustar a

posicdo de modo que o sensor de luz fique orientado para cima;

» Fazer o registro do nimero de CAUs e sensores instalados em cada ponto.
Material:

> GPS;

> CAUs;

> Chaves fixas, vergalhGes, marretas, espatulas;

> Equipamento de mergulho auténomo;

> Dataloggers de temperatura e luminosidade;
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> Massa epo6xi, abragadeiras de nylon e ago inox;
> Equipamento fotografico.
Descrig¢éo adicional:

As unidades de calcificacdo (CAUs) serdo instaladas em fundos recifais e bancos de rodolitos
(Figura 29 A) segundo procedimento descrito em Reis et al. (2016). Em cada ponto seréo instalados
ao menos dois dataloggers para registro continuo de temperatura e luminosidade (Figura 29B). A
composicdo e a abundancia dos organismos colonizadores das CAUs serdo analisadas apos 12
meses (Figura 29 C e D). Em campo, o mergulhador ira verificar a melhor area para a instalagao
dos vergalhdes e prendera a estaca com abracadeiras. A barra rosqueada da CAU sera presa na
estaca com as presilhas, com auxilio de chaves fixas. O mergulhador ird se certificar que todas as
CAUs estao bem presas, com menor risco possivel de entortarem ou cairem, e sempre que

necessario ira reforgar a fixagdo com massa epoxi.

Figura 29. Instalacao e recuperagéo de estruturas de colonizagéo (CAUs) e dataloggers em Abrolhos. A, instalacdo de CAUs;

B, CAUs e dataloggers recém instalados; C, CAU colonizada apés um ano de imersao; D, retirada de CAU envolta em saco

plastico para preservar a integridade dos organismos e sedimentos.

e Retirada das CAUs e dataloggers
Procedimento:

» Localizar ponto de instalacdo com GPS;
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» Acessar ponto com mergulhadores em posse do material de coleta e instalacéo;

» Incialmente, as CAUs serdo fotografadas ao lado das suas respectivas etiquetas de

identificacdo (que estardo dentro dos respectivos sacos), servindo como claquete (Figura 30).

» Posteriormente, cada CAU sera ensacada em saco plastico que, em seguida, sera
parcialmente fechado com abragadeira de nylon. Esse procedimento sera realizado com o

cuidado de preservar o sedimento depositado e organismos associados a CAU (Figura 29D);

» Desparafusar a presilha que fixa cada CAU em suas estacas. Nesse momento, pequenas
batidas nas porcas das presilhas com faca podem ser necessarias para liberar incrustacdes nas

mesmas;
» Terminar de fechar o saco plastico com a abragadeira de nylon e colocé-la no saco de coleta;

» Na embarcacao, transferir a CAU com agua do mar para uma bandeja, rinsar a CAU com
agua do mar para remocao do sedimento grosso. Filtrar a 4gua da bandeja e armazenar o
sedimento em pote plastico. Fotografar em detalhe cada face das placas fora da agua, com
suas respectivas etiquetas. Fixar cada placa da CAU em formol 4% e armazenar em sacos

plasticos para posterior analises em laborat6rio. Quando presente, fazer a coleta do datalogger.
Material:
» GPS;

» Sacos plasticos resistentes, abracadeiras de nylon, etiquetas de papel vegetal com

identificacéo;
» Chaves fixas, faca, bandejas para triagem;

» Equipamentos de mergulho autdnomo.
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Figura 30. CAU apés um ano de colonizagéo, mostrando sua etiqueta inserida no saco antes da remocéo.

e Coleta e processamento de sedimentos
Procedimento para pontos de coleta litordneos (campanha ndo embarcada):

A coleta de sedimento serd realizada manualmente com uma espatula dentada. Cada analise

demandara uma forma de sub-amostragem diferente, conforme descrito abaixo.

» Metais e Mineralogia — Amostrar com espatula de plastico, raspando os 1-2 cm superficiais.
As amostras deverdo ter em torno de 25 g (~1/2 do volume do tubo) e serdo armazenadas em
Tubos Falcon de Falcon de 50 ml, identificadas, lacradas e congeladas assim que possivel
(congelador). Ao chegar no laboratério as amostras deverao ser liofilizadas e armazenadas em

freezer;

» Granulometria - Amostrar com espatula de plastico, obtendo cerca de 200 g de amostra
Umida. As amostras deverdo ser armazenadas em sacos plasticos, fechados com elastico e
refrigeradas (geladeira). No laboratério, as amostras serdo secas em estufa e guardadas em

potes de plastico com identificagao.
Material:
» GPS;
» Tubos Falcon 50 ml, sacos plasticos 500 ml, etiquetas de papel vegetal;
» Parafilm, elastico;

» Espatula de plastico dentada;
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» Geladeira/Freezer.

e Procedimento para coleta de sedimento de fundo (campanha embarcada)

A coleta de sedimento dos fundos de rodolitos sera realizada com draga do tipo busca fundo Van
Veen. O sedimento associado as amostras recuperadas pelas dragas sera coletado com uma
espatula e armazenado em Tubos Falcon de 50 ml, os quais serdo acondicionados em freezer ou

isopor com gelo.

Adicionalmente serdo instaladas armadilhas de sedimento em seis pontos (Figura 31, Quadro 15). A
ocorréncia de lama alaranjada de menor densidade, na superficie da amostra, devera ser anotada
e, se possivel, mensurada com uma régua. A instalacdo de armadilhas de sedimento seguira os

seguintes passos:

» Acoplar as armadilhas a vergalhdes fixados nas estruturas recifais, de modo que a face

aberta fique voltada para a coluna d"agua e a face fechada para a estrutura recifal (Figura 31);

» A cada 3 meses os mergulhadores irdo acessar as armadilhas, retirar a malha que protege a
parte aberta da armadilha, recuperar a garrafa com os sedimentemos aprisionados que se
encontra dentro da armadilha, sela-la com tampa, colocar uma nova garrafa, recolocar o funil e a

malha sobre a parte aberta da armadilha;

» A garrafa selada sera trazida ao barco, identificada e resfriada em freezer, geladeira ou isopor
com gelo.

Material:
— Pegador tipo Van Veen;
— Armadilhas de sedimento, vergalh&o, marreta, abracadeiras;
— GPS e ecossonda,;
— Tubos Falcon 50 ml, sacos plasticos 500 ml, etiquetas de papel vegetal, parafilme, elésticos;
— Espatula de plastico dentada;

— Freezer, geladeira ou isopor com gelo, recipiente para nitrogénio liquido.
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Figura 31. Preparo de armadilhas de sedimento (esquerda) e instalagcdo em campo (direita).

e Coleta e processamento de amostras para toxicologia
Procedimento:

» Coletar uma espécie de macroalga, uma de esponja e duas de coral nas &reas amostrais
(Quadro 15);

» Separar parte do material para analises de metais e parte para biomarcadores;

» Amostras para analise de metais serdo preservadas em freezer, em sacos identificados, e as
amostras para andlise de biomarcadores serdo preservadas em nitrogénio liquido, em tubos

criogénicos identificados.
Material:
» Espatula, sacos plasticos, tubos criogénicos;
» Galédo de nitrogénio liquido;
» Papel vegetal, caneta nanquim, bandejas para triagem.
» Procedimento de coleta e processamento de amostras de simbiontes de corais

Para a coleta de simbiontes de corais com a finalidade de quantifica-los e estudar sua diversidade
morfologica e genética, sera feita amostragem manual de espécimes de corais representativos de
cada local de coleta, através de mergulho autbnomo, seguida da raspagem de uma area conhecida
do tecido do coral e preparacdo/acondicionamento de suspens@es de células, seguindo os

seguintes passos:

> Coletar fragmentos com ca. 15 cm2 de espécimes de corais representativos do local, no

minimo 3 e no maximo 5 espécimes de cada espécie escolhida;

> Registrar imagem digital de cada espécime, usando escala de tamanho;
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>» Com o auxilio de uma pistola de ar comprimido, remover o tecido de cada espécime,

transferindo para um tubo falcon de 50 mL com 30 mL de 4gua do mar filtrada em 0,2 um;
> Registrar imagem de cada espécime ap6s a remocéo do tecido, usando escala de tamanho;

> Cobrir a superficie do espécime com papel aluminio, remover os excessos para que o papel
aluminio cubra exatamente a area raspada, remover o papel aluminio e acondicionar em uma

pasta plastica rotulada;
» Homogeneizar a suspenséo de células invertendo vigorosamente o tubo diversas vezes;

» Com um pipetador automatico, transferir 3 aliquotas de 2mL da suspensdo para criotubos

rotulados de 2mL. Acondicionar os tubos em nitrogénio liquido;

» Transferir 12 mL da suspensdo para tubo falcon de 15 mL rotulado, adicionar 3 mL de
solugéo de paraformaldeido & 10% e acondicionar sob refrigeracdo (geladeira ou isopor com

gelo);

> Transferir 9 mL da suspenséo para tubo falcon de 15 mL rotulado, adicionar 1 mL de solucdo

de formaldeido a 20% e acondicionar sob refrigeracéo (geladeira ou isopor com gelo);

» Transportar as amostras até o laboratério nas mesmas condicdes de armazenagem em

campo;
> Amostragem de comunidades planctonicas associadas aos fundos recifais.

A coleta de amostras do plancton associado aos sistemas recifais sera feita com garrafa tipo Niskin

e redes de plancton de diversas aberturas de malha, nos locais indicados no Quadro 15:
Coletas com garrafa:

> Coletar 5L de agua proximo das estruturas recifais (fundo) e na superficie (0,5 m) com garrafa
de Niskin;

> Transferir uma aliquota de 1.800 mL para uma proveta, aferir o volume e transferir o contetido
para um frasco de 2L opaco (preto) com 200 mL de solucédo de formaldeido a 20% tamponado

com hexametilenotetramina, armazenar a temperatura ambiente e protegido da luz solar direta;
» Transferir uma aliquota de ca. 50 mL para um tubo falcon de 50 mL limpo;

>» Com o auxilio de um pipetador automatico, transferir do tubo falcon 3 aliquotas de 1,5 mL

para criotubos de 2 mL rotulados;

> Adicionar 34 pL de solugéo de glutaraldeido a 25% a cada criotubo, homogeneizar invertendo

o0 tubo diversas vezes, e acondicionar no escuro por 15 minutos;

> Passados os 15 minutos, acondicionar os criotubos diretamente em nitrogénio liquido;
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> Filtrar sob vacuo (<10 mmHg) entre 500 e 1000 mL da amostra da garrafa Niskin (ou no
maximo por 15 minutos, o que acontecer primeiro) em filtro de fibra de vidro (GF/F 25 mm de
didmetro); o volume filtrado depende da quantidade de material particulado presente na amostra;
finalizar a filtracdo ao colmatar o filtro. IMPORTANTE: anotar o volume filtrado em planilha

apropriada;

> Com o auxilio de pinga, dobrar os filtros com o lado contendo a amostra para dentro, transferir

para um criotubo de 2 mL rotulado e acondicionar em nitrogénio liquido;

> Transportar as amostras até o laboratério nas mesmas condigdes de armazenagem do

campo (N liquido).
Coletas com redes de plancton:

> Realizar entre 5 e 10 arrastos verticais desde proximo ao fundo até a superficie com a rede

de malha de 60 um (abertura de 30 cm de didmetro);
» Transferir, cumulativamente, o material de cada arrasto para um Becker plastico;
» Em uma proveta, aferir o volume a 180 mL com agua do mar filtrada em 0,2 pm;

» Transferir para frasco ambar de 250 mL contendo 20 mL de formaldeido a 20% tamponado

com hexametilenotetramina, acondicionar a temperatura ambiente abrigado da luz solar direta;

> Realizar arrasto horizontal na superficie por 10 minutos com rede de plancton com malha de
500 um (abertura de 40 cm de didmetro) com fluxémetro acoplado a boca. IMPORTANTE: anotar

em planilha apropriada o valor lido no fluxémetro antes e ao final de cada arrasto;

> Transferir o material para uma proveta, aferir o volume a 400 mL com &gua do mar filtrada em

0,2 pm;

> Transferir para um frasco de 500 mL contendo 100 mL de formaldeido a 20% tamponado com

hexametilenotetramina, acondicionar a temperatura ambiente abrigado da luz solar direta;

> Transportar as amostras até o laboratério nas mesmas condicbes de armazenagem do

campo (temperatura ambiente e protegido da incidéncia de luz solar direta).
Materiais para os procedimentos de coleta com rede de plancton e coleta com garrafa:

> Redes de Plancton (Figura 32) com malhas de 60 e 500 pm m, diametro de boca de 30 e 40
cm, com fluxémetro;

> Garrafa Niskin 5 L (Figura 32);

> Frascos plasticos ambar 500 mL, frascos de plastico ambar 2 L, criotubos 2 mL, tubos Falcon
15 e 50 mL,;

» Galdo de Nitrogénio Liquido, isopor com gelo;
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> Solugdes de formaldeido 20% (tamponado com hexametilenotetramina), paraformaldeido
10%, glutaraldeido 25%;

> Bomba de vacuo elétrica, filtros de fibra de vidro Whatman GF/F 25 mm (Figura 33);
> Equipamento fotografico;

> Espatulas metalicas e plasticas, pistolas de ar e cilindro de ar comprimido com regulador
(Figura 34);

» Caneta marcadora permanente e bandejas plasticas, beckers e provetas plasticas de volumes

diversos, papel aluminio, sacos plasticos de diversos tamanhos.

Figura 32. Rede de Plancton e Garrafa Niskin para coleta do plancton.

Figura 33. Bomba a vacuo e filtros para analise de clorofila.
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Figura 34. Pistola de ar e amostra de coral para raspagem de tecido.

Amostragem quali e quantitativa em comunidades recifais bentdnicas (fotoquadrados)

Procedimento:

» Localizar o ponto de coleta com GPS (Quadro 15), buscar os vergalh8es previamante
instalados e marcar o ponto com uma bdia pequena presa ao substrato, a qual deve ser

removida apés o imageamento;

» Na primeira visita, delimitar 10 parcelas fixas distanciadas aleatoriamente ao longo de um
trecho de 20-50 m. Fixar dois vergalhdes para cada unidade amostral, em angulos opostos do
guadrado de PVC (Figura 28). Nas formagBes recifais em forma de pinaculos serdo
estabelecidas 10 parcelas fixas no topo e 10 parcelas na parede vertical de cada pinaculo (ou

conjunto de pinaculos adjacentes);

» Em cada parcela, posicionar o quadrado sobre o recife, de modo que seus angulos opostos
estejam em contato com os dois vergalhdes. Fazer o registro fotografico do quadrado e de cada
uma de suas 15 subunidades (Figura 28). Cada quadrado sera previamente fotografado junto
com uma claquete com informacgBes sobre o ponto de amostragem, habitat (topo ou parede) e

data;

» Coletar, fora da &rea do quadrado, tAxons de organismos bentdnicos representativos da area
amostrada para analises taxonémicas e depésito de material testemunho em colecbes

cientificas.

Na embarcacgéo, os organismos bentdnicos serdo triados e separados no nivel taxonémico mais

especifico possivel. Este material sera fotografado, etiquetado e preservado em etanol 70 ou 96%.

Material

» GPS;
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» Quadrados, trena, vergalhdes;

» Equipamento de fotografia submarina, pranchetas acrilicas;

» Espatula, marreta, talhadeira;

» Caneta nanquim, etiquetas de papel vegetal;

> Etanol 96% e 70%;

» Sacos e potes plasticos (diversos tamanhos), bandejas para triagem.
Descricao adicional:

Fazer o registro de cada quadrado com camera digital em resolucdo méaxima e nos formatos de
arquivo raw+jpg (>10 megapixels, resolugédo >300 dpi), com luz natural ou flash. Manter a camera o
mais estavel possivel e fotografar com velocidade = 125 para evitar imagens com baixa nitidez. O
registro fotografico serd preferencialmente realizado por fotégrafo profissional ou experiente, de
modo a garantir imagens de alta qualidade que permitam analises qualitativas e quantitativas dos

organismos.
¢ A avaliagdo da condigéo fisiologica dos corais com fluorimetro (Diving-Pam)

Serdo avaliados corais provenientes de recifes submetidos a diferentes regimes oceanograficos
(proximos e afastados da costa, Quadro 15), em diferentes profundidades e condi¢bes
(branqueados, doentes e saudaveis). As medi¢cdes devem ser realizadas por pesquisador ou técnico

capacitado a operar o Diving-PAM, seguindo 0s seguintes passos:
» Carregar a bateria do Diving-PAM antes de ir a campo (Bateria cheia -> entre 12,5 e 12,9V);
» Conectar o cabo de fibra éptica e sensor de luz;
» Verificar a integridade da caixa estanque do equipamento antes do mergulho;
» Ligar o equipamento (ON, ao lado do conector da fibra éptica) e verificar se estd no MENU 1;
» Posicionar a extremidade livre da fibra éptica entre 5-20 mm do organismo a ser analisado;
» Apertar o botdo START para a emisséo do pulso de luz e aquisi¢cdo dos dados;
» Esperar a luz se apagar antes de proceder para a préxima medida;
» Fotografar o organismo analisado in situ (com identificacdo em prancheta).

OBS1: Instalar o software PAMTRANS.EXE no notebook para exportar os dados.

OBS2: Para medidas do rendimento efetivo do fotossistema Il in situ com luz ambiente (sem

aclimatacdo no escuro), o rendimento é determinado por: (F'm — F)/F’'m, onde F’'m é o rendimento
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de fluorescéncia maxima em organismo adaptado a luz apdés o pulso de luz saturante e F é a

fluorescéncia normal sob luz ambiente.

Material
» Equipamento de mergulho autbnomo;
» Diving-PAM e notebook com softwares instalados;
» Pranchetas e lapis para anotacao submersa;
» Equipamento de fotografia submarina;
» Etiquetas de papel vegetal, pranchetas acrilicas.
» Aquisicdo de dados ambientais in situ

Em cada estagdo de monitoramento serd realizada perfilagem da coluna d’agua com CTD e ADCP,
aos quais sera acoplado instrumental multiparametro (Plataforma Seaguard). Além das perfilagens,
serdo feitas medidas continuas préximo aos recifes e bancos de rodolitos, cobrindo pelo menos um
ciclo completo de marés em localidades representativas de cada setor da area de estudo. Além de
CTD e ADCP, a plataforma serda munida de sensores de turbidez, fluorescéncia, pH, CO2 e oxigénio
dissolvido. Ap6s cada perfilagem ou bloco de medicdo continua os dados serdo descarregados nem
computador portatil e resguardados em HDs externos, em pastas especificas para cada estacao de
amostragem.

OBS: Esses dados serdo adquiridos apenas ap6s a conclusdo do processo de importacdo dos

instrumentos.
Material
» CTD, ADCP, Plataforma Seaguard, computador notebook;
» Gerador portatil, cabos elétricos, estabilizadores;
» Cabos, guinchos, boias e poitas para fundeio;
» Equipamento de fotografia,

» Etiquetas de papel vegetal, pranchetas acrilicas.

5.3.5 Matriz leito marinho

«» Sistema de batimetria multifeixe

e Principais componentes
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O Sistema Multibeam R2 Sonic 2024 consiste em uma interface de sonar cujos principais

componentes sdo apresentados na (Figura 35).
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Figura 35. Principais componentes do Sistema Multibeam R2 Sonic 2024: 1) Sonar head (Sonic 2024); 2) Modulo de interface
sonar (SIM — Sonar Interface Module); 3) POS MV WAVEMASTER Il (Georeferenciamento, compensador de movimento); 4)
Perfilador de velocidade do som (MiniSVP Sound Velocity Profiler); 5) Sensor de velocidade do som (MiniSVS Sound Velocity

Sensors); 6) Software de batimetria o Hypack Max & Hysweep e QPS (QINSy Offshore Bundle); 7) Diversos cabos (Sonar
Head, cabos auxiliares, energia, dentre outros); 8) Equipamentos de Informatica (monitores, teclado, mouse, filtros de linha,

adaptadores, etc.
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e Operacéo e Aquisicdo de dados

O Plano de Levantamento Hidrografico (PLH) deve ser elaborado anteriormente ao processo de
mobilizacdo de modo que as linhas de sondagem estejam dispostas paralelas as linhas

isobatimétricas da area e atinja uma cobertura de 100% com um recobrimento de 30%.

O sistema Multibeam, modelo R2 Sonic 2024, consiste no equipamento que, certamente, demanda
uma maior precisdo no processo de mobilizacdo. Este sistema é capaz de atingir uma leitura precisa
do fundo marinho deste que sejam corretamente instalados, calibrados e formados por sensores de
alta precisdo. Com o objetivo de diminuir as incertezas do levantamento batimétrico, o sistema
Multibeam deve ser instalado e alinhado com a embarcacéo, preferencialmente, docada, a fim de
alinhar corretamente seus equipamentos e realizar a medicdo dos offsets entre 0s sensores
componentes do sistema (antenas GPS, sensor de movimento, transdutores, antenas dos
posicionadores) e estabelecer um ponto de referéncia na embarcacdo para medicdo da

profundidade do transdutor (waterline) durante a aquisicao do dado.
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Além destes, os dados referentes as oscilacdes da maré no instante do levantamento deverdo ser
adquiridos por meio de Acoustic Doppler current profiler (ADCP) instalado sobre o leito marinho
proximo as areas levantadas. As leituras deverdo ser realizadas em intervalos ndo superiores a 10
minutos. O registro de maré deve-se iniciar um dia antes do inicio da sondagem até um dia apés o
seu término, sendo que todos os procedimentos de aquisicdo e processamento dos dados serdo
realizados conforme as Normas da Autoridade Maritima para Levantamentos Hidrograficos
(NORMAM 25), revisdo 02, de julho de 2017. As observacdes maregraficas serdo reduzidas por

meio de um zoneamento de maré entre duas referéncias verticais de nivel (datum).

Posteriormente a instalacdo dos equipamentos, devera ser realizado o patch test, visando a
calibracdo do sistema Multibeam. Este procedimento compreende a comparacdo dos dados
batimétricos entre &areas de sobreposicdo de dados. Sendo que o0s parédmetros utilizados na
calibracdo sdo os angulos roll, pitch e yaw. O patch test devera ser realizado em uma regiao
préxima ao levantamento e toda vez que houver alteracéo na posicao de algum sensor do sistema e
no inicio de cada levantamento. Os arquivos das linhas de sondagem executadas durante o Patch

test devem ser claramente identificados, conforme exemplo:
Ex: Pitch_(numeracéo do laboratério)_(data) (hora)
Obs: As numeracgdes das linhas devem obedecer a numeracao prévia estabelecida pelo laboratdrio.

O Roll deve ser realizado em uma regidao mais plana possivel sempre em linha reta. Sendo uma
linha indo e outra voltado na mesma velocidade. Para o pitch a regido precisa apresentar uma

inclina¢@o sendo uma linha indo outra voltando com a mesma velocidade.

J& para Yaw a regido também deve apresentar uma inclinagdo sendo duas linhas em paralelos na
mesma direc&o. E importante ao longo do levantamento monitorar em tempo real os valores do pitch

e roll a fim de verificar se estdo dentro dos limites de confiabilidade do equipamento.

A realizacdo da perfilagem da coluna d’agua do local, com o Perfilador de Velocidade do Som
(SVP), faz-se necessario, a fim de corrigir qualquer interferéncia do fendmeno de refracdo do som
(que ocorre devido a presenca de camadas de dgua com propriedades fisicas cuja diferenca seja
significativa) na determinacdo da profundidade pelo sistema multibeam, assim deve-se adquirir
perfis de velocidade do som durante o levantamento toda vez que for observada perda na qualidade
dos dadas por problema de refracdo dos feixes externos. O Sistema de multifeixe deve dispor de um
sensor de velocidade do som instalado préximo do transdutor, para medi¢&do continua da velocidade
do som, permitindo assim, o correto direcionamento dos feixes quando forem transmitidos. E
fundamental durante todo o levantamento realizar o controle e monitoramento dos dados obtidos, a

fim de garantir a qualidade dos dados obtidos.

Obs: Estas informacdes devem estar devidamente registradas no fieldbook.
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» Medicdes diarias sobre o draft/waterline da embarcacéo serdo necessarias. Uma vez que, ao

longo do dia o calado da embarcacdo sofre alteracdes devido o consumo de combustivel e

insumos. Essas informacgfes devem estar devidamente registradas no fieldbook;

» A medida do angulo (angle) do feixe deve ser mantida constante (90°), juntamente com o
valor do ganho (power gain) e comprimento de pulso (pulse lenght) de maneira a assegurar uma

melhor qualidade dos dados de backscatter;

» Realizar testes para medicdo do squat do navio, onde serdo definidos os valores de variacéo

vertical da embarcacéo em funcdo das diferentes velocidades usadas para a sondagem;

» Executar linhas de verificagcdo (LV) dispostas de modo, aproximadamente, perpendicular as

linhas regulares de sondagem, para possibilitar a deteccéo de erros grosseiros ou sistematicos.
e Organizacao dos arquivos a serem coletados

Os arquivos adquiridos durante a coleta deveram ser organizados nos HD’s de campo nos formatos

.s7k, .RAW, .HSX. Os dados devem obedecer a numeracéo previa proposta pelo laboratério.
Os arquivos devem conter as seguintes informacdes:
» Se for umalinha de PT deve ser descrita qual linha pertence;
Ex: Pitch_(numeracédo do laboratério) (data) (hora)
» Caso seja as linhas do levantamento.
Ex: Area_ou_linha_(numeracéo do laboratério)_(data)_(hora).
e Organizacdo das pastas

As pastas devem ser organizadas por equipamento de aquisicdo, separados por dia de

levantamento.
Ex: MDES - (data) — (arquivos) -
e Organizacéo do Fieldbook

Um arquivo de Fieldbook deve ser criado para cada dia de levantamento realizado, contendo as
informacdes relevantes ocorridas durante a aquisicdo dos dados (medicBes de draft/waterline,

momentos de aquisigédo de SVP, possiveis problemas durante o levantamento, entre outros):

Ex.: LINE NAME; TIME; AZIMUTE; POWER GAIN; PULSE LENGHT; MAX RATE; ABSORTION;
SPREADING; END TIME; END FILE; ANGLE.

e Cuidado e observagdes: ou recomendagfes e seguranga
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O Sonar head tera sua disposicdo localizado na parte inferior da embarcacao, por isso torna-se
necesséario um cuidado redobrado da navegacdo em areas rasas, pois ha risco de colisdo com

estruturas de fundo.

Uma limpeza do Sonar head constantemente também se faz necessario, devido a possiveis
problemas de incrustacdes. O que pode ocasionar uma falha no sistema ou até mesmo danificar o

equipamento.

7

% Sistema sismico de alta resolucao

O Sistema Sismico de Alta Resolucao (SSAR) que sera utilizado no projeto RENOVA consiste em
um sistema desenvolvido pela Meridata Finland Ltd que opera simultaneamente trés equipamentos
sismicos: Chirp (alta e baixa frequéncia) e Boomer. Este sistema (MD DSS MULTI-MODE SONAR
SYSTEM) faz a aquisi¢do dos dados através do software MDCS (Marine Data Collection Software),
sendo este protegido por um sistema de protecdo. A chave de protecdo (dongle) deve estar
conectada na porta USB do computador e drivers necessérios sdo instalados como parte do

processo de instalacéo.

Neste protocolo estdo descritos os principais componentes do sistema MD DSS, assim como, as
principais informacdes da operagéo de aquisicdo sismica deste sistema. A montagem do MD DSS e
configuracdo do software de aquisicdo (MDCS) estdo descritos em manuais especificos (Manual de
montagem e Manual de configuragdo — Sistema Meridata) do Laboratério de Oceanografia
Geoldgica (LabOGeo) da UFES.

Os principais componentes do sistema MD DSS estao listados e descritos abaixo e identificados na
(Figura 36).
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Figura 36. 1. Antena GPS (A101); 2. Sistema SIG Pulse; 2.1. Fonte de energia SIG Pulse S1; 2.2. Fonte de som (Boomer); 3.
SIG Streamer; 3.1. Secéo ativa; 3.2. Cabo reboque; 3.3. Caixa de alimentacéo; 4. Amplificador de transmissdo do Chirp; 5.
Unidade de interface UASP3C; 6. Transdutor do Chirp; 6.1. Alta frequéncia (HF - High frequency); 6.2. Baixa frequéncia (LF -

Low frequency); 7. Computador.
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Em que:

» Antena GPS (A101) é uma antena GPS com rapida inicializacdo que permite uma precisdo de
centimetros. Todas as ligacdes e portas estdo localizadas na parte inferior da unidade, assim

como o indicador LED de funcionamento;

» 2. O Sistema SIG Pulse é uma associacéo de um carregador de capacitores de alta tensao e
de uma interface de alta tensdo denominada “Thyristor” (componente semi-condutor, muito
estavel e constante, sem perda de energia e sem sobreaquecimento). Os capacitores
armazenam energia e sdo, em paralelo, conectados e acoplados a cabos transmissores de alta

tenséo, de acordo com a energia requerida;

» 2.1. Fonte de energia SIG Pulse S1 — Conexdes: Cabo HV vermelho e azul, “Cabo terra”

amarelo/verde, Cabo branco Trigger (BNC);

» 2.2. Fonte de som — Boomer: A placa de energia do Boomer (modelo de pulso Maxi-300) é
uma fonte de energia relativamente pequena e leve. NAO se deve exceder os valores limites

especificados para esta placa, pois um Unico impulso errado pode resultar em danos imediatos;
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» 3. SIG Streamer: € o conjunto de instrumentos basicos para a recep¢ao do sinal sismico. Os

hidrofones sdo montados no interior de um tubo de poliuretano, que é chamado de “Segao Ativa”
(3.1);

» 3.1. Sec¢do ativa — Esta se¢éo tem uma densidade um pouco maior do que 1, para manté-lo

abaixo da superficie do mar;
» 3.2. Cabo reboque — tubo de PVC que também auxilia na flutuabilidade;

» 3.3. Caixa de alimentacdo — fonte de energia que permite a conexdo dos hidrofones com
qgualquer amplificador ou sistema de gravacao, que geralmente tem entradas BNC. Ele contém

uma bateria de 12V e uma saida para cada grupo de hidrofones;
» 4. Amplificador de transmissé&o do Chirp — amplificador de transmisséao do sinal sismico;

> 5. Unidade de interface UASP3C — unidade de interface entre os sistemas sismicos e a

visualizacdo dos dados.
e Operacgédo e Aquisicdo de dados

A operacdo do sistema MD DSS devera ser realizada ou supervisionada por profissionais
qualificados que tenham experiéncia com o sistema e/ou realizado o treinamento de montagem e
configuragdo de softwares oferecido pela Meridata. E importante a leitura de TODO o protocolo

antes de iniciar a operacao de aquisigao.

A partir do sistema montado na embarcacgdo, assim como, os softwares de aquisi¢do instalados e

configurados, a operagéo devera seguir os passos abaixo:
» 1. Certifique-se de que todos os cabos estédo conectados corretamente e protegidos;
» 2. Verifique se os transdutores do chirp estdo submersos na agua;

» 3. Ligue o gerador (fonte de alimentag&o de 230 V AC) e conecte o filtro de linha desligado

nele;
» 4. Ligue a Unidade de interface UASP3C e o GPS ao filtro de linha;
» 5. Ligue o computador e entre no Windows;

» 6. Inicie o MDCS [ abra ou crie um projeto de acordo com as instru¢des do Manual de

configuragdo MDCS;
» 7. O subsistema chirp profiling inicia-se automaticamente;
» 8. Para iniciar o subsistema boomer:

» 8.1. Ligue a Caixa de alimentacdo do Streamer — Nao ligar a fonte de alimentacdo deste

durante a operacao (ver recomendacdes);
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» 8.2. Faca o teste de toque no streamer;

> 8.3. Cologque o streamer na 4gua enquanto a embarcacdo estd se movendo O liberar a

quantidade de cabo necessaria sempre com o barco em movimento;

» 8.4. Verifigue se todos os cabos da Fonte de energia Pulse S1 estdo conectados

corretamente;

» 85. Coloque o cabo terra do Pulse S1 na agua (o ideal sdo dois metros de cabo

submersos);

> 8.6. Cologue a fonte de som sismica (catamard boomer) na 4gua CLancar o catamard com
cautela. O cabo deve ser lancado gradualmente aumentando-se a velocidade do barco até a
velocidade maxima (4 a 5 nds). Apds o estabelecimento das condi¢des adequadas de reboque, a
fonte acustica deve ser mantida pelo menos a 10 cm abaixo da agua que sera controlado pela

velocidade do barco;

» 8.7. Conecte a Fonte de energia Pulse S1 ao filtro de linha;
» 8.8. Solte 0 botdo SURGE no Pulse S1 (girando o bot&o);
> 8.9. Ligue o Pulse S1 usando a chave;

» 8.10. Verifique se a luz do TRIGGER no Pulse S1 esta piscando e que a luz HV OFF esta
ligada;

» 8.11. Selecione um nivel de energia com os botdes de selecdo de nivel de energia e, em

seguida, pressione o botdo VALID para confirmar (o botdo vermelho HV ON comecaré a piscar);

» 8.12. Para cancelar o nivel de energia apés a validagéo acionar o botdo Cancel e selecionar

0 novo nivel de energia e valide novamente;

» 8.13. Pressione o botdo vermelho HV ON piscando para iniciar a alta tensdo (HV ON ira

mostrar uma luz vermelha, enquanto HV OFF sera apagado);

» 8.14. Agora, a Fonte de energia Pulse S1 esta em operacado enviando alta tenséo. Deve-se

iniciar esta operagcdo com baixas energias, e aumentar progressivamente.

» 8.15. Para parar a emisséo de energia do Pulse S1, SEMPRE pressione o HV OFF (botdo
amarelo) primeiramente e assim o HV ON (botdo vermelho) ird apagar. Para alterar a energia,

repita o procedimento a partir do item 8.11;
» 8.16. Verificar os resultados no MDCS;
» 9. Inicie a gravacdo dos dados no MDCS.

e Cuidado e observacdes: ou recomendagdes e seguranca
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Durante a operacao, é importante observar o funcionamento de alguns itens:
> Distancia ideal entre streamer e catamarg;
» O “cabo terra” deve ficar emerso na 4gua durante toda a operacéo;

» Existe um micro-interruptor de seguranca no conector do eletrodo que néo autoriza qualquer

alta voltagem dentro da fonte de energia se o cabo do eletrodo néo esta conectado;

» Este cabo de saida, a partir da fonte de energia para a fonte de som, carrega uma alta

tenséo, e deve ser lembrado para nunca ficar sobre ele!;

> NAO ligar o sistema sem conectar todas as conexdes e equipamentos na agua;

» Somente técnicos qualificados devem proceder a instalacdo e operacgédo do sistema;

» Os operadores devem ser informados sobre o perigo e treinados para o uso de alta tenséo;
> E também da responsabilidade do operador informar a equipe do perigo do equipamento;
> E importante colocar o cabo terra na 4gua antes de ligar o sistema;

» O gerador também deve ser corretamente aterrado;

» A placa deve ser operada sempre completamente imersa. Antes de langa-la ao mar deve-se

observar se todas as conexdes e estrutura do catamara estdo corretas;

» Na&o deve-se torcer a placa e deve-se ter cuidado ao lancar e recuperar a placa para evitar

qualquer dano na tampa de borracha;

» A unidade nunca deve ser operada com o diafragma danificado. A entrada de agua pode

causar danos irreparaveis;
» Nao pisar na secao ativa, pois os hidrofones sdo extremamente frageis;
» Apo6s o uso, guarde-os de volta em sua caixa;
» Na&o dobrar o tubo de poliuretano.
% Video-monitoramento dos habitats
¢ Principais componentes

Para a realizacdo desta etapa serd utilizado o sistema de dropcam eo sistema de towed camera. O
sistema dropcam é composto por cAmeras de alta resolu¢éo acoplados em uma estrutura metalica
associado a um conjunto de baterias e lanternas de leds de diferentes intensidades (Figura 37).

Este sistema apresenta uma area de levantamento pré-definida de 60x60 cm.
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Figura 37. Sistema de dropcamera

Através da utilizacdo da towed camera é possivel obter uma visualizagdo do ambiente subaquatico
e realizar gravagdes e arquivamento de videos em tempo real.

e Operacéo e Aquisicdo de dados
» Operacdo com a Towed Camera (TC)

O monitoramento dos transectos com a TC serd realizado através da navegacdo submersa deste
equipamento em areas pré-determinadas. E importante ressaltar que as condi¢gbes oceanograficas
como turbidez da agua e for¢a das correntes de fundo s&o varidveis ao longo da plataforma e
podem prejudicar a navegacdo submersa planejada. Os transectos permitirdo um imageamento a
uma distancia do fundo que ir4 caracterizar a paisagem do habitat principal ao longo da mudanca de
profundidade.

Para o imageamento, a TC devera ser ligada ao chegar no ponto inicial de amostragem e verificado
o seu funcionamento. O equipamento devera ser langado e ao atingir o fundo marinho, um tempo de
2 minutos devera ser dedicado para estabilizagdo do sistema submerso. Apds este tempo, a
navegacao no transecto selecionado podera ser iniciada e func¢des do préprio equipamento podera

auxiliar na navegacao.
» Operacdo com as estruturas de Dropcam

Ao chegar nas estacbes de amostragens, verificar se a cAmera e as lanternas estdo funcionando
adequadamente. Antes do lancamento do equipamento na &gua, é imprescindivel a filmagem de
uma placa com informac6es do ponto de amostragem (como nome, local e profundidade)

objetivando a organizagéo das imagens dentro do arquivo interno da dropcam.
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A operacao consiste no lancamento desta estrutura, com auxilio de guincho, em coordenadas pré-
determinadas ao longo de cada transecto. Ao verificar que a estrutura chegou ao fundo, inicia-se a
contagem de 2 minutos e, posteriormente, inicia-se o procedimento de subida da estrutura. Este
tempo faz-se necessario, uma vez que qualquer perturbacdo no fundo pode ocasionar a

ressuspensédo de algum material, dificultando a visualizag&do do fundo.

ApOs a subida da estrutura realizar o processo de desligamento de camera e lanternas, para evitar o
gasto excessivo de baterias ao longo dos pontos. A operacdo de imageamento do fundo marinho vai

seguir o seguinte procedimento:

Transectos de no minimo 2km de distancia, espacados de 5km seréo realizados cobrindo as areas

mapeadas com diferentes padrées de backscatter;

Ao longo dos transectos, pelo menos 3 areas serdo definidas no primeiro levantamento de campo
para o langcamento da dropcamera. A drop camera sera langada em uma area pré-definida de

20x20m, onde 5 descidas e subidas seréo realizadas dentro desta area.
Esse procedimento seré repetido trimestralmente.
Cuidado e observacdes: ou recomendaces e seguranga

» - Faz-se necessario deixar o barco ligado durante a operacéo a fim de manter e/ou minimizar

possiveis deriva¢des/deslocamentos do ponto;

» Observar sempre a direcéo do cabo e/ou corda do equipamento que estdo submersos a fim

de evitar que os mesmos entrem em contado com o motor do barco;

» Descer a estrutura ou equipamento lentamente para evitar que estes cheguem ao fundo de

maneira brusca, evitando que sejam danificados;
» Verificar constantemente as caAmeras a fim de verificar suas integridades e funcionamento;

» No final de cada dia do levantamento as cameras e lanternas devem ser lavadas com agua
doce e devidamente secas;

» Verificar diariamente as baterias e recarrega-las.
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5.4 ANEXO 4. MONITORAMENTO AMBIENTAL NA PRAIA E ANTEPRAIA ADJACENTES A FOZ
DO RIO DOCE

O monitoramento do sistema praial adjacente a desembocadura do rio Doce é realizado em 10
estacbes amostrais distribuidas ao longo do litoral norte do Espirito Santo. O monitoramento é
realizado a partir do levantamento topobatimétrico de perfis praiais transversais a linha de costa e
da coleta de sedimento para andlises sedimentoldgicas, geoquimicas e biolégicas (Figura 38 e

Quadro 17).

O programa tem duragdo de 12 meses. Neste periodo, devem ser realizadas 4 campanhas
trimestrais para analises morfodindmicas e geoquimicas e 2 campanhas semestrais para analise da
comunidade bentbnica. A partir do levantamento topobatimétrico dos perfis praiais e da coleta de

sedimento devem ser analisados os pardmetros apresentados no Quadro 18.

Figura 38. Localizagdo das estacdes amostrais ao longo do litoral norte do Espirito Santo para 0 monitoramento da praia e

antepraia adjacentes a desembocadura do rio Doce.
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Quadro 17. Coordenadas das estagBes amostrais para 0 monitoramento da praia e antepraia adjacentes a desembocadura
do rio Doce. Coordenadas em UTM (fuso 24K).

Estagdes amostrais Leste Sul
Aracruz 1: Refligio 379908,15 7787892,37
Aracruz 2: Padres 382269,99 7795558,41

Doce Sul 1: Barra Do Riacho 389346,33 7807767,56
Doce Sul 2: Comboios 398483,36 7818546,19
Doce Sul 3: Regéncia 407416,09 7824460,93

Doce Norte 1: Povoagéo 417863,32 7834350,26
Doce Norte 2: Vila De Cacimbas 426646,32 7857980,26
Doce Norte 3: Pontal Do Ipiranga 425784,32 7877396,26

Doce Norte 4: Urussuquara 423026,32 7897769,26

Doce Norte 5: Guriri 421308,32 7929528,26

Quadro 18. Relagdo dos paramentos que serdo analisados a partir do levantamento topobatimétrico do perfil praial e da

coleta de sedimento.

Parametros morfodinamicos Parametros geoquimicos Parametros bioldgicos
Cotas dos perfis topogréaficos Metais Total Meiofauna bentbnica
Cotas dos perfis batimétricos Metais Biodisponivel Macrofauna benténica

Granulometria do sedimento - -

Teor e composicdo dos
carbonatos (se abundantes)

Ter e identificacdo dos minerais

pesados
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5.4.1 Monitoramento morfolégico e sedimentoldgico
+» Morfologia dos sistemas praiais

Os perfis topobatimétricos sdo monitorados nas estacdes pré-determinadas (Figura 38 e Quadro
17). Os perfis sdo levantados a partir de um referencial fixo (marco geodésico) situado além do
limite do pds-praia e se estendem até o limite da antepraia média, correspondente a profundidade
de fechamento (is6bata de 10 m).

Os marcos geodésicos devem ser construidos em concreto armado e instalados preferencialmente
em locais onde o substrato seja estavel e ndo permita o deslocamento do marco ao longo do tempo.
Os mesmos devem ser enterrados no substrato, acomodados sobre uma “cama” de concreto, e uma
placa de identificacdo deve ser fixada em sua superficie. Estas estruturas devem ser instaladas em
locais de facil acesso e livre de cobertura vegetal ou qualquer outro obstaculo que impeca a
visagem de satélites. Com o intuito de obter as coordenadas geodésicas dos marcos, é realizado
previamente um rastreio de longa duracado. Para tal é instalado sobre o marco, com o auxilio de um
tripé, um receptor GNSS, que armazena as coordenadas medidas pelo aparelho ao longo de 4

horas de aquisicdo. O sistema geodésico de referéncia utilizado é o SIRGASS 2000.

O levantamento da por¢cdo emersa do perfil praial é realizado por meio de posicionamento espacial
e altimétrico utilizando um GNSS com funcdo RTK, que faz corre¢cdes em tempo real entre o
receptor fixo na base e o receptor mével (rover). A corregdo do posicionamento em tempo real
ocorre por meio da comunicacao via sinal de radio entre os receptores, permitindo que a base
transmita ao receptor mével a posicdo corrigida para o ponto que se deseja conhecer a posicao
(Figura 39).

Figura 39. Funcionamento de GNSS RTK.

£ ——— Pra T
s T Eme—e — S~
______________ P - ~~._ (GNS5/Base
-

Corrego de posicio em tempo real
GNSS/Movél

Antes de cada levantamento, 0 GNSS base ¢é instalado sobre o marco e, entdo, sua posicdo &

aferida. Durante todo o levantamento topografico o receptor movel permanece acoplado ao bastao
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com altura fixa. O bastao é posicionado sobre as fei¢cdes do perfil praial e a sua posicdo e altimetria
sdo coletadas. Simultaneamente é anotada a descricdo da feicdo observada (duna, corddo, berma,
face praial, maximo recuo e submerso). Para realizacdo do levantamento topografico € utilizada a
configuracdo em modo RTK, desta forma o GNSS/mdvel coleta os dados com correcdo em tempo

real, ndo sendo necessario um pds-processamento dos dados.

O levantamento do perfil na zona submarina (antepraia) é realizado com o auxilio de uma
embarcacdo dotada de posicionamento por GNSS/GPS e empregando ecobatimetria monofeixe
com frequéncias de operacdo de 210khz/33Khz (dupla frequéncia), para obtencéo da profundidade
e da espessura da camada de lama. A navegacdo e a integracdo dos dados de posicionamento e
profundidade sao feitas pelo programa Hypack. O ecobatimetro utilizado é o Midas Surveyor da

Valeport.

Com o intuito de garantir a precisdo dos dados, antes da realizacdo do levantamento deve ser
planejado o posicionamento do transdutor e da antena GNSS/GPS na embarcacéo. Na sequéncia,
com o auxilio de uma trena rigida, determina-se a distancia entre a origem do sistema (transdutor) e
a antena do GNSS/GPS. Esse processo de determinacdo das distancias entre os sensores é
chamado de medigdo dos off-sets. A aplicacdo dos off-sets é realizada antes dos levantamentos

batimétricos e os parametros medidos devem ser inseridos no programa Hypack.

Antes de cada levantamento, deve ser realizada a calibracdo do ecobatimetro, que consiste na
imersdo de uma placa fixa a uma corda graduada (e. g. disco de Secchi) sob o transdutor do
ecobatimetro. Este procedimento fornece ao equipamento uma profundidade conhecida para

calibracdo do sistema.

Para a coleta de dados batimétricos utiliza-se, mais especificamente, a ferramenta Hypack Survey
do programa Hypack. Esta ferramenta auxilia na navegacéo sobre o perfil planejado e integra os
dados de posicdo fornecidos pelo GNSS/GPS e o valor de profundidade registrado pelo

ecobatimetro. Os dados brutos sédo salvos na memaria do computador portatil para processamento.

De uma forma geral, para o levantamento topobatimétrico sdo utilizados os equipamentos, materiais

e acessorios descritos no Quadro 19.
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Quadro 19. Materiais e equipamentos utilizados no levantamento topobatimétrico.

Equipamento Quantidade Descrigéo
Receptor GNSS 1 Antena utilizada para envio de corre¢édo de posicionamento em
(Base) tempo real para o receptor Mével
Antena utilizada na determinagdo da posi¢&o do ponto de
Receptor GNSS ) . o
(Mével) 1 interesse. Recebe sinal via radio, em tempo real, da correcéo de
ove
posicionamento da Base.
Antenas utilizadas para obter conexao por radio entre 0s
Antenas RTK 2
receptores
Ecobatimetro 1 Registro de profundidades
Computador de . i L
Integracéo dos dados de profundidade e posi¢céo
campo
GPS de méo 1 Posicionamento dos perfis em terra
Barra de libra¢éo 1 Calibracédo do Ecobatimetro
Base Nivelante 1 Nivelar o receptor GNSS
Coletora 1 Configurar o receptor e coletar dados
Baterias 4 Bateria para os receptores mais backups
Carregadores 2 Carregador de bateria
Camera Fotografica 1 Céamera para registrar as atividades
Tripé 2 Suporte para estacionar o receptor sobre o ponto
. Instrumento utilizado para realizar levantamentos com o
Bast&o Topografico 1 ) ) )
GNSS/moével fixo na extremidade
Utilizada para medir o offset do centro de fase do GNSS até o
Trena 1
ponto no solo
Balizas 3 Utilizada para referenciar o alinhamento do perfil
Caderno de Campo 1 Caderno para Anotag¢des de Campo

+» Sedimentologia dos sistemas praiais

Ao longo do perfil praial emerso séo coletas amostras de sedimento na face praial e na berma. Na
face praial, é coletado apenas o sedimento superficial por raspagem, enquanto que na berma
devem ser coletados os sedimentos superficiais e subsuperficiais, a partir da abertura de uma

pequena trincheira (testemunho) de aproximadamente 1 m. O nuimero total de amostras coletadas
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na berma é funcdo do numero de facies sedimentares encontradas ao longo do testemunho, isto é,

uma amostra para cada faciologia. Se a trincheira apresentar homogeneidade faciolégica, devem
ser coletadas no minimo 3 amostras (30 em 30 cm), além da amostra superficial. O sedimento
coletado deve ser acondicionado em sacos plasticos identificados com o home da estacdo amostral,
a localizagdo do ponto de coleta ao logo do perfil topografico (berma ou face), tipo de coleta

(superficial ou subsuperficial-testemunho) e a data da amostragem.

Ao longo do perfil praial submerso sdo coletadas amostras superficiais nas profundidades de 5 e 10
m utilizando o amostrador de fundo do tipo Van Veen. O alinhamento da embarcacéo em relacéo ao
perfil topobatimétrico é realizado por meio do software de navegacgéo Hypack e seu posicionamento
guanto a profundidade é realizado a partir dos dados obtidos durante o levantamento batimétrico. O
amostrador é lancado na lateral do barco e icado a abordo manualmente. O sedimento coletado é
transferido para uma bandeja, onde é quarteado e, entdo, transferido para sacos plasticos
identificados com o nome da estacdo amostral, a localizacdo do ponto de coleta ao logo do perfil

batimétrico (profundidade) e a data da amostragem.

As amostras de sedimento, coletadas na por¢do emersa e submersa da praia, sdo encaminhadas
ao Laboratério de Sedimentologia da Universidade Federal do Espirito Santo para analise
granulométrica, teor e composicdo dos carbonatos, se abundantes, e teor e identificacdo dos

minerais pesados.

5.4.2 Monitoramento da fauna bentonica

As coletas sdo realizadas em dez esta¢cbes amostrais nas diferentes faixas de praia: antepraia
(infralitoral), face praia (mesolitoral) e na berma (supralitoral), sempre em maré baixa de sizigia. Em
cada estacdo, sao realizados trés transectos, distantes cerca de 50 m entre eles, onde coleta-se
amostras nos quatro niveis: supralitoral, mesolitoral superior, mesolitoral inferior e infralitoral. Em
cada um dos niveis de cada transecto, é coletada uma amostra de macrofauna e uma amostra de
meiofauna, totalizando 12 amostras de cada componente bentbnico por estacdo amostral. Dados de
salinidade e temperatura da agua do mar sao registrados em campo com refratbmetro e

termbémetro. As anotacdes desses dados séo inseridas na planilha de campo.
% Macrofauna

As amostras sdo tomadas com coletores cilindricos de 15 cm de didmetro e enterrados a 20 cm de
profundidade. Todas as amostras da macrofauna séo lavadas em agua do mar no préprio campo,
em malha de 0,5mm de abertura. Apés serem lavadas, sao acondicionadas em sacos plasticos

devidamente etiquetados, fixadas em alcool 96% e colocados em caixas para o transporte.
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«*» Meiofauna

Para a meiofauna as amostras sao coletadas com coletores cilindricos de 2 cm de didmetro e 10 cm
de profundidade. Sao diretamente acondicionadas em frascos plasticos etiquetados e fixados em
solugéo de formalina a 10%. Em laboratério, adiciona-se corante rosa de bengala as amostras para

melhor visualiza¢do dos organismos no momento da triagem.

Para anelideos intersticiais, em cada um dos 10 pontos selecionados, o sedimento é coletado com
auxilio de uma pa (diretamente da superficie no infralitoral e mesolitoral inferior — area imida; e em
um pouco mais profundos, onde se encontra areia imida, para o mesolitoral superior e supralitoral),
colocado em um balde com 1/4 sedimento, 1/4 de agua do mar e 1/4 de solugéo de cloreto isotbnico
(ajustada entre salinidades 30-35), deixando descansar/relaxar por 5 minutos, mexido e deixando a
areia decantar (~5-10 segundos) e passando o sobrenadante na malha de 0,063 mm de abertura,
repetindo 3 vezes esse processo. O que fica retido € lavado com 4gua do mar novamente e

colocado em potes plasticos de 120 ml etiquetados.

5.5 ANEXO 5. ALTERACOES ECOLOGICAS NA DINAMICA DOS MANGUEZAIS E
VEGETACAO DE RESTINGA SOB INFLUENCIA DOS SEDIMENTOS PROVENIENTES DO
RIO DOCE

5.5.1 Manguezal
+» Monitoramento da fitossociologia da Vegetacdo

A estrutura florestal dos manguezais seré realizada nas por¢des baixo, médio e alto estuario com
estabelecimento de parcelas fixas nos bosques de franja e bacia. A caracterizacdo estrutural da
vegetacao serd realizada em 9 areas de influéncia direta e indireta da pluma do rio Doce. A
metodologia esta dividida em duas partes complementares: a amostragem em campo e as
atividades de analise em laboratério. Para cada area, o nUmero de parcelas fixas foi definido de

acordo com a extensao dos manguezais em cada estuario (Figura 40 e Tabela 8).
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Figura 40. Malha amostral Anexo 5 (Manguezal e Restinga)
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ANEXO 5
® Pontos manguezais e rios

©  Monitoramento de Restinga

UNIDADES DE CONSERVAGAO E RESERVAS
1-AREA DE PROTEGAO AMBIENTAL

SANTO ANTONIO
2 - RESERVA EXTRATIVISTA CORUMBAU

3 -PARQUE NACIONAL MARINHO DOS ABROLHOS
4 - AREA DE PROTECAO AMBIENTAL

PONTA DA BALEIA | ABROLHOS

5 - RESERVA EXTRATIVISTA DE CASSURUBA
6 - AREA DE PROTEGAO AMBIENTAL
CONCEICAO DA BARRA X
7 - PARQUE ESTADUAL DE ITAUNAS
8 - AREA DE RELEVANTE INTERESSE
ECOLOGICO DO DEGREDO
9 - RESERVA BIOLOGICA DE COMBOIOS

10 - RESERVA INDIGENA DE COMBOIOS

11 - RESERVA INDIGENA TUPINIQUIM

12 - RESERVA DE DESENVOLVIMENTO
SUSTENTAVEL MUNICIPAL PIRAQUE-AGU

E PIRAQUE-MIRIM

13 - AREA DE PROTEGAO AMBIENTAL
COSTA DAS ALGAS

14 - REFUGIO DE VIDA SILVESTRE

DE SANTA CRUZ

15 - AREA DE PROTECAO

AMBIENTAL DE PRAIA MOLE

16 - AREA DE PROTEGAO AMBIENTAL DE SETIBA
17 - FLORESTA NACIONAL DE GOYTACAZES
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Tabela 8. Areas de monitoramento e nimero de parcelas fixas nos manguezais.

Municipio Areas Nimero de parcelas fixas
Aracruz Rio Piraqué -Mirin 12
Aracruz Rio Piraqué -Agu 12
Aracruz Costa das algas 6
Aracruz Barra do riacho 6
Linhares Foz do Rio Doce (Regéncia) 3
Sao Mateus Urussuquara 6
Sao Mateus Estuario Rio Mariricu (Barra Nova) 6
Conceicédo da Barra Estuario do Rio Sdo Mateus 12
Caravelas Estuario do Rio Caravelas 12

Para a caracterizacdo estrutural da vegetacdo sera adotado o método de parcelas (com 3 réplicas
por ponto no estudrio, quando possivel), seguindo-se a metodologia descrita por Schaeffer-Novelli &
Cintron (1986). O tamanho da parcela sera determinado de acordo com a densidade da floresta, de
forma a ser amostrado um numero representativo de individuos (arvores, no minimo 30),
considerando-se a homogeneidade em termos de caracteristicas estruturais (composicdo de
espécies e desenvolvimento estrutural dos individuos), conforme recomendacdes de Cintron &
Schaeffer-Novelli (1984) e Estrada (2009). Em cada parcela, todos os individuos serdo identificados
em nivel de espécie e terdo sua altura e didametro dos troncos a altura do peito (DAP) medidos ou
altura igual a 1,30 metros. Para delimitacdo das parcelas sera utilizada bussola, estacas de pvc e
trenas de 50m. Nestas parcelas seréo obtidos 0s seguintes atributos estruturais: didmetro do tronco
a altura do peito (DAP), altura e nimero de troncos dos individuos, além da identificacdo da espécie
e a condicdo (vivo ou morto) de cada tronco. Sera ainda realizada a contagem de jovens e de

plantulas das diferentes espécies de mangue.

Os individuos também serdo descritos quanto a condicdo de cada tronco como vivos ou mortos e
em ambas condi¢cdes terdo sua altura mensurada. Quando monitorados em longo prazo, 0s
paradmetros estruturais permitem identificar alteragdes na dindmica populacional. Desta forma, em
cada parcela, o incremento em diametro do caule sera monitorado em cinco arvores utilizando-se
dendrémetros. Este equipamento sera utilizado nas arvores com diametro acima de 15 cm
buscando avaliar as diferentes classes de diametro da parcela e também a posicdo da arvore na

parcela (mais frontal ou mais interna).

Cada parcela sera georeferenciada com emprego de RTK (Marca Trimble modelo R4Base) com
precisdo de 3,5 mm de erro horizontal. Nas condicBes em que o emprego do RTK nao for possivel,
sera utilizado GPS de mao. A salinidade e tempo de inundacdo de cada area serdo aferidos da

mesma forma que em “Caracterizagdo da dindmica estuarina nos Rios Sao Mateus, Mariricu e
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Piraqué”, como demonstrado abaixo. A seguir serd apresentada uma sintese dos parametros

estruturais que serdo avaliados:
e Diametro a Altura do Peito (DAP)

E uma das mais simples formas de levantar a caracterizagdo florestal e quantificar a estrutura
arbérea. As estimativas de didmetro sempre consideram a arvore como sendo uma circunferéncia.
Sera considerado um individuo todo tronco que emergir isoladamente do substrato e como individuo
contendo um ou mais troncos quando o caule se bifurcar apds emersdo. Os individuos seréo
numerados e classificados por espécie e identificados em relacéo ao seu didmetro de acordo com o

ndmero de troncos.

Por convencdo, o diametro € medido a 1,30m do solo (altura do peito do observador sendo
chamado de dap), o valor é obtido através de uma fita graduada em unidades de « (3,1416cm) e
todas as arvores (vivas ou mortas) que possuam condi¢cdo serdo medidas para futura classificacéo
segundo classes de dap que serao definidas de acordo com a distribuicao de frequéncia de troncos
para cada parcela. Em casos de deformidade do tronco da arvore pode-se deslocar a medida para
10 cm acima do estipulado no método evitando-se assim erros por troncos deformados. Individuos
de Rhizophora mangle terédo seu diametro obtido acima da Ultima raiz escora. A altura de leitura do
didmetro sera demarcada para acompanhamentos subsequentes. Cada arvore ter4 uma etiqueta
numérica para monitoramento futuro. A avaliagdo de didmetro nos individuos mortos devera constar
se o tronco possui ainda cértex ou somente o sistema vascular, esta informagéo € importante para

determinar o tempo de mortalidade dos individuos nas florestas de manguezal.
e Altura

Altura total do individuo € a distancia vertical linear entre solo e a base da folha mais alta da arvore.
Esta variavel fundamental é obtida, com o auxilio do telémetro o6tico, hipsémetro (digital ou
analogico), vara telescopica ou régua graduada (as duas Ultimas para arvores de pequeno porte),
de todas as arvores que possuam DAP, incluindo-se nesta avaliagdo os individuos mortos. A altura
dos mortos devera ser obtida independente do tipo de morte (natural ou induzida), definindo se

houve corte e em que altura isto ocorreu.
e Banco de jovens

Os parémetros ligados a avaliacdo da resiliéncia das florestas serdo obtidos pela contagem de
individuos em estagio de plantulas e jovens presentes no sub-bosque da floresta. Serdo
identificados por espécie e caracterizados por possuirem altura inferior a 1 metro ou pela
impossibilidade de medicdo nos critérios definidos pelo DAP. A contagem sera realizada por
espécie. Quando houver um ndmero elevado de plantulas, as parcelas serdo divididas em quadrats
iguais (4) e sera sorteado aleatoriamente o quadrat para contagem. Se houver plantulas agregadas

em um local exclusivo serdo definidos dois quadrats.
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«» Monitoramento da Produtividade Primaria
¢ Material vegetal

Para as medicdes de fluorescéncia da clorofila a fotossintese e pigmentos fotossintéticos, definiu-se
um padrédo de amostragem, consistindo na quantificacdo dos dados em 6 folhas consideradas como
jovens e completamente expandidas, sem indicios de senescéncia. Para atender a este padréo,
serdo amostradas as folhas do 2° par a partir do apice para a base do ramo ao acaso. Estas
réplicas serao obtidas de 10 individuos jovens (amostras) de R. mangle com até 2 metros de altura.
Estes individuos receberdo um lacre de identificacdo possibilitando que sejam monitorados os
mesmos individuos bimensalmente. Quando a espécie estiver ausente na parcela, sera selecionada

aguela dominante, seguindo o mesmo padrao de amostragem descrito.

Informagdes adicionais: Considerando que o horario do dia em que as coletas sdo feitas pode
influenciar os resultados obtidos, a aquisicdo dos dados sera feita sempre no mesmo intervalo de
tempo em todas as parcelas. Variacbes dos fatores ambientais que influenciem na intensidade de
luz, como a ocorréncia de cobertura do céu com nuvens ou o0 auto sombreamento do dossel, seréo
anotados no momento da coleta de dados. Como método padréo, as medi¢cGes de fotossintese e de
pigmentos fotossintéticos seréo feitas nas mesmas folhas utilizadas para a aquisicdo dos dados de

fluorescéncia da clorofila a.

Antes de serem coletadas as folhas terdo sua superficie foliar quantificada por meio do medidor de
area foliar (ADCAM350) que permitira a coleta de dados biométricos das folhas: area, area média,
acumulada, area doente, comprimento, largura, perimetro, fator de forma e razéo. Otimizando as

analises interpretativas da qualidade do individuo e sua variabilidade sazonal.
e Fluorescéncia da Clorofila a

As medidas da fluorescéncia da clorofila a seréo obtidas entre 08:00 e 10:00 horas utilizando-se o
fluorbmetro portatil Handy-PEA (Hanstech Instruments Ltd., King’s Lynn, Norkfolk, UK). As folhas
serdo previamente adaptadas ao escuro por 30 minutos (FALQUETO et al., 2008) utilizando-se
clipes foliares (Hansatech Instruments, UK) para a oxidacdo completa da cadeia de transporte de
elétrons (MAXWELL et al, 2000). A intensidade de fluorescéncia em 50 p (considerado como FO),
100 ps, 300 ps, 2 ms (FJ), 30 ms (FI) e a fluorescéncia maxima (Fm) serdo registradas e utilizadas

para os calculos dos parametros do teste JIP.
e Fotossintese

As medi¢cbes serdo realizadas entre 08:00 - 11:30 horas utilizando-se um medidor portatil de
fotossintese (IRGA) modelo LCi (ADC, Bio Scientific Ltd. Hoddesdon, England). Os seguintes
paradmetros serdo analisados: temperatura foliar (T) em °C, concentracéo interna de CO2 (Ci - umol
m2s™1), transpiragdo (E - mmol m2s™), condutancia estomatica (gs - mol m?2s), assimilacdo de CO2

(A - umol m?2s?). A estimativa da eficiéncia do uso da agua (QUE - pymol CO2/mmol H20) sera
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calculada e determinada como: eficiéncia intrinseca no uso da agua (WUEint - A/gs) (SOBRADO,
2005) e eficiéncia instantdnea no uso da agua (WUEinst - A/E) (KRAUSS et al., 2006).

e Extracdo e separacao dos pigmentos fotossintéticos e derivados esverdeados

Apo6s as medicdes da fluorescéncia da clorofila a e da fotossintese, as folhas serdo coletadas e
congeladas em nitrogénio liquido e conservadas a temperatura de -80°C em ultrafreezer portétil
(Shuttle™ Model ULT-25NE) até o processamento.

7

+ Diagnéstico Sobre a Fauna do Manguezal
e Paradmetros populacionais de Ucides cordatus e Cardisoma guanhumi

A pesquisa sobre dindmica populacional envolvera amostragens bimensais para as duas espécies
de caranguejo estudadas. A pesquisa dos parametros populacionais de U. cordatus envolvera a
delimitagcdo de parcelas no manguezal com predominio de mangue-vermelho (Rhizophora mangle),
onde predominam os caranguejos com tamanho comercial (DIELE 2000, SCHMIDT et al. 2009,
WUNDERLICH & PINHEIRO 2013), sempre que possivel. Em cada area, serdo abertas parcelas
permanentes de 5x5 onde estas serdo georefenciadas e associadas as parcelas de monitoramento
da vegetacdo (contiguas as mesmas) e sera realizada a contagem e medicdo das aberturas de
tocas de caranguejo-uga com um paquimetro modificado (SCHMIDT et al. 2008a), sendo os valores
de diametro de abertura de toca transformados em valores de largura de carapaca por meio de
regressao linear, conforme Schmidt et al. (2008a). Adicionalmente serdo registradas também tocas
tapadas, tocas vazias e caranguejos mortos, sempre que possivel serdo identificados rastros que

possam indicar o sexo do habitante da toca.

A pesquisa dos parametros populacionais de C. guanhumi envolvera a delimitacdo parcelas nas
areas de bacia e apicum, onde predominam os guaiamuns com tamanho comercial (Schmidt et al.
2008b). As parcelas terdo 5x5 extensao na interface com o manguezal adjacente e serdo marcadas
nos seus extremos com lacres, georeferenciadas e fotografadas. O método envolvera a contagem e
medicdo das aberturas de tocas de guaiamum com um paquimetro modificado (SCHMIDT et al.
2008a,b). Em cada quadrado serdo instaladas 10 armadilhas de madeira do tipo "ratoeira" dispostas
em tocas escolhidas ao acaso. Os guaiamuns capturados terdo o sexo identificado, serdo medidos
com um paquimetro (largura e comprimento de cefalotérax) e soltos no mesmo local. Caso a
correlagdo entre didmetro de abertura das tocas e largura dos guaiamuns habitantes seja forte, os
dados serédo transformados por regressao linear, a exemplo de como sera feito com U. cordatus.

Adicionalmente, serao registradas também tocas tapadas, tocas vazias e caranguejos mortos.

Duas vezes ao ano (inverno e verao) serdo coletados aleatoriamente, ao longo do estuario, 100
exemplares de caranguejos para afericdo da estrutura da populacéo e para que estes dados sejam
comparados com os dados de estrutura obtidos por técnica indireta de avaliacdo, reportada acima.
A técnica empregada nesta etapa sera de captura e soltura. Estes exemplares serdo coletados por

catadores profissionais e teréo seu comprimento e largura aferidos por meio de paquimetro digital.
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Cada exemplar tera seu sexo e condicdo de vida anotados para determinacdo da razdo sexual e

para avaliagdo do periodo de reproducdo. Alguns exemplares serdo encaminhados para uma

equipe responsavel para realizacao de andlises ecotoxicolégicas.
e Fecundidade de Ucides cordatus e Cardisoma guanhumi

Anualmente, 10 fémeas ovadas de U. cordatus e de C. guahumi serdo capturadas aleatoriamente
nas parcelas e serdo transportadas em sacos de estopa até o laboratério de Ecologia do
Ecossistema Manguezal localizado na Universidade Federal do Espirito Santo — campus S&o

Mateus.
e Riqueza de espécies de Brachyura (Decapoda)

A pesquisa envolvendo a riqueza de espécies dos caranguejos dos manguezais ocorrera
bimensalmente, durante a baixa-mar na SRV Santa Cruz. Serdo delimitadas 6 parcelas no bosque
de franja onde seus extremos serdo demarcados com lacres, georreferenciadas e fotografadas.
Para a amostragem dos caranguejos serdo coletados segundo a metodologia modificada proposta
por Masunari (2006). Em cada area sera sorteado um local onde sera feita 3 parcelas de 10,0 m?
seguindo o gradiente da margem do rio (um metro apds a margem) ao fim do bosque, caso o
bosque tenha menos que 30 metros as parcelas serdo feitas lateralmente uma as outras. Os
caranguejos serdo coletados manualmente por revolvimento da toca por dois coletores, com um
esforco amostral de 30 minutos/parcela, de acordo com a metodologia usada por Aradjo (2014).
Esse método € o0 que apresenta maior acuracia, quando comparado ao método de observacdo
(subestimacéo) ou contagem de tocas abertas (superestimacdo) (MACIA et al. 2001, SKOV &
HARTNOLL 2001). Cada exemplar sera coletado e acondicionado em sacolas plasticas com alcool,
numeradas e identificadas por coleta e area, para posterior classificacdo taxonémica e sexagem em
laboratorio. Sempre que possivel serdo fotografados em campo para preservacdo da coloragdo

original da carapaca.

+ Diagnéstico de Contaminacao da Vegetacao do Manguezal por Metais

e Metais

Serdo retiradas manualmente 6 folhas maduras por individuo de Rhizophora mangle,
completamente expandidas, duas por cada um dos quatro quadrantes. As folhas seréo coletadas a
meia altura da planta. No total, serdo amostradas 10 plantas por parcela. As folhas serado
acondicionadas em sacos de papel identificados e, se necessario, previamente limpas utilizando-se
um pincel limpo. A secagem das folhas serd feita em estufa de circulagdo forcada a 65°C até peso
constante. As amostras serdo moidas, acondicionadas em envelopes de papel e, em seguida,

encaminhadas para laboratorio especializado.
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Serdo evitadas folhas danificadas, com manchas, doencas ou predacdo. As amostragens seréo

feitas antes do inicio da floracdo e apés periodos de chuva, as coletas serdo feitas ap6s 48 h de

estiagem.
e Sedimentos

A amostragem de sedimento sera feita em locais de baixa energia do agente transportador (agua).
Nessas condi¢des ocorre maxima sedimentacao, ideal para se encontrar compostos adsorvidos aos

sedimentos.

A malha amostral ndo regular serd instalada e delimitada de acordo a avaliacdo prévia da area e
escolha dos pontos que se encontram em uma transecdo que vai desde a margem do rio até o
contato com o mangue, tendo a fonte pontual que fornecera uma contaminacao decrescente e a
dindmica das marés associada & variagdo do micro-relevo que produzird zonas de acumulo da

contaminacgdo. Para georreferenciamento da area sera utilizado GPS de alta preciséo.

As amostras de sedimento serdo coletadas das zonas entremarés e dentro dos manguezais
maduros. Semestralmente serdo coletadas 75 amostras de sedimentos (100 g) em todas as areas
durante 1 ano de trabalho. Exceto a area da Foz do Rio Doce em Regéncia que serdo coletadas

100 amostras para a implantacdo da malha amostral irregular.

As coletas das amostras de sedimento serdo feitas por meio de coletores constituidos por um tubo
de PVC, de pequeno diametro (5-10 cm) e curtos (< 1m). Os tubos serdo inseridos manualmente,
utilizando-se, em caso de necessidade, um martelo especialmente adaptado. O tubo devera ser
fechado, em sua extremidade superior, apds a introducdo no sedimento e, apds sua retirada, a

extremidade inferior também devera ser tampada.

Os pontos de amostragem ao longo de um curso d’agua deverao compreender coletas feitas
préximas a margem, enquanto a existéncia de sedimentos permitir, jA que a distribuicdo dos
sedimentos pode ocorrer em bandas estreitas ao longo do canal e sob a forma de acumulages nos

locais de baixa energia.

A profundidade de penetracdo sera medida antes da retirada e da divisdo em subamostras. As
amostras serdo mantidas em posicao vertical até o momento de serem subamostradas. A retirada
das amostras serd feita 0 mais rapido possivel, para evitar o risco da consolidagdo na parede do
amostrador. A cada subamostra retirada, serd anotada a profundidade e a descricdo de cada
camada sedimentar (cor, textura, etc.). As amostras serdo fotografadas imediatamente apés a

coleta, a fim de registrar as caracteristicas visuais do sedimento.

Uma vez coletadas, as amostras serdo acondicionadas em sacos plasticos resistentes buscando-se
gerar um minimo de perturbacdo na superficie do sedimento e encaminhadas ao laboratério. As

amostras seréo mantidas em ambiente refrigerado.
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Para analise de metais pesados, as amostras serdo coletadas com o auxilio de espatula de plastico,

raspando-se apenas o0s primeiros centimetros (0-5cm) da amostra de sedimento, obtendo-se, assim,
apenas o sedimento superficial, apos esta coleta, sera introduzido amostrador para avaliar a
camada abaixo dos 10 cms e que ird caracterizar o sedimento pretérito ao evento de chegada da

lama na linha de costa capixaba.
+ Caracterizagdo da dindmica estuarina nos Rios S&o Mateus, Mariricu e Piraqué
e Monitoramentos de fluxos d’agua

Serdo realizadas 12 campanhas de monitoramento com ADCP, com periodicidade mensal, em duas
secdes nos locais especificados. As medi¢cBes serdo realizadas durante 12 horas, para acompanhar
0 ciclo de maré. Proximos aos locais de medicdo serdo instalados marégrafos, para
acompanhamento da variagdo do nivel d’agua. Os resultados obtidos serdo utilizados para

caracterizagdo do ambiente e no estudo de modelagem numérica.
e Tempo de Inundacao

O monitoramento da condicdo de inundacdo de cada area/parcela, serd realizado semestralmente
durante 26 horas, utilizando o sensor de nivel da agua (HOBO® U20 Titanium Water Level
Logger).Este sensor coleta informagfes sobre a presséo absoluta local e a conversdo dos dados de
pressao em nivel da agua é executado pelo programa Hoboware®. As medicdes serdo feitas em

mare sizigia.
e Salinidade

A salinidade da agua do solo sera determinada em todas as coletas, a partir de trés réplicas. Para
isso serdo feitas trés aberturas no sedimento com aproximadamente 30 cm de profundidade e neles
inseridos canos de policloreto de vinila (PVC) que ficardo fixo em cada ponto de coleta. Os canos
apresentam 50 cm de comprimento e 5 cm de didmetro, os 20 cm de sua base séo perfurados em
toda sua volta sendo o fundo, em contato com o sedimento, vedado com tampa de PVC. A porcao

superior sera fechada com tampa de PVC para evitar a entrada de agua da chuva e contaminacéo.

O registro da salinidade sera realizado com a abertura da tampa superior e coleta da agua
armazenada no interior do cano de PVC. Apds a coleta da agua, a leitura da condutividade sera
feita com um medidor portatil de condutividade modelo HQ40D (HACH Company). Posteriormente

esses valores serao transformados em salinidade.

Nas secBes de medicdo de correntes e em pontos mais internos dos estudrios serdo feitas
perfilagens de salinidade, com uso de sonda multipar@metros. As medidas serdo feitas
continuamente, a partir da embarcagdo, navegando a partir da foz, com finalidade de avaliar a

variacao de salinidade durante o ciclo de maré.

e Correntes
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MedicBes de correntes serdo realizadas na foz dos estuarios Sao Mateus, Barra Nova e Piraqué-
Agu, com medic¢des horérias, durante 12 horas. As medigfes seréo realizadas com ADCP, acoplado
a embarcacdo, para realizacao de transectos. A velocidade da embarcacgéo devera ser adequada de
forma a garantir a qualidade dos dados. Em cada secdo seréo feitas duas transversais, de margem

a margem.
e Maré

Serdo instalados sensores de pressdo, um em cada estuario, com finalidade de acompanhamento
de niveis d’agua. Os registros serdo feitos a cada 5 minutos e armazenados em data logger. Os
dados serdo coletados mensalmente, por ocasido das campanhas de monitoramento. Nestas
ocasides sera verificada a qualidade das leituras armazenadas, comparando com as leituras obtidas

nas réguas limnimétricas instaladas junto aos sensores de pressao.

% Mapeamento dos habitats das espécies de Ucides cordatus e Cardisoma guahumii nos
estuarios dos Rios Piraqué (Ac¢u e Mirin), Rio Riacho, Barra Seca, Mariricu, S&o Mateus e

Caravelas e espécies de decapodes do manguezal de franja do RVS de Santa Cruz

A analise que pretende ser apresentada neste trabalho integra informacdes obtidas por meio de
imagens de resolugdo média e de alta resolucdo de sensoriamento remoto numa perspectiva
multitemporal, diagnosticando os padrées de uso e ocupacdo, avaliando os principais impactos da
area, juntamente com a fisiografia da regido. A utilizacdo de imagens de alta resolu¢do permitira a
geracdo de uma cartografia mais precisa com ajuda da comunidade local, facilitando a quantificacéo

da evolucdo da paisagem e, consequentemente, a tomada de decisdes.

Cada parcela tera quatro (4) coordenadas geograficas no minimo obtidas através de um GPS
Trimble de pds-processamento. Com essas coordenadas, estimamos a distncia entre parcelas e a
distancia das parcelas ao ponto mais proximo geodésico (levantamento preciso por RTK). Ainda nao
foi escolhido o0 método de levantamento a ser utilizado pelo RTK, pois hdo conhecemos no campo
as areas a serem levantadas, € possivel que seja realizado um posicionamento relativo cinematico,
Segundo Monico (2000), o posicionamento relativo cinemético pode ocorrer da forma pos-
processada quando um receptor ocupa uma estacao de coordenadas conhecidas enquanto o outro
se desloca sobre as fei¢cbes de interesse. As observagdes simultdneas dos dois receptores geram
as duplas diferencas, onde varios erros envolvidos nas observac¢des séo reduzidos.

Pode-se também obter o posicionamento relativo cinematico em tempo real, mas para que as
coordenadas da antena sejam determinadas em tempo real é necessario que os dados coletados na

estacao de referéncia sejam transmitidos para a estagdo mével necessitando de um link de radio.

Um sistema RTK (Real Time Kinematic) € composto por dois receptores (de dupla ou simples
frequéncia) com as respectivas antenas e um link de radio (para transmitir e receber corre¢fes e/ou
observacbes da estacdo de referéncia). Seu uso é limitado a distdncias menores que 4,3 Km
(MONICO, 2005).
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Imagens de Satélite das areas de estudo em formato digital (CD-ROM) e imagens Landsat TM, para
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identificacdo das areas a serem mapeadas em contexto geral (imagens Landsat TM, gratuitas) vao
permitir gerar uma base em escala média para visualizacdo de todas as areas simultaneamente.
Imagens de alta resolugdo (uma imagem ao ano para cada area de estudo), correspondentes as
bandas multiespectrais (1 a 3) e infravermelho préximo (4) geo-referenciadas e corrigidas
geometricamente pelo algoritmo de interpolacdo de filtragem convolugao cubica (ortoretificada e
georreferenciada) pela prépria empresa que fornece. Para verificar a precisdo do
georreferenciamento, uma base de contornos vetoriais de area de estudo no formato shapefile
(*.shp) vai ser sobreposta a uma das bandas adquiridas. Vao ser gerados arquivos shapefile a partir

da utilizacdo de GPS pés-processado da Trimble, por caminhamento (linhas, pontos, areas).

5.5.2 Restinga

A campanha ocorrida entre 17 e 19 de setembro objetivou localizar os pontos amostrais
previamente estabelecidos pela TR n° 4. Em funcdo de aspectos logisticos, de estado de
conservacao da vegetacao e acesso, e em resposta as considera¢fes da reunido da CTBio de 28
de agosto de 2018, os pontos de amostragem antes estabelecidos foram identificados e ajustados

e, alguns deles, deslocados, como comunicado a coordenacao técnica em 23 de setembro de 2019.

A malha amostral da area de Restinga é composta por oito estacdes com diferentes fitofisionomias

a serem monitorados durante a execucéo deste subprojeto e estao indicados na Tabela 9.

Tabela 9. Coordenadas geogréaficas das oito estagdes amostrais da formagdo Restinga do Programa de Monitoramento da

Biodiversidade Aquética I.

, UTM ;
AREA MUNICIPIO
E S
] Conceigdo da
PONTO 1 — APA Conceicédo da Barra-1 422469.00 m 7940471.00 m B
arra
] Conceigédo da
PONTO 2 — APA Conceicéo da Barra-2 421428.00 m 7934388.00 m B
arra
PONTO 3 - Aldeia do Coco 421079.00 m 7921259.00 m S&o Mateus
PONTO 4 — Barra Nova 422303.00 m 7903649.00 m S&o Mateus
PONTO 5 — Pontal Ipiranga 425441.00 m 7879375.00 m Linhares
PONTO 6 — Cacimbas 422626.00 m 7845708.00 m Linhares
PONTO 7 — Regéncia-Tamar 407394.00 m 7824518.00 m Linhares
PONTO 8 — Regéncia-Reserva Indigena 402310.00 m 7821618.00 m Linhares

Em cada um dos pontos de amostragem (Figura 41), os parametros (Tabela 10) serdo avaliados
nas trés fitofisionomias: vegetacdo herbacea, arbustiva e arb6rea. As amostragens serdo mensais
ao longo de doze meses. Sendo que nos dois primeiros meses de coleta a equipe responsavel
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pelas analises ecofisiolégicas estara acompanhando as andlises floristicas e fitossociolégicas

objetivando ampliar os conhecimentos sobre as espécies dominantes nas areas de estudo.
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Figura 41. Esquema do delineamento amostral apresentado na reunido do dia 28/08 para andlises floristicas,

fitossocioldgicas e ecofisioldgicas da vegetagao de Restinga
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Tabela 10. Relagéo dos paramentos do monitoramento do ecossistema Restinga.

Parametros Floristicos

Parametros

Fitossocioldgicos

Parametros

Ecofisiolégicos

Solo

Folha/Frutos

Vegetacado herbacea

e Inventério taxondmico
e Registro fotografico
e Listagem das espécies inventariadas
e Lista de espécies em estado de

ameaca, exotica e naturalizadas

e Frequéncia
absoluta
e Frequéncia relativa
¢ Dominancia
absoluta
e Dominéancia
relativa
e Valor de
Importancia
« indice de Shannon

¢ indice de Pielou

Fluorescéncia transiente
Fluorescéncia modulada
e Trocas gasosas
Pigmentos fotossintéticos
e Potencial hidrico
Metabdlitos primarios
Polimeros de parede
Sistema antioxidante

e Anatro-estrutura

Granulometria
Matéria organica
Macronutrientes
Micronutrientes
Metais/Elementos

tracos

Macronutrientes
Micronutrientes
Metais/Elementos

tracos
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Parametros

Parametros Floristicos

Vegetacao arbustiva

Fitossocioldgicos

Parametros
Ecofisiolégicos

Solo

Folha/Frutos

e Frequéncia

¢ Inventario taxondmico
¢ Registro fotografico
e Listagem das espécies inventariadas
e Lista de espécies em estado de

ameaca, exoética e naturalizadas

Vegetacdo arbdrea

absoluta

e Frequéncia relativa
¢ Dominancia
absoluta

e Dominancia relativa

e Valor de

Importancia

e indice de Shannon

« Indice de Pielou

e Fluorescéncia transiente
¢ Fluorescéncia modulada
e Trocas gasosas
e Pigmentos fotossintéticos
e Potencial hidrico
e Metabdlitos primarios
e Polimeros de parede
e Sistema antioxidante

e Anatro-estrutura

e Granulometria
e Matéria organica
e Macronutrientes
e Micronutrientes
o Metais/Elementos

tragos

e Macronutrientes
e Micronutrientes
e Metais/Elementos

tragos

e Frequéncia

e Inventario taxondmico
¢ Registro fotografico
e Listagem das espécies inventariadas
e Lista de espécies em estado de

ameaca, exotica e naturalizadas

absoluta
e Frequéncia relativa
¢ Dominancia
absoluta
e Dominancia relativa
e Valor de
importancia
e indice de Shannon

« indice de Pielou

¢ Fluorescéncia transiente
o Fluorescéncia modulada
e Trocas gasosas
e Pigmentos fotossintéticos
e Potencial hidrico
e Metabdlitos primarios
e Polimeros de parede
¢ Sistema antioxidante

e Anatro-estrutura

e Granulometria
e Matéria organica
e Macronutrientes
e Micronutrientes
o Metais/Elementos

tracos

e Macronutrientes
e Micronutrientes
e Metais/Elementos

tracos
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<+ Inventario da flora e da biota do solo
e |nventario Floristico

Em cada um dos pontos de amostragem, o inventario floristico serd realizado por meio de
caminhamento aleatério, nas areas das linhas e parcelas, marcadas em vegetacao herbacea,
arbustiva e arbdrea e fora delas, sendo delimitada, com auxilio de GPS, uma distancia de cerca de
100m das mesmas. Espécimes férteis observados serdo coletados, de um individuo por espécie,
em cada fitofisionomia, em todas as areas e em todas as expedi¢cfes de campo, durante 12 meses,
para que o maximo de material fértil seja coletado no periodo de estudo!. Para cada espécime,
serdo coletados cinco ramos férteis (com folhas, flores e/ou frutos). Além disso, serdo compiladas
informacdes sobre a planta, como o habitat, os estadios de floracao e de frutificacdo, a ocorréncia
de outras populacdes, e outras observacdes ecoldgicas ou morfolégicas pertinentes. Seréo
anotadas as coordenadas geograficas, com o auxilio de um GPS, e realizada a documentagao
fotografica. No caso de individuos com frutos maduros, eles serdo coletados para a carpoteca, para

auxiliar a identificacdo das sementes.

Apé6s a coleta, os espécimes, devidamente numerados, serdo colocados em sacos de polietileno
transparente, e posteriormente preparados para prensagem. A prensagem sera realizada ao final do
dia, acondicionando as amostras em folhas de jornal, que ser&o dispostas entre folhas de papelédo
corrugado e aluminio corrugado e, posteriormente amarradas com a corda entre os dois lados da
prensa de madeira (Fidalgo & Bononi 1989). Frutos de grandes dimensfes serdo acondicionados
em sacos de papel. As prensas montadas e 0os sacos contendo os frutos serdo colocados para
secagem em estufa de lampada. No ultimo dia de campanha, o material coletado para a floristica
serd retirado da estufa e transportado ao Herbario VIES, em Vitéria, onde continuara o processo de

secagem por aproximadamente cinco dias.
e Capacidade de recuperacdo da vegetacao

Para a avaliacdo da capacidade de recuperacéo do ecossistema Restinga amostras do banco de
sementes do solo serdo realizadas coletas quadrimestrais, totalizando 3 coletas ao longo de 12
meses de trabalho. Em cada um dos 8 pontos amostrais sera coletada uma amostra em cada uma

das 3 fitofisionomias. Cada coleta constara de 3 amostras de solo.

O material sera coletado aleatoriamente em cada um dos pontos amostrais com auxilio de um
gabarito de madeira com dimensées de 50 x 50 e 5,0 cm de profundidade, totalizando um volume

de 0,012 m2 por amostra.

1 A coleta de material fértil, com flores e com frutos, é importante para a correta identificacdo dos espécimes a nivel especifico. O conhecimento fenolégico é de suma
importancia para a compreenséo da complexa dinamica dos ecossistemas. Este tipo de informagéo ndo sé permite explicar as relagdes das plantas com o clima e o meio
edafico, mas também é importante no estudo das relagdes entre plantas e os animais de uma comunidade. Por meio das observagdes fenoldgicas, seré possivel inferir,
por exemplo, se esta havendo alteracdes na frutificagéo das espécies apds o desastre ambiental. Auséncia ou diminuicéo na frutificacéo indica problemas na relagéo da
planta com os polinizadores, que também podem ter sido afetados pelo desastre ambiental. Os dados fenolégicos poderdo acrescentar informagdes importantes sobre a
dinamica das restingas estudadas e estes poderdo ser comparados com dados pretéritos, de areas préximas de restinga, provenientes de materiais depositados em
herbarios.
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As amostras serdo identificadas em relacdo a estacdo amostral, data e fitofisionomia e
acondicionadas em sacos plasticos pretos, devidamente identificadas e armazenadas em caixas

térmicas sob refrigeragéo até transporte ao laboratério.
e Microbiota do solo

Para a andlise da microbiota do solo 10 amostras de solos, em cada fitofisionomia dos oito pontos
amostrais, serdo coletadas junto ao sistema radicular das plantas, com auxilio de um trado calador.
Cada amostra coletada sera acondicionada em um saco plastico individualmente contendo

informacao sobre espécie vegetal sob a qual o solo foi coletado.

Para coleta de amostra do sistema radicular das plantas, a planta sera cortada a 10 cm do solo, pois
serdo utilizadas raizes e também os primeiros centimetros do caule. As amostras serdo retiradas
com cuidado, de modo a obter o0 maximo de raizes. No caso das arbdreas, somente parte do
sistema radicular sera retirado. Cada amostra coletada serd acondicionada em um saco plastico
individualmente contendo informagao sobre a espécie, estacdo amostral, data e fitofisionomia e
acondicionadas em sacos plasticos pretos, devidamente identificadas e armazenadas em caixas

térmicas sob refrigeragdo até transporte ao laboratério.

Na coleta de solos para analise do microbioma serdo selecionados 10 pontos em cada fitofisionomia
amostrada, considerando-se a espécie de maior incidéncia ou espécie considerada mais agressiva
na colonizac¢do ou de maior rusticidade ou ainda, espécie que tenha habilidade fitorremediadora, de
cada fitofisionomia. A coleta sera realizada com auxilio de um trado calador e cada amostra
coletada sera acondicionada em um saco plastico individualmente contendo informacéo sobre o

ponto de onde o solo foi coletado e outras informacdes acima descritas.

Para obter maior diversidade de amostras, sera coletado o maior nimero possivel de espécies de
plantas, preferencialmente de diferentes géneros e familias. Cada uma das trés fitofisionomia
amostrada devera ter no minimo 10 amostras, totalizando, no minimo 30 amostras por anélise e por

localidade amostrada, sendo as coletas realizadas semestralmente.
+« Levantamento fitossocioldgico

Para o levantamento fitossociol6gico na vegetacdo herbdcea serq adotado o método de parcelas
alternadas de Mueller-Dombois e Ellenberg (1974), consistindo em parcelas de 1 m? lancadas ao
longo de uma linha perpendicular ao mar, obedecendo a alternancia de lados e intervalos de 1 m.
Em cada area serdo estabelecidas dez linhas distanciadas entre si em 50 metros. As linhas serédo
estabelecidas com auxilio de trena de 50 m, estacas e barbante. Em cada parcela serdo estimados
visualmente de acordo com Brower e Zar (1977), os percentuais de &rea nua (AN) e area com
cobertura vegetal (CV) das espécies encontradas. O comprimento dos transectos podera variar
conforme a distancia entre o primeiro vestigio de vegetacdo e a transicdo com outro tipo de

vegetacao.
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Para o levantamento da estrutura da vegetacdo arbustiva (aberta ou fechada) sera utilizado o

método de intercepto de linha (Mueller-Dombois e Ellenberg 1974). Com o auxilio de uma bussola
serdo demarcadas 7 linhas por toda extenséo da vegetacdo, no sentido mar — continente, com uma
distancia de 50 m entre elas. A extensao da linha podera variar de acordo com a largura da faixa de
vegetacao analisada. Os individuos lenhosos e herbaceos com altura igual ou superior a 50 cm que
interceptarem as linhas, exceto lianas, serdo incluidos na amostragem. Para cada individuo serao
tomadas: a extensdo do individuo interceptado pela projecdo da linha e o maior diametro de copa
perpendicular a linha. Pequenas interrupcdes de até 5 cm nas copas dos arbustos interceptados
serdo ignoradas. Serdo coletadas através de caminhada aleatéria e incluidas na listagem floristica,
espécies ndo contempladas pela amostragem, mas que obedecerdo ao critério de inclusdo adotado.
Serdo distribuidos dez pontos entre as unidades amostrais para mensurar a profundidade do lencol

freético.

Para a avaliacdo da vegetacdo arbérea serd utilizada o método proposto por Gentry (1991),
enquadrado no Programa de Amostragem R&pida (Higgins e Ruokolainen 2004). Tal método foi
utilizado em diversos estudos em florestas tropicais e sumarizado em Phillips e Miller (2002); sendo
considerado eficiente para a estimativa da diversidade por fornecer uma visdo mais abrangente da
vegetacdo, pois incluem plantas jovens, &rvores, arbustos, trepadeiras e hemiepifitas que

geralmente ndo sdo amostrados em parcelas de arvores (Clinebell et al. 1995).

A amostragem serd realizada ao longo de trés transectos de 2 x 50 m, totalizando 0,03 ha,
estabelecidos perpendicularmente a uma linha base, distantes 30 m entre si, e 50 m da borda da
floresta, para minimizar o efeito de borda e evitar a sobreposicdo de &areas amostradas. A
amostragem sera realizada em duas faixas de 1 m ao longo de cada linha mestra (50 m) orientada
com bussola. Nos transectos seréo incluidos todos os individuos com DAP igual ou superior a 2,54
cm, assim serdo incluidos arbustos, arvores, palmeiras e lianas. No caso das lianas sera registrado

o0 maior didametro do individuo e ndo o DAP.

Todos os individuos receberdo plaqueta numerada e terdo suas circunferéncias (CAP) medidas com
fita métrica. A altura de cada individuo serd estimada visualmente, tomada com o auxilio de uma
tesoura de poda alta (10 m), sempre pelo mesmo membro da equipe. Os individuos mortos também

serdo amostrados.

As espécies que crescerem no limite dos transectos seréo incluidas desde que metade ou mais do
seu caule estiver dentro do limite imaginario do transecto. Os individuos perfilhados acima do solo e
abaixo da altura do peito (1,30 m) serdo incluidos quando um dos seus ramos obedecer ao critério
de incluséo, sendo anotado o CAP de todas as ramificagbes para o célculo da area basal. As
arvores com sapopemas, cujo alargamento das raizes se der acima de 1,30 m, terdo seus
didametros medidos 20 cm acima do alargamento. As lianas somente serdo incluidas quando
estiverem enraizadas (geralmente através de raizes adventicias) dentro do transecto (Peixoto e
Gentry 1990).
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Serdo feitas coletas de material botanico provenientes da amostragem (quando férteis) e de varios

pontos das areas amostrais a fim de complementar a lista floristica.
+ Andlises ecofisiolégicas das espécies dominantes

As analises ecofisiolégicas (in situ e em laboratério) teréo inicio no terceiro més quando entdo serdo
selecionados, no minimo cinco individuos por espécie, considerando as fisionomias herbéacea,
arbustiva/herbacea e a arbérea, nas oito areas de amostragem. Em cada uma das fisionomias seréo
analisadas cinco espécies elencadas pelo maior valor de importancia (VI = FR + DoR), desde que
estas ocorram em todas as oito areas. Embora o parametro VI seja norteador desta sele¢éo, outras
espécies poderdo ser eleitas para andlise independentemente do seu valor de importancia. Os
individuos selecionados das espécies arbustivas e arbéreas devem estar na fase adulta (quando
possivel com flores ou frutos presentes no momento em que serdo marcados) e individuos
selecionados da mesma espécie devem estar localizados a, pelo menos, 2 metros de distancia um

do outro.

Trimestralmente o potencial hidrico das folhas (Ww) das espécies amostradas sera aferido na ante-
manh& e ao meio dia, em uma folha por espécime, utilizando uma cémara de pressao tipo
Scholander, modelo 3000 (Soil Moisture Equipment Corp., Santa Barbara, Califérnia-USA).

As medi¢cBes da fluorescéncia da clorofila a (transiente e modulada) e trocas gasosas seguirdo
protocolos padronizados e realizadas nas primeiras horas da manhéa (entre 6 e 10 horas, horério

solar) a fim de evitar depressfes nos horarios de maior incidéncia solar e maiores temperaturas.

Para as medicdes das trocas gasosas sera utilizado um analisador de gas no infravermelho, portatil,
(IRGA, modelo LCPro*, LCSD e LCProT, ADC BioScientific Ltd., England) para obtencédo da taxa
liquida de assimilagcdo do CO:2 (A), a condutancia estoméatica ao vapor de agua (gs) a transpiragéo
(E), e a concentracgédo intercelular de CO2 (Ci). A condutancia estomética sera usada para quantificar

a eficiéncia do uso da agua durante as estacdes seca e chuvosa (Cavatte et al. 2012a, 2012b).

A fluorescéncia transiente OJIP da clorofila a sera medida em folhas aclimatadas ao escuro até a
completa oxidagdo dos centros de reacdo dos fotossistemas e em seguida submetidas a um pulso
saturante de luz (3.000 umol fétons m= s). Utilizando-se um fluordometro portatil (Modelo Handy
PEA, Hansatech Instruments®, Kings Lynn, Norfolk, UK) seguindo orientacbes de Strasser e
Strasser (1995) e Strasser et al. (2000; 2004). Nas mesmas folhas utilizadas para as medictes da
eficiéncia fotossintética seréo avaliados os indices de clorofila total, utilizando-se um clorofildbmetro
portatil Mod. SPAD 502 (Minolta Sci.) segundo (Cassol et al. 2008).

Ap6s as medicdes, amostras de folhas usadas na determinagdo dos indices de clorofila,
fluorescéncia da clorofila e trocas gasosas e quando possiveis raizes, flores e frutos seréo
coletadas, acondicionadas em baixas temperaturas (gelo seco ou N2 liquido) e levadas para o

laboratdrio, onde serdo armazenadas a temperatura de -80°C para analises posteriores.
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Para as determina¢c@es morfoanatémicas, de cada individuo serdo coletadas de 1 a 2 folhas adultas

completamente expandidas, sem indicios de necrose, herbivoria ou quaisquer danos. As folhas
serdo coletadas inteiras, incluindo o peciolo e transferidas para recipiente com tampa e solugdo
fixadora de FAA 50 (formaldeido: acido acético: alcool etilico 50%, 2:1:18 v/v) (Johansen, 1940).

As amostras para analises bioquimicas e anatémicas, com excecao da determinacdo do sistema
anti-oxidante, serdo coletadas entre 8:00-10:00h. Por outro lado, para analises do estresse

oxidativo, as amostras serao coletadas entre 12:00-14:00 h.
% Analises fisico-quimicas do solo e tecidos vegetais

Para a determinacdo fisico-quimica e contaminacdo de metais pesados e elementos tracos,
semestralmente, cinco amostras de solo ao longo das areas marcadas, das trés fisionomias e em
cada uma das oito estacbes amostrais, perfazendo 240 amostras de solo ao longo dos 12 meses.
Somados a isso, amostras de material vegetal das cinco espécies dominantes serdo coletadas nas
trés fisionomias e nas oito estacbes amostrais, em duas épocas do ano (semestralmente),
totalizando assim também 240 amostras de tecido vegetal ao longo de 12 meses de coletas. Apds a
coleta, cada amostra sera acondicionada em saco plastico escuro, individualmente, identificadas
com etiquetas contendo informacdo sobre a espécie ou espécie associadas (no caso de solo),
estacao amostral, data e fitofisionomia, e acondicionadas em sacos plasticos pretos, devidamente

armazenadas em caixas térmicas sob refrigeracdo até transporte ao laboratério.
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56 ANEXO 6. MONITORAMENTO AMBIENTAL DE MAMIFEROS, TARTARUGAS E AVES
MARINHAS ASSOCIADOS A FOZ DO RIO DOCE

A malha amostral do Monitoramento da Megafauna esté presente na (Figura 42).

Figura 42. Malha amostral Anexo 6 — Megafauna
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7-PARQUE ESTADUAL DE ITAUNAS

8 - AREA DE RELEVANTE INTERESSE
ECOLOGICO DO DEGREDO

9 - RESERVA BIOLOGICA DE COMBOIOS

10 - RESERVA INDIGENA DE COMBOIOS

11 - RESERVA INDIGENA TUPINIQUIM

12 - RESERVA DE DESENVOLVIMENTO
SUSTENTAVEL MUNICIPAL PIRAQUE-AGU

E PIRAQUE-MIRIM

13 - AREA DE PROTEGAO AMBIENTAL
COSTA DAS ALGAS

14 - REFUGIO DE VIDA SILVESTRE

DE SANTA CRUZ

15 - AREA DE PROTECAO

AMBIENTAL DE PRAIA MOLE

16 - AREA DE PROTEGAO AMBIENTAL DE SETIBA
17 - FLORESTA NACIONAL DE GOYTACAZES

18°0'0"S
1

s Y
Ny % o
OREWIA/ W) ‘?

i R

T
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5.6.1 Monitoramento com veiculos aéreos néo tripulados (drones)

O objetivo geral deste subprojeto é determinar e monitorar a associagdo de tartarugas, aves e
mamiferos marinhos com micro- habitats costeiros, bem como tendéncias de agregacdo e

deslocamento em areas potencialmente impactadas ao redor da foz do rio Doce.

+¢+ Aspectos do Monitoramento

Os Drones sdo também conhecidos como Veiculos Aéreos N&o Tripulados (VANTS), Aeronave

Remotamente Pilotada (RPA), ou Sistema de Aeronave Nao Tripulada (UAS). Para as observacdes
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feitas com os Drones deverdo ser utilizados equipamentos como o Mavic 2 Zoom da fabricante

chinesa DJI (Figura 43). O Drone é um quadcoéptero equipado com cameras com capacidade de
capturar videos em resolugéo 4K e capturar fotos com resolucdo de até 20 megapixels. E dotado de
receptores GNSS (Global Navegation Satelite System), sistemas de estabilizacdo de imagem,
sensores para evitar colisées e tem sinal de radio que permite que o aparelho voe a uma distancia
de até 08 km do controle remoto. Caso ocorra perda de link de comunicagdo com o controle remoto,
o Drone retorna automaticamente para o local de partida sem necessidade de intervencdo do
operador até que o link seja reestabelecido.

Como margem de seguranca, os Drones serdo programados para percorrer no maximo 06 km do
ponto de saida. Considerando que o Drone especificado tem a capacidade de realizar voos com até
31 minutos, e que a margem de seguranca definida é de 30% da capacidade de voo, as missfes
terdo até 21min de operacéo.

Figura 43. Drone modelo Mavic 2 Zoom, utilizado para monitoramento da megafauna na foz do rio Doce.

Para cada operacao do Drone devera ser obtido uma autorizacéo do Departamento de Controle do
Espaco Aéreo de acordo com instru¢des contidas na Circular de Informac8es Aeronauticas (AIC-
N21/10) de 23 de setembro de 2010. A equipe que pilotar os RPAs devera estar previamente
registrada na ANAC.

Para o manuseio do equipamento, deverdo ser feitas afericdes de equivaléncia entre o tamanho dos
pixels registrados nas filmagens e fotos e distancia real em diversas altitudes. Estabelecemos
procedimentos de campo para agfes de levantamento de imagens aéreas em areas litoraneas e
oceédnicas sem ocupacdao humana permanente. Existem procedimentos de seguranca, controle e
comunicacdo a serem seguidas em campo para a atividade de monitoramento litordneo com a

utilizacdo de RPA (Remotely Piloted Aircraft).
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NOMENCLATURA UTILIZADA PARA VOO:

— AGL: Acima do Nivel do Solo

— ANAC: Agéncia Nacional de Avia¢éo Civil

— ANATEL: Agéncia Nacional de Telecomunicagdes

— ATM: Gerenciamento do Trafego Aéreo

— ATS: Servigos de Trafego Aéreo

— BRLOS: Além da Linha de Visada Réadio

— BVLOS: Além da Linha de Visada Visual

— CAG: Circulacdo Aérea Geral

— CINDACTA: Centro Integrado de Defesa Aérea e Controle de Trafego Aéreo
— COM: Circulagé@o Operacional Militar

— COMDABRA: Comando de Defesa Aeroespacial Brasileiro

— DECEA: Departamento de Controle do Espaco Aéreo

— DGRS: Documento de Gerenciamento de Risco a Segurancga Operacional
— EVLOS: Linha de Visada Visual Estendida

— ENLACE DE PILOTAGEM: Enlace entre a Aeronave Remotamente Pilotada e a Estacdo de

Pilotagem Remota para a conduc¢éo do voo.

— FPV: First Person View

— IFR: Regras de Voo por Instrumentos

— IMC: Condi¢des Meteoroldgicas de Voo por Instrumentos
— NOTA: Notice to Airmen

— OACI: Organizacéo de Aviacao Civil Internacional

— RLOS: Linha de Visada Radio

— RNAV: Navegacéo de Area

— RNP: Desempenho de Navegacdo Requerida

— RPA: Aeronave Remotamente Pilotada

— RPAS: Sistema de Aeronave Remotamente Pilotada
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— RPS: Estacéo de Pilotagem Remota
— RVSM: Separacéo Vertical Minima Reduzida
— SARP: Standards and Recommended Practices
— SDOP: Subdepartamento de Operacfes do DECEA
— SISCEAB: Sistema de Controle do Espago Aéreo Brasileiro
— SISDABRA: Sistema de Defesa Aeroespacial Brasileiro
— SGSO: Sistema de Gerenciamento da Seguranca Operacional
— SRPV-SP: Servico Regional de Protecdo ao Voo de S&o Paulo
— UAS: Sistema de Aeronave N&o Tripulada
— UASSG: Grupo de Estudos sobre Sistemas de Aeronaves N&o Tripuladas
— VANT: Veiculo Aéreo Nao Tripulado
— VFR: Regras de Voo Visual
— VMC: Condicdes Meteoroldgicas de Voo Visual
— VLOS: Linha de Visada Visual
¢ Notificagdes publicas

Antes de cada uma das campanhas, o Coordenador de Voo da equipe solicitard ao DECEA uma
autorizacdo para todos os voos previstos na Campanha. Além de estar de acordo com todas as
regras e/ou diretrizes do DECEA é necesséario também conhecer se existe alguma intencéo de voar

com o RPA proximo ou em espago aéreo controlado ou restrito.
e Consideraces estratégicas

Para a definicdo dos locais selecionados para o voo foram consideradas as seguintes
caracteristicas: o local de decolagem/aterrissagem é seguro durante a operacgdo; o local da
operacdo permite a identificacdo visual clara e continua do RPA pelo operado ou piloto auxiliar em
todos os momentos, com o auxilio de binéculos; a posi¢do da equipe esta em local com seguranca,

longe de aeroportos, em area livre, com local de pouso alternativo.
e Consideraces climaticas e operacdo de emergéncia

As caracteristicas dos equipamentos utilizados durante a operacdo serdo sempre avaliadas antes
do planejamento da campanha. Assim como uma analise aprofundada das previsdes de vento,
precipitacdo, nebulosidade, temperatura e possiveis entradas de frentes durante o periodo de

execucdo dos voos. O uso de EPI e EPC é essencial para suportar as condiges climaticas. Um
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plano de emergéncia serd sempre discutido antes do inicio das atividades de campo. Todos os
procedimentos de emergéncia serdo comunicados aos operadores, observadores e qualquer equipe
de suporte adicional. Sempre havera um kit de primeiros socorros disponivel e 0s postos de salde e

hospitais mais proximos séo conhecidos.
e Plano de operacéao / briefing

Um plano de voo especifico para operacdo sera discutido antes de cada campanha pela equipe de
Coordenadores: de Equipamentos e Logistica; de Megafauna; e de Voo. O Responsavel Geral
devera aprovar a operacdo proposta, e toda a equipe de campo tomara conhecimento do

planejamento.
e Inspecdo de equipamentos — pré-voo

A inspecdo dos equipamentos de voo deverd ser realizada antes de cada decolagem, conforme o
Quadro 20.

Quadro 20. Inspec¢édo de equipamentos e checklist utilizado antes da decolagem do RPA.

FICHA DE VOO - 01 PRE-VOO CHECKLIST

Piloto em comando: Reg. DECEA N°: Data:
Piloto auxiliar: Localizagdo do servigo:

Modelo RPA: Nimero da autorizagéo de voo:

Finalidade do Voo:

Autorizacdo de voo em espaco aéreo restrito:

Autorizado por: Titulo:

PRE-VOO:

No. Item CondicBes Aceitaveis Check
Espago aéreo solicitado e autorizado

1 Espago aéreo Possiveis obstrugBes proximas da trajetéria de voo
pretendida

2 Velocidade do vento Contando com rajadas ndo deve ser superior a 30km/h

Precipitacdo N&o se deve decolar com precipitacdo e deve se

3 observar as janelas de estiagem

4 Luz Observar a quantidade de luz disponivel e se é preciso
utilizar filtros ND
Verificar se h& situagdes climéticas que dificultem a

5 Visibilidade visibilidade ou entdo queimadas que podem interferir no
resultado da coleta de dados

6 Estrutura do RPA Existe algum defeito estrutural visivel
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No. Item Condigdes Aceitaveis Check

7 Hélices instaladas As hélices estéo instaladas corretamente

8 Suportes Verificacdo das ferragens e parafusos

9 Bateria do RPA Suficiente para o voo pretendido, ndo menos que 95%

10 Bateria do controle Suficiente para o voo pretendido, ndo menos que 95%

1 Cartdo de memoria Volume de memdria suficiente para execugdo do
servico

12 Observador Presente, informado e pronto

13 Trava de Camera Removida

14 Gimbal Testar o funcionamento em todas as dire¢des

15 Bateria do tablet/celular Suficiente para o voo pretendido, ndo menos que 95%

16 DJI GO Aberto e rodando para verificar as condi¢cdes e
telemetria

17 Calibracéo da bussola Efetuado ou néo solicitado

18 Calibracéo do IMU Efetuado ou néo solicitado

19 Calibracéo dos sensores Efetuado ou nao solicitado

19 Camera Configura, fotografar e filmar

20 Filtro ND Analisar a luminosidade e a necessidade do uso de
filtro ND

21 GNSS Fixado o ponto de Return to home

22 Luzes indicativas Piscando verde

23 Altitude de retorno Return to home 10m acima do plano de voo

24 Modo de voo A chave de modo de controle deve estar em Position

o5 Local de decolagem Ao local deve ter aberto ao menos 10m de raio sem
obstaculos

26 Lithi Planejamento de voo ativo

LIGANDO OS MOTORES:

No. Item Condigdes Aceitaveis Check

1 Start dos motores Os motores foram iniciados e estdo funcionando
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corretamente e sem ruido
No. Item Condigdes Aceitaveis Check
2 Home Point O home point foi fixado
3 Voo de verificagdo Levantar voo com altitude méxima de 10 pés
4 Telemetria de voo E verificavel as condicdes de telemetria (Bat., Alt., Dist.)

OPERACAO DE VOO:

Notas:

¢ Inspecéo de equipamentos — pés-voo

A inspecdo dos equipamentos de voo devera ser realizada apds cada aterrissagem, conforme o

Quadro 21. Nao desligue o transmissor enquanto a aeronave estiver ligada. Quando a aeronave for

desligada, remova o cartdo de memdria (quando necessaria) e a bateria.

Quadro 21. Inspec¢édo de equipamentos e checklist de voo para pouso.

FICHA DE VOO - 02

POS-VOO CHECKLIST

Piloto em comando: Reg. DECEA N°: Data:
PARA O POUSO:
No. | Item Condigdes Aceitaveis Check
1 Local de Pouso O local deve ser aberto ao menos 10m de
raios sem obstaculos

APOS O POUSO:
No. |Item Condicdes Aceitaveis Check
1 Baterias do RPA Desligar
2 Baterias do RC Desligar
3 Display Desligar
4 Trava do Gimbal e | Instalar

Cameras
5 Cartdo de Memoria Remover o cartdo; guardar em local

apropriado e jA& em um adaptador; recolocar
outro cartdo caso seja iniciado um novo

projeto.

OPERACAO DE POUSO:
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Notas:

% Aguisicdo de imagens e videos

As campanhas de coletas de imagens e filmes deverdo ser realizadas durante voo néo tripulado
através de transectos na regido da foz do rio Doce, com rotas ja previstas de forma a abranger a
maior area possivel, a depender das autorizagdes de voo. Nos transectos pré-definidos, serdo

realizadas réplicas para analises estatisticas.

Antes de iniciar o voo, a camera de video sera ajustada, com correcdo do modo de compensacao
de exposicdo a luminosidade e sera realizado teste de gravacdo. As imagens serdo gravadas em
cartbes de memdria de 128 GB ou 64 GB. Apds 0 voo, assim que o Drone aterrissar sera feita a
troca da bateria e do cartdo de memoéria, quando necessario. O namero cartdo gravado sera
identificado na ficha de campo e guardados em cases de plastico e em sacola resistente a agua,
depois sera mantido guardado na mochila do responséavel pelas imagens, visando a preservacgéo e

integridade do dispositivo.

As baterias serdo resfriadas em temperatura ambiente, para posterior recarregamento. Estes,
quando necessério, ocorrerdo durante atividade de campo. Deste modo, para cada voo sera
utilizado sempre uma bateria completa. Todos os cartbes de memoéria estardo enumerados em
etiqueta adesiva para controle de trafego, assim como as baterias, incluindo as reservas. As
baterias descarregadas estardo separadas e identificadas em adesivo branco, escrito em caneta
permanente: “Sem Carga”. As mesmas serdo guardadas em um recipiente identificado para
recarga. Para recarga na praia sera utilizado um gerador de energia a gasolina na falta de uma

fonte de energia disponivel.
% Transectos

O inicio do transecto sera sempre em ponto fixo. Foram estipulados até trés (03) pontos de
decolagem: dois ao sul, e um ao norte da foz do rio Doce. O minimo de um ponto fixo sera realizado
sempre em frente a vila de Regéncia (19°39’13.05" S / 39°49’34.05” O). Havendo condi¢des
climéticas e logisticas durante a campanha mensal, serd realizada a amostragem nas demais areas.
O segundo ponto fixo pré-definido ao sul do rio Doce é a base da REBio Comboios (19°40'20.23" S/
39°52'57.34" 0). O terceiro ponto fixo de decolagem ser4d em frente a Vila de Povoacédo
(19°35'4.21"S [ 39°47'1.17"0O), localizada ao norte da foz do rio Doce. Cada ponto de decolagem
sera amostrado em um dia especifico, dentro da mesma campanha amostral. Serdo realizados
transectos de 500m até 5000m de raio com area amostrada de 04 km2 a 20 km2, em cada um dos

pontos. A varredura de cada transecto abrange de 50% a 100% da area amostrada.
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O modelo de varredura proposto inicialmente tera duas rotas (missdes) em cada ponto de partida: a
primeira misséo realizara transectos de forma a amostrar a totalidade da area com 500m de raio a
partir da decolagem; a segunda missao realizara um transecto com 05 km de raio, e sobrevoara
areas com maiores profundidades (Figura 44). A execuc¢do da segunda missdo dependerd das
condigBes climaticas, de tempo e logistica e, principalmente, da autorizacdo do Departamento de
Controle do Espago Aéreo (DECEA), por tratar-se de um voo além da linha de visada visual
(BVLOS). O inicio e o final das filmagens aéreas serdo sempre o ponto fixo de partida. A direcdo da

varredura dos transectos seguira sempre 0 mesmo padrao: de Norte para Sul.

Figura 44. Modelos de transectos para monitoramento da megafauna na regido da foz do rio Doce, através de sobrevoos nao

tripulados.

=z
=)
Brasil
|
=
!
i
i
loy
'8
i
!
!
!
%]
[ -
o
60°W 40w
1 T
BA
12}
Poe
/
MG I
!
!
/
e < o @ Transecto de 5 km
o
\ o @D Transecto de 4 km
\
) Transecto de 3 km
Espirito-
S t N Transecto de 500 m
a n o N @ Grupos avistados em estudos pretéritos
RJ 40°W

Esta &area foi determinada levando em consideracdo as limitacdes de sinal dos Drones, e,
principalmente, a duracdo das baterias dos mesmos. Cada transecto tera duragdo maxima de 20
min. O que permite uma margem de seguran¢a de 11 min, levando em consideracdo a duracéo

provavel de 31 min das baterias dos Drones nas condicdes pré-estabelecidas.

Os transectos foram denominados levando em consideragdo os pontos de partida, a distancia do
Voo, e a prioridade amostral. Desta forma, seguiremos a seguinte nomenclatura para identificagdo

do Transecto especifico:

» Al: Vila de Regéncia - Voo até 500m do ponto de decolagem;
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» A2: Vila de Regéncia - Voo até 5000m do ponto de decolagem;

» B1l: Base da REBio Comboios - Voo até 500m do ponto de decolagem;
» B2: Base da REBio Comboios - Voo até 5000m do ponto de decolagem;
» C1: Vila de Povoacéo - Voo até 500m do ponto de decolagem;

» C2: Vila de Povoacao - Voo até 5000m do ponto de decolagem.

Serdo levados trés (03) Drones para cada campo de monitoramento da megafauna marinha na foz
do rio Doce. Dois (02) Drones seréo utilizados para a realizacdo dos transectos, estes Drones foram
denominados Transect, sendo utilizados de forma alternada em cada uma das réplicas realizadas
no mesmo ponto. Quando possivel, sera utilizado um (01) Drone para monitorar 0 comportamento
da Megafauna, especialmente dos Cetaceos que forem avistados durante a varredura dos Drones

utilizados para Transectos. Por este motivo, este Drone foi denominado Behavior.

Para determinacdo das operacdes de voo, foi utilizada uma réplica de Toninha (Pontoporia
blainvillei), pequeno Cetaceo encontrado na foz do rio Doce, com o objetivo de verificar as melhores
caracteristicas do monitoramento para atingir o objetivo de registro da megafauna (Figura 45). Os
Drones Transect voardo entre 50 e 120m de altura em relacéo a superficie do mar, obedecendo a
legislacéo pertinente. A varredura terd o alcance de 60 a 180m de largura, e as imagens serao
captadas paralelamente a superficie (no Nadir). A velocidade de cruzeiro vai variar de 20 a 72 km/h.
O transecto seré realizado de forma continua, sendo interrompido quando ocorrer avistagem. Para
essa coleta de informacgéo, os Drones Transect deverdo ser pausados por um (01) minuto para
determinacdo dos dados amostrais. Decorrido esse tempo o Drone devera seguir realizando o

transecto conforme missdo previamente demandada.

No mesmo momento da observacdo da Megafauna, o Drone Behavior devera ser enviado para o
exato ponto que foi realizado a observacéo pelo Drone Transect. Esse ponto sera determinado pelo
rumo e distancia entre o Drone e o ponto de partida. Assim que permitir a observacéo dos animais,
o Drone Behavior deverd realizar a coleta de informagdes quanto ao comportamento do individuo ou
grupo. Informag8es como, direcdo e velocidade de deslocamento, ritmo de mergulho, tamanho do
grupo, nimero de neonatos, juvenis ou adultos, comportamentos de alimentacédo, deslocamento,
interagOes intraespecificas e interespecificas, deverao ser registradas de 05 a 10min, a uma altitude
entre 10 e 70m em relagdo ao objeto de estudo. Apds o registro, este Drone devera retornar ao

ponto de apoio em terra.

As campanhas deverdo ser realizadas mensalmente, em uma janela de oito (08) dias, com até seis
(06) dias efetivos de amostragem. O esfor¢o de coleta sera realizado em um ponto de decolagem
em cada dia. Cada area amostrada tera de seis (06) a dez (10) réplicas, e todas ocorrerdo no
mesmo dia. O esforco de campo ndo devera ocorrer, ou sera interrompido, quando a Escala
Beaufort for igual ou superior a quatro (04), ou o vento na superficie for acima de 30 km/h.
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Figura 45. Réplica de Toninha (P. blainvillei) utilizada para testes de visualizacdo de megafauna em ambiente natural

+ Aquisicdo de dados

Durante o monitoramento aéreo nao tripulado, o Coordenador de Megafauna da campanha utilizara
Oculos de realidade virtual (Goggles DJI) para acompanhamento do voo. As informacgdes deverdo
ser registradas em Caderno de Campo, seguindo as Ficha de Campo abaixo. A Ficha de Campo 01
devera ser usada para o registro de dados durante operacdo de voo com o Drone Transect (Quadro
22), ja a Ficha de Campo 02, devera ser usada quando houverem voos realizados com o Drone
Behavior (Quadro 23).

Quadro 22. Ficha de Campo para o registro de megafauna durante transecto realizado com o Drone Transect.

FICHA DE CAMPO - 01 DRONE TRANSECT
INFORMACOES BASICAS

DATA: ALTITUDE DE VOO:

N° VOO: VELOCIDADE DE VOO:
N° TRANSECTO: BEAUFORT:

N° REPLICA: VENTO DIRECAOQ:
HORA INiCIO VOO: VENTO VELOCIDADE
HORA FINAL VOO: NEBULOSIDADE:
PILOTO: N° DRONE:
COPILOTO: N° BATERIA:

COORD. DE FAUNA: N° CARTAO:
OBSERVACOES MEGAFAUNA

TAXON HORA BEHAVIOR (s/n) RUMO DISTANCIA
EXTRAS
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Quadro 23. Ficha de Campo para o registro do comportamento da megafauna durante voo realizado com o Drone Behavior.

FICHA DE CAMPO - 02

DRONE BEHAVIOR

INFORMACOES BASICAS

DATA:

ALTITUDE DE VOO:

N° VOO:

VELOCIDADE DE VOO:

N° TRANSECTO:

BEAUFORT:

N° REPLICA:

VENTO DIRECAO:

HORA INICIO VOO:

VENTO VELOCIDADE

HORA FINAL VOO:

NEBULOSIDADE:

PILOTO: N° DRONE:
COPILOTO: N° BATERIA:
COORD. DE FAUNA: N° CARTAO:

OBSERVAGOES MEGAFAUNA

TAXON / GRUPO

DESCRICAO COMPORTAMENTO

DESLOCAMENTO

ALIMENTACAO

INTERACAO

EXTRAS
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«» Arquivamento dos videos e dados dos voos

Para integracdo dos dados coletados, sera utilizado um cddigo identificador de cada voo, o qual
contém a inicial do Drone utilizado, a data (ano + més + dia) e o nimero do voo (ID_VOO), da
mesma forma que a identificagdo dos videos realizados nesses voos (ID_VIDEO). Cada video tem
um Log de voo, e este receberd o mesmo padrdo de nomenclatura (ID_LOG). Também sera
utilizado um caodigo identificador para cada grupo (ID_GRUPO), o qual contém a inicial do taxon
(Aves, ou Mamiferos, ou Quelbnios) e o tempo (minutos e segundos) do inicio da observacgéo.
Serdo realizados frames dos videos para andlise dos tamanhos dos individuos, ou fotoidentificacéo.
Os cartdes de memdria com os videos serdo descarregados diariamente no computador portatil e
gravados em HD externo. Os locais de arquivamento das imagens, filmes e log de voos, deverdo

ser armazenados e nomeados sempre seguindo o seguinte padrao:
Locais de Arquivamento:
» HDs externos;
»> Nuvens;
» Computador Portatil;
» Computador Base.
» Nomenclatura Pastas e Arquivos:
» Pasta principal: DRONE - MMF (Marine Megafauna);
» Subpastas;
» Ano 2018
» Ano 2019
» Nomenclatura Voos (ID_VOO):
INICIAL DO DRONE UTILIZADO + ANO + MES + DIA + N° DO VOO
» Exemplo: T_20181005_01
» T — Drone Transect
» 2018 — Ano da gravacao
» 10 — Més da gravagéao
» 05 - Dia da gravacgéo
» 01 — Numero sequencial e ininterrupto de voo durante do

» Nomenclatura Grupo (ID_GRUPO):
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INICIAL DO TAXON REGISTRADO + MINUTOS + SEGUNDOS (tempo do video)
» Exemplo: Q_0235
» Q — Quelbnio
» 02 - Dois minutos
» 35 - Trinta e cinco segundos
Arquivos Videos (ID_VIDEO):
INICIAL DO DRONE UTILIZADO + ANO + MES + DIA + N° DO VOO
Exemplo: T_20181005_01.MOV
» T — Drone Transect
» 2018 — Ano da gravacao
» 10 — Més da gravacéao
» 05 - Dia da gravacéo
» 01 — Numero sequencial e ininterrupto de voo durante o dia
» O formato do arquivo sera: MOV ou MP4
Arquivos Log (ID_LOG):
INICIAL DO DRONE UTILIZADO + ANO + MES + DIA + N° DO VOO
» Exemplo: B_20190906_02.LOG
» B — Drone Behavior
» 2019 — Ano da gravacao
» 09 — Més da gravacgao
» 06 — Dia da gravacéao
» 02 — Numero sequencial e ininterrupto de voo durante o dia
» O formato do arquivo serd: LOG
Arquivos Fotos (ID_FOTO):
INICIAL DO DRONE UTILIZADO + ANO + MES + DIA + N° DO VOO + FOTO + N° DA FOTO
Exemplo: B_20190906_02_ FOTO_02

» B — Drone Behavior
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» 2019 — Ano da gravacgao

» 09 — Més da gravacao

» 06 — Dia da gravacéo
» 02 — N° sequencial e ininterrupto de voo durante o dia
> FOTO

» 01 — N° sequencial e ininterrupto durante o voo
O formato do arquivo sera: JPEG
e Relatério de viagem

A equipe de campo sera responsavel pela geracdo de um Relatério de Viagem, seguindo modelo da
RRDM, para reportar a conclusdo das amostragens ou qualquer problema referente a coleta ou

armazenamento das amostras.

Devera ser realizado, pelo menos uma vez ao longo das campanhas de amostragem, o registro
fotografico da amostragem, sendo que uma coépia dos arquivos digitais com os procedimentos
amostrais sucintamente descritos, com a data e autor da fotografia deverdo ser encaminhados ao
Escritorio de Projetos, através do Relatério de Viagem. O objetivo do registro fotogréfico é ilustrar o
protocolo de amostragem, e material informativo e portal da RRDM para fins de difusdo de

informacdes.
e Comunicagéo

Eventuais problemas referentes ao desenvolvimento de embarque, procedimentos de seguranca ou

sobre questdes técnicas deverao ser feitos ao coordenador de embarque da RRDM.
Os contatos com a equipe da RRDM em terra sao:
Responséavel Geral:

» Dr. Jodo Batista Teixeira (27) 9 9239 5693 - jboceano@gmail.com /

megafauna.ufes@gmail.com
Coordenador (a) de Megafauna:
» Me. Amanda Di Giacomo (27) 9 9792 3547 — amandagiacomo@gmail.com
» Me. Jonathas Barreto (51) 9 9342 3461 — barreto.jonathas@gmail.com
Coordenador de Equipamentos e Logistica:
> Biblogo Nelson Barcelos (27) 9 9869 7145 — nelsonbarcelos@gmail.com

Coordenador de Voo:
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» Geografo Luciano Cajaiba (27) 9 8136 8883 — cajaiba@gmail.com

Escritério de Projetos

» Me. Patricia Bourguignon Soares (27) 9 9975-4214 — patricia.copes@yahoo.com.br

5.6.2 Monitoramento acustico

A area a ser estudada corresponde ao entorno da foz do Rio Doce, abrangendo areas marinhas
costeiras e oceénicas adjacentes, incluindo as Unidades de Conservacao: Parque Nacional Marinho
dos Abrolhos, REBIO Comboios, APA Costa das Algas e REVIS de Santa Cruz. O monitoramento
acustico de cetaceos serd conduzido abordo de um veleiro seguindo método de amostragem por
distancia através de transeccao linear (Buckland et al. 2001) em zig-zag. Os sinais acusticos serao
coletados de forma continua durante o periodo de amostragem através de uma matriz de arrasto.
Simultaneamente seré realizado o monitoramento visual com auxilio de bindculo reticulado ou olho
nu. A cada avistagem o esfor¢o sobre o transecto serd interrompido para aproximacéao, durante a

gual seréo registradas as informacgdes apresentadas no (Quadro 24.)

Quadro 24. Informacgdes registradas durante a aproximagao de grupo avistado.

Informacéo Método Equipamento
Espécie Foto id. Camera Fotografica
Estimativa tamanho de grupo Visual -
Coordenada geogréfica - GPS

Profundidade* - Ecobatimetro

Estado do mar Escala Beaufort/Visual -
Registros acusticos** - Hidrofone estético
Comportamento** Grupo focal Filmadora

* Devido a potencial influéncia do ecobatiometro nos sinais/emissdes aclsticas, a profundidade serd o Ultimo parametro
registrado, o que ocorrera apos o registro acustico e previamente a retomada do esfor¢o sobre o transecto.
** Os equipamentos para registros acustico e comportamental serdo sincronizados permitindo, assim, a associagéo potencial

dos sinais acusticos registrados ao contexto comportamental exibido pelo grupo.

Os registros gravados serdo armazenados em disco rigido em formato digital para posterior analise.
Para cada arquivo uma duplicata sera providenciada em disco rigido separado visando a seguranca

dos dados obtidos.
5.6.3 Monitoramento com veiculos aéreos tripulados

Este protocolo descreve a logistica operacional em campo que serd realizada pela equipe do
GEMARS durante a 1 campanha do subprojeto “Monitoramento cetaceos a partir de técnicas de
sobrevoos” a ser realizada entre os dias 15/01/2019 & 28/02/2019.
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Esta campanha tem o foco principal realizar o monitoramento da toninha e outros pequenos
cetaceos e sera realizada na regido litoranea entre o municipio de Vitoria e Itatnas, ES. A Figura 46
apresenta a area e 84 linhas de coleta de dados. As coordenadas geograficas de inicio (costa) e
final (mar) de cada linha sdo apresentadas no (Quadro 25).

Figura 46. Mapa da area de estudo apresentando as 84 linhas que serdo percorridas em esforco de observacéo pela equipe
de pesquisa abordo da aeronave de trabalho.
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Quadro 25. Lista de waypoints de inicio (costa) e final (mar) das 84 linhas de observagé&o.

Ponto Referéncia Lat Long Ponto Referéncia Lat Long
1 costa -20,3134 -40,2802 43 costa -19,3501 -39,6948
1 mar -20,326 -40,2504 43 mar -19,4125 -39,5526
2 costa -20,2744 -40,2328 44 costa -19,327 -39,6913
2 mar -20,286 -40,2056 44 mar -19,3896 -39,5486
3 costa -20,2252 -40,2056 45 costa -19,3037 -39,6873
3 mar -20,2399 -40,1724 45 mar -19,3663 -39,5437
4 costa -20,1744 -40,1853 46 costa -19,2776 -39,6896
4 mar -20,1848 -40,1625 46 mar -19,3403 -39,5469
5 costa -20,1187 -40,1749 47 costa -19,2494 -39,6956
5 mar -20,1295 -40,1501 47 mar -19,3132 -39,5514
6 costa -20,0522 -40,1903 48 costa -19,2231 -39,6998
6 mar -20,115 -40,0473 48 mar -19,2862 -39,5564
7 costa -20,0389 -40,1635 49 costa -19,1972 -39,7042
7 mar -20,1025 -40,019 49 mar -19,2591 -39,5627
8 costa -20,0166 -40,1577 50 costa -19,1695 -39,7098
8 mar -20,0789 -40,0157 50 mar -19,2324 -39,567
9 costa -19,9967 -40,1482 51 costa -19,1431 -39,7137
9 mar -20,0592 -40,0055 51 mar -19,2057 -39,5709
10 costa -19,9757 -40,1386 52 costa -19,1164 -39,7164
10 mar -20,0386 -39,9971 52 mar -19,1793 -39,5739
11 costa -19,947 -40,1478 53 costa -19,0906 -39,72
11 mar -20,0136 -39,9963 53 mar -19,1533 -39,5776
12 costa -19,9341 -40,1203 54 costa -19,0644 -39,7233
12 mar -19,9975 -39,9767 54 mar -19,1272 -39,5802
13 costa -19,9179 -40,0991 55 costa -19,038 -39,7274
13 mar -19,981 -39,9561 55 mar -19,1006 -39,5851
14 costa -19,8974 -40,0899 56 costa -19,0112 -39,7313
14 mar -19,9601 -39,9474 56 mar -19,0736 -39,5892
15 costa -19,876 -40,0816 57 costa -18,9847 -39,7358
15 mar -19,9386 -39,9389 57 mar -19,0473 -39,5932
16 costa -19,8574 -40,0671 58 costa -18,9584 -39,7395
16 mar -19,92 -39,9241 58 mar -19,0213 -39,5966
17 costa -19,8371 -40,0579 59 costa -18,9312 -39,7433
17 mar -19,8996 -39,9154 59 mar -18,9942 -39,6017
18 costa -19,8146 -40,0526 60 costa -18,9063 -39,7447
18 mar -19,8779 -39,909 60 mar -18,9693 -39,6017
19 costa -19,7957 -40,0395 61 costa -18,8804 -39,7455
19 mar -19,8578 -39,8975 61 mar -18,9437 -39,6022
20 costa -19,7779 -40,0234 62 costa -18,8542 -39,7486
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20 mar -19,8405 -39,881 62 mar -18,9167 -39,6066

21 costa -19,7607 -40,0065 63 costa -18,8288 -39,7503

21 mar -19,8238 -39,8636 63 mar -18,8915 -39,6075

22 costa -19,7437 -39,9873 64 costa -18,8046 -39,7481

22 mar -19,8063 -39,8454 64 mar -18,8679 -39,6053

23 costa -19,7267 -39,97 65 costa -18,7807 -39,7478

23 mar -19,7894 -39,8281 65 mar -18,8431 -39,6053

24 costa -19,7111 -39,9488 66 costa -18,7558 -39,7471

24 mar -19,774 -39,8058 66 mar -18,8188 -39,6041

25 costa -19,6969 -39,9259 67 costa -18,7317 -39,7459

25 mar -19,7597 -39,7849 67 mar -18,7942 -39,6032

26 costa -19,6826 -39,9009 68 costa -18,7066 -39,7458

26 mar -19,7449 -39,7601 68 mar -18,7694 -39,6034

27 costa -19,6692 -39,875 69 costa -18,6818 -39,7451

27 mar -19,7307 -39,7349 69 mar -18,7443 -39,6024

28 costa -19,6576 -39,8443 70 costa -18,6579 -39,7419

28 mar -19,7213 -39,7002 70 mar -18,7213 -39,5988

29 costa -19,6419 -39,8233 71 costa -18,6356 -39,7369

29 mar -19,7073 -39,6729 71 mar -18,6981 -39,5941

30 costa -19,6254 -39,8036 72 costa -18,6129 -39,7311

30 mar -19,6885 -39,6602 72 mar -18,676 -39,5879

31 costa -19,6059 -39,792 73 costa -18,5897 -39,7293

31 mar -19,6683 -39,6492 73 mar -18,6517 -39,5884

32 costa -19,5852 -39,782 74 costa -18,5638 -39,7302

32 mar -19,6479 -39,6397 74 mar -18,6267 -39,5882

33 costa -19,565 -39,7726 75 costa -18,5394 -39,7303

33 mar -19,6278 -39,63 75 mar -18,6015 -39,5882

34 costa -19,544 -39,7638 76 costa -18,5156 -39,7278

34 mar -19,6065 -39,6217 76 mar -18,5786 -39,5845

35 costa -19,5227 -39,7556 77 costa -18,4923 -39,7233

35 mar -19,5852 -39,6133 77 mar -18,555 -39,5806

36 costa -19,5024 -39,7452 78 costa -18,4699 -39,7171

36 mar -19,5649 -39,6033 78 mar -18,5328 -39,5742

37 costa -19,481 -39,736 79 costa -18,4485 -39,7099

37 mar -19,544 -39,5931 79 mar -18,5111 -39,5671

38 costa -19,4595 -39,7279 80 costa -18,4267 -39,7026

38 mar -19,5223 -39,5858 80 mar -18,4896 -39,5595

39 costa -19,4379 -39,7208 81 costa -18,4057 -39,6946

39 mar -19,5002 -39,5782 81 mar -18,4686 -39,552

40 costa -19,4164 -39,713 82 costa -18,3841 -39,6873

40 mar -19,4792 -39,5699 82 mar -18,4467 -39,5443
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Ponto Referéncia Lat Long Ponto Referéncia Lat Long
41 costa -19,3959 -39,7048 83 costa -18,3638 -39,6772
41 mar -19,458 -39,5613 83 mar -18,4263 -39,5346
42 costa -19,3736 -39,6981 84 costa -18,3436 -39,6668
42 mar -19,4359 -39,5553 84 mar -18,4061 -39,5238

Os dados referentes aos integrantes da equipe de campo e o periodo de atuagdo na 12 campanha

encontram-se na Tabela 11.
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Tabela 11. Lista de pesquisadores que participardo do trabalho de campo.

Telefone de Contato de Instituicéo Periodo de atuagéo )
Nome Funcéo RG ) ) Origem
contato emergéncia de Origem na campanha
Larissa Torres, RS
Daniel . ) .
o Pesquisador Heinzelmann 15/01/2019 a
Danilewicz 4056980784 (51) 995627267 ) GEMARS
] Coordenador (companheira) 28/02/2019
Schiavon
(51) 985696997
Federico Marta Sucunza Torres, RS
. (51) 991006015 ) 15/01/2019 a
Sucunza Pesquisador 9078633221 (tia) (51) 9216 GEMARS
28/02/2019
Perez 0754
Paulo Eduardo Ott Torres, RS
. . ) 15/01/2019 a
Henrique Pesquisador 1044143061 (51) 999731795 (irm&o) (51) GEMARS
28/02/2019
Oott 999640569
Martin Marta Sucunza R Torres, RS
' _ 15/01/2019 a
Sucunza Pesquisador 7078625733 (51) 992760267 (tia) (51) 9216 GEMARS
28/02/2019
Perez 0754
Mariana Rodrigo Leédo de Rio de
) ) 15/01/2019 a )
Neves Pesquisador 27678087802 (21) 996092724 Moura (marido) GEMARS 28/02/2019 Janeiro, RJ
Capello (21) 996092724
Natalia Theresa Cristina . Torres, RS
) . ) ~ 15/01/2019 a
Bragiola Pesquisador 3124914437 (51) 999015776 Bragiola (mée) GEMARS
o 28/02/2019
Berchieri (016) 981967646
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A aeronave utilizada nos levantamentos aéreos é um Aerocommander 500b (PT-KUK ou PT-ICR) (Figura 47), aeronave de asa fixa, bimotor, com janelas-

bolhas para observacdo, e, devidamente equipada com todos os equipamentos de seguranca (balsa salva-vidas, Epirb: localizador via satélite,

sinalizadores e telefone satelital), e homologado pela Agéncia Nacional de Aviagdo Civil (ANAC) para monitoramentos sobre o mar.
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Figura 47: Aeronave que sera utilizada nos trabalhos de campo.

Photo Copyright © Wagner M. Eduardo

O monitoramento aéreo para pequenos cetaceos e tartarugas devera ser realizado durante 45 dias.
Serdo percorridas 84 linhas (com réplicas) entre Vitoria e Iltatnas, ES. E importante notar que o
registro e contagem de cetaceos e tartarugas a partir de aeronave é muito sensivel ao estado do
mar, devendo ser realizado apenas em condi¢cdes meteorolédgicas (vento e chuva) apropriadas a fim
de minimizar a perda de animais pelos observadores. Neste sentido, parte dos dias alocados para o
trabalho de campo devera ser de espera em terra por condicbes meteorolégicas favoraveis pela
equipe de observadores. Os voos partirdo do aeroporto Eurico Salles em Vitéria, onde a aeronave
ficard alocada. Esporadicamente, os aeroportos de Sao Mateus e Linhares, ES, poderdo ser
utilizados como pontos de abastecimento.

Para duavidas e esclarecimentos, contatar o coordenador do subprojeto e responsavel pela

campanha, Dr. Daniel Danilewicz (E.mail: daniel.danilewicz@gmail.com; Tel: (51) 995-627267)).

5.6.4 Monitoramento de aves marinhas

As aves marinhas formam um grupo cosmopolita dentro da Classe Aves, o qual depende da
heterogeneidade da paisagem marinha para sua sobrevivéncia e manutencédo da biodiversidade. O
espaco e os recursos marinhos séo partilhados entre espécies reproduzindo-se e/ou alimentando-se
em um mesmo sitio, de modo que a persisténcia das popula¢cdes depende do equilibrio dinamico
desses ambientes. Mudancas abruptas na paisagem ecolégica da area de vida das aves marinhas
representam ndo apenas uma ameaca as populacdes de aves, mas também um desequilibrio critico
no ambiente como um todo, visto que esse grupo desempenha importantes servicos

ecossistémicos.
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A potencial alteracdo do ambiente marinho na Foz do Rio Doce e adjacéncias, causada pela
disposicdo de rejeitos de minério de ferro, ameaca as espécies de aves marinhas que,
reconhecidamente, dependem do ambiente costeiro, como Sula leucogaster, e reforcam o alerta de
conservacao das espécies ja oficialmente ameagadas de extin¢gdo e que ocorrem na regido, como
Phaethon aethereus, Pterodroma arminjoniana, Thalassarche chlororhynchos e Sterna
hirundinacea. Desse modo, € fundamental dimensionar o impacto do desastre ambiental ocorrido no
Rio Doce sobre as aves marinhas, bem como monitorar as espécies que ocorrem na regido para

avaliar os efeitos da descaracterizagdo do ambiente em curto, médio e longo prazos.
++ Captura de aves vivas e acesso as carcagas

As aves vivas deverdo ser capturadas para fixacdo de equipamentos de rastreamento remoto,
marcacdo individual, e coleta de material biolégico. Nas areas reprodutivas, as aves serao
capturadas em seus ninhos manualmente ou com auxilio de puca. No mar, as aves seréao
capturadas com auxilio de tarrafa quando a ave se aproximar da embarcacéo, seguindo Bugoni et
al. (2008). Além disso, serdo obtidas amostras de carcacas das espécies-alvo encontradas na praia.
As aves serdo acessadas apds comunicacdo da equipe por parte do Programa de Monitoramento

de Praia.
+ Rastreamento remoto em periodo reprodutivo

Para a definicdo das zonas de forrageamento e comportamento de alimentacdo das aves de
Abrolhos (S. leucogaster e P. aethereus) durante o periodo reprodutivo, serdo utilizados
equipamentos registradores de posicao satelital com frequéncia de amostragem de 1 posicdo a
cada 10 segundos e acelerdmetros tri-axiais de aceleracdo estatica e dindmica com frequéncia de
amostragem de até 100 Hz. Inicialmente, os ninhos das espécies serdo numerados com fitas
coloridas como forma de facilitar a localizagdo noturna dos ninhos e organizacdo do desenho
amostral. As aves serdo capturadas a noite quando estdo descansando no ninho, manualmente ou
com auxilio de varas equipadas com rede ou laco, dependendo da necessidade de cada caso. Os
equipamentos de GPS (apds impermeabilizados com tubos termocontrateis) e acelerdbmetros (os
quais ja vém impermeabilizados de fabrica, com resina tipo epoxi) serdo acoplados nas quatro
penas centrais da cauda dos adultos utilizando fita especial da marca TESA, modelo 4651. Os
adultos selecionados terdo ninhegos de aproximadamente um més de idade, os quais s&o
caracterizados pela auséncia de rémiges e retrizes e corpo coberto apenas por plumas (Nelson
2005). Os equipamentos (mais fita adesiva e anilha) terdo cerca de 15g, o que corresponde a
menos de 3% da massa corporal das aves estudadas. Apds o processo de fixacdo do aparelho, o
qual dura aproximadamente 5 minutos, a ave sera solta no ninho onde foi capturada. A recaptura
para recuperacdo dos aparelhos sera feita na noite seguinte, através do mesmo procedimento
referido acima, quando a ave retornar da viagem de alimentagcdo diurna e estiver novamente
descansando no ninho. Os instrumentos colocados nas aves podem ser facilmente recuperados e

reutilizados, logo apés a transferéncia dos dados para um computador portatil e recarregamento da
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bateria. Serdo coletados dados de rastreamento para cada uma das espécies, considerando como

satisfatorio um minimo de duas viagens de alimentag&o para cada individuo.
+ Rastreamento remoto em periodo ndo reprodutivo

As aves marinhas serdo rastreadas em periodo nédo reprodutivo através de geolocalizadores e GPS-
PTT's (do inglés Platform Transmitter Terminal). Geolocalizadores sdo equipamentos de pequeno
porte que registram a intensidade de luz em intervalos curtos de tempo e possibilitam o calculo de
duas posicOes diarias (latitude e longitude) aproximadas, por longos periodos. Para determinacao
das areas de invernagem de Sula leucogaster, Phaethon aethereus, e Pterodroma arminjoniana
serdo colocados geolocalizadores com sensores de temperatura e wet/dry, os quais tém capacidade
para registro de dados a cada 5 minutos, durante 2 anos, e possuem massa de 1,5 g, ou seja,
abaixo dos 3% da massa corporal das aves. As aves serdo capturadas no ninho, manualmente, e o
equipamento serd aderido a anilha com lacre plastico. Apés a fixacdo do aparelho, processo que
dura cerca de cinco minutos, a ave sera solta onde foi capturada. Quando do retorno das aves no
ano seguinte ao de sua marcacéo, a ave sera recapturada no ninho, o equipamento serd removido,
e os dados descarregados em computador. O equipamento registra ainda imersédo na agua (sensor
umido/seco), permitindo inferir periodos de voo e de mergulho ou pouso na agua, bem como

temperatura superficial da agua.

Para determinacdo das areas de invernagem de Thalassarche chlororhynchos serdo utilizados
GPS-PTT's, cujos transmissores por satélite deverdo emitir sinais de radio captados pelos satélites
em Orbita terrestre que estao sobre a area no momento em que o sinal é emitido. Os equipamentos
serdo fixados no dorso das aves marinhas e recarregados através de um painel solar. Os dados
deverdo ser obtidos sem a necessidade de recaptura dos organismos, através de um canal de
transmissdo de dados alugado junto a empresas como a ARGOS. Para fixacdo dos equipamentos,
as aves serao capturadas no mar, durante os censos embarcados realizados pelo Projeto Albatroz.
Com a ave contida, o rastreador sera fixado nas penas de contorno do dorso com Fita TESA 4651.
Ap6s o procedimento, que dura cerca de cinco minutos, a ave sera liberada no mar e os dados de

rastreamento sado enviados remotamente ao pesquisador.
+ Censos embarcados

A metodologia para contagem das aves marinhas devera ser a de censo continuo e instantaneo
utilizando embarcacéo (Tasker et al., 1984), pois oferece as melhores estimativas de densidade
relativa e absoluta das aves encontradas no mar (voando ou pousadas). Esse método pode fornecer
uma estimativa valiosa da abundancia de aves marinhas que forrageiam em uma determinada area
ou estdo associadas a coldnias proximas. Ao longo de véarios anos de estudo, esse método deve
fornecer uma medida de circunstancias dos locais de alimentacdo, bem como de varia¢cdes no uso
destes locais. A distribuicdo e abundancia das aves marinhas deverdo ser obtidas através de
censos embarcados mensais. As aves marinhas deverdo ser identificadas através de guias

especificos (Harrison, 1985; Onley e Scofield, 2007) e contadas através de censos continuos e
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instantdneos segundo Tasker et al. (1984) e Gould e Forsell (1989), incluindo as aves seguidoras.

Serdo realizadas 7 transec¢des com 200 km de extenséo (2 ao sul, 4 ao norte e 1 na foz) e deveréo
ser percorridos durante o deslocamento da embarcacédo, preferencialmente, em linha reta na area
monitorada, ao longo das horas de luz do dia. Cada estacdo de contagem deverd incluir as
seguintes atividades em ordem de execucdo: (1) contagem de aves seguidoras na popa da
embarcacao; (2) tomada de informagBes sobre varidveis espaciais, temporais e ambientais (data,
hora, latitude e longitude, rumo e velocidade da embarcacdo, profundidade, tipo de atividade
desenvolvida pelo barco, estado do mar conforme escala Beaufort, temperatura e salinidade da
agua, temperatura do ar, direcdo e intensidade do vento); (3) censo continuo; e (4) censo
instantdneo. Os censos serdo realizados por pelo menos um ornitblogo com experiéncia
reconhecida, sempre do mesmo local, ou do melhor lado da embarcacdo de acordo com condi¢des
de luz e vento no momento. Ao final de uma sequéncia de censo, outra devera ser iniciada apds
intervalo de 10 minutos. Aves seguidoras sdo aquelas que acompanham a embarcacgdo durante a
navegacado, geralmente voando atrds do barco, e deverdo ser contadas da popa. O censo continuo
devera abranger as aves que durante um periodo fixo de tempo aparecem dentro de uma faixa de
300 m de largura, medida a partir do bordo da embarcacdo em angulo reto com a rota do navio,
excluindo as aves seguidoras. No censo instantdneo o tempo de contagem devera ser dividido em
intervalos consecutivos de duracédo fixa. Ao inicio de cada intervalo deverdo ser contadas as aves
presentes dentro do raio de 300 m entre o rumo do barco e a linha perpendicular a este, varrendo-
se assim a quarta parte de um circulo. Os censos continuos deverao ter duragdo de 10 minutos, e
0s censos instantaneos terdo 10 intervalos consecutivos de 1 minuto. A posicdo do limite externo da
faixa de censo devera ser determinada segundo Heinemann (1981), através de uma triangulacao
envolvendo a largura da faixa de censo de 300 m, a altura do observador acima da superficie do
mar e a distancia entre os olhos do observador e a ponta superior de um paquimetro colocada na
linha do horizonte. Para tal a embarcacdo deverd navegar a velocidade constante, com rumo
conhecido, e que a linha do horizonte seja visivel. Os censos deverdo ser realizados por dois
ornitélogos com experiéncia, simultaneamente para evitar problemas de deteccdo de aves durante o
deslocamento da embarcacdo (Spear et al., 2004) e devera ser auxiliado pelo observador de
mamiferos. A densidade de aves (nimero de aves/km2) devera ser calculada com base nos
resultados obtidos nos censos instantaneos, com referéncia a area total coberta em cada censo,

sendo esta igual a 10 vezes a area varrida em cada contagem instantanea.
++ Censos de praia

A metodologia a ser executada devera ser o “ltinerario Fixo”, a ser percorrido por veiculo
motorizado, devendo ser estabelecido pelo menos quatro trilhas a serem percorridas mensalmente
na praia. Cada trilha tera, no minimo, 30 km. Duas devem seguir ao norte da foz (até o Degredo e
Barra Seca), outra ao sul da foz (até Barra do Riacho) e uma udltima mais ao sul (15 km ao norte do

Piraque-acu e 15 km ao sul). Também deve ser usado o método de “Contagem em Descanso”, haja
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vista existéncia de bancos de areia as margens da foz e no estuario, que séo utilizados como

dormitorio e &rea de descanso pelas aves.
+ Coleta de dados demogréficos nas areas reprodutivas

Para a estimativa do tamanho populacional, sera realizada uma busca ativa de ninhos de Phaethon
aethereus e Sula leucogaster em todo o arquipélago dos Abrolhos, e de Pterodroma arminjoniana
em Trindade (Mancini et al. 2016), durante o pico reprodutivo de cada espécie. Durante o periodo
reprodutivo de cada espécie, uma amostra da col6nia sera monitorada quinzenalmente da postura
do ovo ao voo dos filhotes, para levantar dados sobre sucesso reprodutivo, sobrevivéncia, fidelidade
ao ninho e ao parceiro reprodutivo. Em Abrolhos, os trabalhos de campo estardo em consonancia
com o Programa de monitoramento de aves marinhas do Parque Nacional Marinho dos Abrolhos
(ICMBIio 2017). Os ninhos serdo identificados e georeferenciados, e adultos e filhotes seréo

individualizados com anilhas metalicas do CEMAVE/ICMBIo.
+ Coleta de amostras biolégicas
e Parametros de salde, variabilidade genética e toxicologia

Deverdo ser obtidas amostras de sangue e suabes de todas as aves que forem manipuladas nas
capturas a bordo, em Abrolhos, em Trindade e no monitoramento de encalhes nas praias. Neste
Ultimo, considerando as espécies-alvo do monitoramento (Sula leucogaster, Thalassarche
cholorynchos, Phaethon aethereus, Sterna hirundinacea e Pterodroma arminjoniana). As coletas de
sangue deverao ser realizadas por venopuncao da veia ulnar ou da jugular. No maximo 1% do peso
corporal de sangue de cada ave devera ser coletado, utilizando agulhas descartaveis acopladas em
seringas heparinizadas. De cada individuo, 100 ul de sangue serdo estocados em microtubos com
alcool 70° ou &lcool absoluto para posterior extracdo de DNA e andlises moleculares para
estimativas de indices de variabilidade genética. Essas amostras serdo enviadas para analise no
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da FURG. As amostras destinadas aos parametros de saude, apos
a coleta, serdo mantidas em caixas refrigeradas para serem encaminhadas, sob refrigeracdo, a
laboratdrios comerciais e/ou parceiros da Rede Albatroz, criada no ambito do Plano de Acéo
Nacional para a Conservacédo de Albatrozes e Petréis — PLANACAP, pelo Projeto Albatroz. Das
aves encontradas mortas durante os monitoramentos de praia, serdo realizadas coletas de penas e

musculo, prioritariamente. Este material devera ser congelado para posterior analise.

As amostras de sangue total deverdo ser processadas para realizagdo dos parametros
hematol6gicos e extracdo de DNA. Padrdes hematoldgicos serdo obtidos pelos profissionais de
medicina veterinaria em campo ou até 24-48 h apos a colheita das amostras. As amostras de DNA
extraidos por kits comerciais, tanto das amostras de sangue quanto das amostras de suabes
cloacais e de orofaringe, deverdo ser mantidas congeladas a —80°C para posterior utilizacdo nos
exames de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e sequenciamento genético para a
identificagdo do patdgeno. As amostras de cloaca e orofaringe para analise microbiolégica e PCR

deverdo ser coletadas das aves utilizando-se suabes estéreis especificos e mantidas refrigeradas
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em meio de transporte Stuart por até 48 h até processamento no laboratério (cultura e isolamento

das bactérias para posterior extracdo de DNA e sequenciamento genético). Um segundo suabe de
cloaca e orofaringe devera ser processado diretamente para detecgdo molecular de patégenos,
sendo mantido congelado em tubos tipo eppendorf contendo meio PBS, antibiético e antifingico,
desde imediatamente apés a colheita até andlise laboratorial. Estas amostras também poderéo ser
utilizadas no sequenciamento em massa (metagendmica) para identificacdo da presenca dos

patégenos de escolha, notadamente bactérias.
e Andlises isotopicas

Para a analise dos is6topos estaveis de carbono e nitrogénio, serdo coletadas amostras de 1 cm3 de
musculo das aves mortas nas praias, 100 ul de sangue e penas das aves vivas, e 1 cm3 de musculo
das potenciais presas das aves marinhas. As amostras de aves vivas serdo obtidas por puncdo de
veia tarsal, com auxilio de seringas e agulhas estéreis. As amostras de musculo de aves
encontradas mortas nas praias serdao coletadas com bisturis estéreis. As amostras de potenciais
presas serdo coletadas a partir do material regurgitado espontaneamente pelas aves, com auxilio de
bisturis estéreis. Todas as amostras devem ser estocadas em microtubos e congeladas, sem adicéo
de &lcool. Todas as amostras devem ser enviadas para analise no Instituto de Ciéncias Biolégicas
da FURG.

5.6.5 Monitoramento de Cetaceos

+« Monitoramento do uso do habitat por cetaceos em areas adjacentes e da foz do Rio Doce a

partir de avistagem por ponto fixo

O monitoramento de cetaceos através do método de avistagem por ponto fixo teve inicio na primeira
semana de outubro de 2018, por 12 meses. Os quatro pontos de observacdo pré-determinados

estao localizados em dois municipios distintos: Aracruz e Linhares (Figura 48 e Figura 49).

No municipio de Aracruz, a observagéo ocorrera na foz do rio Piraqueagu e na praia de Santa Cruz
(Figura 48). Em Linhares, a observacédo sera na foz do rio Rio Doce e na praia de Regéncia (Figura
49). E importante salientar que os pontos inicialmente definidos estéo sujeitos a alteracbes apds

saida prévia para validagado dos mesmos. Essa saida prévia ocorrera na semana de 24 a 28/09/18.

Com a utilizagdo de binéculos (BUSHNELL 10x42MM, com alcance de 12km), as observacgdes
serdo realizadas por dois pesquisadores, sendo duas observacdes semanais para cada um dos
pontos de cada cidade, e 5h diarias por ponto por observador. As observacdes serdo realizadas
entre 5:30 e 17:30, considerando a claridade natural do dia e condi¢gBes climaticas favoraveis
(escala Beaufort de 0 a 3). O periodo do dia de observacdo entre 0os pontos sera alternado para

evitar repeticbes de marés.
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O método utilizado para as observacdes serd a observacé@o de grupo-focal com registro instantaneo
do comportamento em intervalos de cinco minutos (Daura-Jorge et al. 2005; Azevedo et al. 2007).
Quando forem avistados cetaceos serao registrados: espécie, numero de individuos por grupo, tipo
de comportamento desenvolvido no momento, localizacdo exata (GPS), e outras informacgdes

apresentadas na planilha pré-formulada (Tabela 12).

Figura 48. Pontos fixos na foz do Rio Piraqueagu (A) e praia de Santa Cruz (B), Aracruz — ES.
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Tabela 12: Ficha modelo de monitoramento de cetaceos por ponto fixo.

MONITORAMENTO DE CETACEOS POR PONTO FIXO

Método Ad libium e Scan, varredura com registro a cada 5 minutos (Flach et al. 2008)

PONTO ( )A ( )B PONTO ( )A ( )B
LOCAL LOCAL
DATA DATA
HORA DO HORA DO
INICIO INiCIO
HORA DO FIM HORA DO FIM
ESCALA ESCALA
BEUFORT BEUFORT
TIPO DE MARE TIPO DE MARE
TABUA DE TABUA DE
MARE MARE
OBSERVACOES
OBSERVACOES
ESPECIE / N° INDIV. / COMPOSIC. / COMPORT. ESPECIE/ N° INDIV. / COMPOSIC. / COMPORT.
HORARIO DA HORARIO DA
OBSERVACAO OBSERVACAO
LEGENDA: N° INDIV.: Nimero de individuos
COMPOSIC.: Composicdao
COMPORT.: Comportamento

+«» Monitoramento do uso do habitat por cetdceos em areas adjacentes a foz do rio doce a partir
de embarques

O monitoramento de cetaceos por meio de embarque teve inicio em outubro de 2018 e previsdo de
12 meses de duragdo. A metodologia de amostragem serd através da Distance Sampling, técnica
na qual estima-se a densidade e abundancia de cetaceos de forma eficaz (BUCKLAND et al., 2001).
Essa amostragem dar-se-a através de transecc¢des lineares, que, distam 3 milhas nauticas da costa
e 2 milhas nauticas paralelas entre si (Figura 50).
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O embarque serd mensal, tendo como ponto de partida provavelmente o porto do rio Piraqueacu,
em Santa Cruz. A cada més, de forma alternada, o monitoramento esta previsto para abranger a
regido ao sul da foz do Rio Doce até o Rio Piraqueacu e a regido ao norte da foz do Rio Doce, até a
regido de Pontal do Ipiranga em Linhares, com previsdo de 10 a 12 horas de duragdo. A
embarcacdo utilizada atuard com velocidade de cruzeiro estimado entre 9 a 14 milhas/h. Baixas
velocidades da embarcagéo oportunizam a deteccdo de cetaceos que estiverem parte do tempo
indisponivel, por estarem mergulhando, para amostragem por parte do observador, assim
minimizando o viés de disponibilidade (MARSH & SINCLAIR, 1989).

Figura 50. Mapa da proposta de transectos para avistagem de cetaceos.

Projeto de monitoramento de cetaceos
Proposta de transecto para avistagem de cetaceos

\ |
MCPontal dollpiranga

A +CFozdo Rio/Doce

Legenda
<» Trajeto de amostragem final
2 Trajeto de amostragem inicial

CFoz/do Rio Piragueacu | 20 mi |

Y

Google Earth

Dois pesquisadores permaneceréo simultaneamente em estado de observacéo, localizados na proa
e popa da embarcacdo, respectivamente. Outros observadores, sempre que disponiveis, se
posicionardo no través da embarcacdo. A fim de evitar a fadiga e possiveis vicios de observacao
individuais, havera um revezamento entre observadores e anotadores. Os observadores procurardo
cetaceos a “olho nu” e utilizando binéculos de 10 x 42. Serdo embarcados cinco ou seis membros

da equipe.
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Quando um grupo de baleias e/ou golfinhos for avistado, serdo registrados dados como: espécie,

namero de individuos por grupo, tipo de comportamento desenvolvido no momento, localizagdo
exata (GPS), e outras informacdes ja listadas nas fichas de campo pré-formuladas (Quadro 26,
Quadro 27 e Quadro 28). Serdo feitas tentativas de aproximac¢do, mantendo uma distancia
de seguranca de 50 metros proposto por Schneider (1999). Caso a aproximacao seja inferior aos 50
metros, 0 motor serd colocado em neutro ou mesmo desligado, para evitar comportamentos de
repulsa. Mudancas de direcdo da embarcacdo, superiores a 45 graus, serdo evitadas. A
permanéncia com cada grupo sera de, aproximadamente, no maximo 20 minutos. Se possivel serdo
realizadas bidpsias (pele e gordura) dos cetaceos para as analises genéticas e de contaminantes.

Serdo realizados alguns registros fotogréficos e de videos durante as avistagens.
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Quadro 26. Ficha de cruzeiro de pesquisa.

| Cruzeiro n: | Data: I / Embarcagio: |
Coordenader:
Participantes:
Rota:
wr | Amostragem: Inicio : até . (Total: min.) Distdncia amostrada: mn
I
E Latitude Inicial: =] Latitude Final: =
= | Longitude Inicial: W Longitude Final: W
w | Amostragem: Inicio : até . (Total: min.) Distdncia amostrada: mn
0 . . :
% Latitude Inicial: ] Latitude Final: =1
= Longitude Inicial: W Longitude Final: W
Total em esforgo de avistagem: minutos Fichas n® a
Distdncia Amostrada: milhas nauticas N® de bidépsias:
M*® total de individuos: N° de filhotes:

Espécies avistadas/quantidade: { ) __Boto-Cinza ( )__ Toninha { )__ Jubarte ( )__ outra:

Observacbes:

METEOROLOGIA | 1" TOMADA | 2° TOMADA | 3 TOMADA @ 4° TOMADA 5° TOMADA | & TOMADA |
HORARIO

Latitude Latitude Latitude Latitude Latitude Latitude

ZEEIEQEHCA Longitude | Longitude | Longitude @ Longitude @ Longitude | Longitude

VISIBILIDADE

VENTO: VEL.S
DIRECAD

MAR (Beaufort)
COBERTURA DO
CEU (%)
PROFUNDIDADE
(pes)
TRANSPARENCIA

{m}
Observagoes:
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Quadro 27. Ficha de observagéo de baleia jubarte.

R!O

DOCE
MAR

M€ de individuos:

Composicio social:

Ficha n2: Cruzeiro n2: Data__ /[ ME Grupo: Registrador:
Hora de inicio e término da avistagem: as (Total minutas)
Horario de aproximacdo: Profundidade: Fotdgrafo:
Posigdo geografica INICIAL: 5 FINAL: 5

W W

Grupo competitiva: | ) sim

[ )nio

Filhote: { ) sim | ) ndo

N
—

—

Comportamentos observados: [ ] antes da aproximagio | ) apés a aproximagio  { } filhote

[ 10} ) repouso [10){ ) espiar (10 )] }salto

[ 1( }{ }deslocamento [ 1111 }exp.ventral [ 11 1{ }exp. caudal em mergulhe

[ 10 }{ }exp. cauda parada [ 1{ )1 }serpentear [ 11 )1 }batida de cauda

[ 1{ }{ ] batida de cabega [ 11 )1 }ecanto [ 11 ){ } batida de peitorais

[ 10 }{ }emissdo de ruido [ 10 )4 }merg. emdesloc [ ]{ ){ }salto/golpe de caudal

[ 1{ ){ }exalagdo de bolhas

Observacdes:

Padrda: :FoT.o: Zoorm: ) :[}Isténcia: Fadrdo: |Fm‘o: Zoom; | Distancia:

1D OK: Bidpsia n2 1D OK: | Bidpsia nt

Posicdo Social: { ) pele em 3lcool Posigdo Social: { ) pele em dleool
|{ ) gordura | Jgordura
Reacdo: Sim () Reagdo: Sim [ )
Nio | ) Nao | )

— Cual: y/N Qual:

Padrda: Foto: Zoom: Distancia: Padrdo: | Foto: Zoom: | Distancia:

10 OK: Bidpsia n2 1D OK: Bidpsia n2

Posicdo Social: | ) pele em dlcocl | Posigdo Social: { ) pele em dlcool
| ) gordura | ) gordura
Reagdo: Sim () Reacda: Sim [ )
Nao | ) Nag( )

@_‘_ﬁ& Cual: {l\ Cual:

Padria: Foto: Zoom: Distancia: Padria: | Foto: Zoom: | Distancia:

1D OK: Biopsia n2 1D OK: Biopsia n2

Posigio Social: | ) pele em slcool | Posicdo Social: | ) pele em dlcool
| ) gardura | Jgordura
Reagdo: Sim | ) Reagdo: Sim | )
WELTI Nao( )
Cual: Csal:
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Quadro 28. Ficha de observacao de golfinho.

Fichan®:  Cruzeiron2: __ Data__/ /201 N2 Grupo:____ Registrador: Espécie:
Hara de inicio e términa da avistagem: as (Total minutos)
Horario de aproximacio: Profundidade:; Fotografo:
Posicdo geografica INICIAL: °s FINAL: ‘5

W W

Interacdo entre grupos: | )sim [ ) ndo | Filhote: [ Jsim [ | ndo

M2 de individuos:

Presenca de aves: | ) sim{ ) ndo | Presenca de embarcacdo: [ ) sim{ ) ndo

Quais: Composicdo social:
Comportamentos observados: [ ]1antes da aproximagdo | ) apos a aproximagdoe { }filhote
L1004 Fsurf [ 10 )] }espiar [1{){ }salto parcial
[ 1(){ }deslocamento [ 1( ) }exp. ventral [ 10 ){ }cambalhota
[ 10 )1 } perseguindo presa [ 11 }{ }serpentear [ 11 ){ lbatida de cauda
[ 10 )1 }batida de cabega [ 11 )}{ }controle objetos [ 11 ){ }exibir peitorais
[ 10 ){ } merg. em deslocamenta [ ]{ }{ } Nadar junto ao barco [ 110 ){ }salto total
Observagdes:
Foto: Zogm: Distancia: Foto: Zoom: Distancia:
Posig3o Social. Bidpsia n? Posigio Social: Bidpsian® ___
| ) pele em alcool [ ) pele em dlcool
| ) gordura [ ) gordura
Reagdo: Sim | ) Reagdo: Sim ()
Mo | ) Nao ()
~ = Qual: N = Qual:
X) j\\;j / —
. - -
Foto: Zoam: Distancia: Foto: Ime: Disténcia:
Pasigdo Social: Bidpsia n? Pasiclo Soclal: Bidpsia n?
[ ) pele em alcoal [ ) pele em alcool
[ ] gardura [ ) pordura
Reacdo: Sim () Reacdo: Sim { )
Mo |( ) MNao ()
T Qual; ~ Qual:,
T e i -
Foto: | zoom: Distancia: Foto: Ime: Distancia:
Paosicdo Soclal: Bidpsian? _ |posicio Social: Bidpsia ne
{ ) pele em alcool [ ) pele em dlcool
{ ) gordura [ ) gordura
Reacdo: Sim () Reagdo: Sim { )
Mo ) Nao | )
~ U ™ |Oual: S Qual;
< < P
Pl S 22
Jbservacbes:
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Para auxiliar na identificacdo das espécies, caso necessario, 0os observadores utilizardo guias de

identificacdo e/ou registros fotograficos. Para um melhor resultado no monitoramento, sera dada

preferéncia para dias em que as condi¢cdes maritimas estejam ao maximo de Beaufort 3 (ventos de

7-10 n6s e ondulagdo de até 60 cm). Caso haja adversidades climaticas (baixa visibilidade e/ou

chuvas persistentes) a amostragem podera ser interrompida e transferida para outra data.

+» Ecotoxicologia, Reproducéo, Dieta, Genética, Histopatologia e Microbiologia

As analises serdo realizadas em amostras coletadas de carcacas de cetaceos recolhidas nas praias

da area monitorada. Os animais encalhados, normalmente sdo encontrados mortos. Amostras de

bidpsias de cetaceos poderao ser coletadas durante os cruzeiros do projeto.

A relacdo dos parametros a serem monitorados € apresentada na Tabela 13.

Tabela 13. Relagdo dos parametros a serem analisados para cetaceos na area a ser monitorada.

Amostra

Andlise

Musculo

Mercurio

Cadmio

Ferro

Cobre

Manganés

Zinco

Arsénio

Organoclorados

Organobromados

Is6topos estaveis de C e N

Mercurio

Cadmio

Ferro

Cobre

Manganés

Zinco

Arsénio

Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos

Mercurio

Cadmio

Ferro

Cobre

Manganés

Zinco

Arsénio

Gordura

Organoclorados
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Amostra Anédlise

- Organobromados

- Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos

Gonadas Estagio reprodutivo

e Mercurio e elementos-trago
Deveréo ser coletadas amostras de carcacas em cddigos 2 e 3 (Geraci & Lounsbury 2005).

As amostras de musculo (dorsal, lado esquerdo), figado e rim (esquerdo) deverdo ter

aproximadamente 100g, dos quais 50g serdo enviados a UERJ.

As amostras devem ser acondicionadas em saco zip sem etiqueta pelo lado de dentro, e

armazenadas em freezer.

e Organoclorados e organobromados

Deverao ser coletadas amostras de carcacas em codigos 2 e 3 (Geraci & Lounsbury 2005).

As amostras de gordura deverdo ter aproximadamente 100g, dos quais 50g seréo enviados a UERJ.

As amostras devem ser acondicionadas em papel aluminio dentro de saco zip sem etiqueta pelo
lado de dentro, e armazenadas em freezer.

e Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
Deverdo ser coletadas amostras de carcacas em cddigos 2 e 3 (Geraci & Lounsbury 2005).
As amostras de gordura deverao ter aproximadamente 100g, dos quais 50g serdo enviados a UERJ.

As amostras devem ser acondicionadas em papel aluminio dentro de saco zip sem etiqueta pelo

lado de dentro, e armazenadas em freezer.
e |sétopos estaveis

Deverdo ser coletadas amostras de carcacas em cédigos 2 e 3 (Geraci & Lounsbury 2005). As

amostras de musculo deveréo ter aproximadamente 20g.

As amostras devem ser acondicionadas em saco zip sem etiqueta pelo lado de dentro, e
armazenadas em freezer.

e Andlise reprodutiva
Deveréo ser coletadas amostras de carcacas em cddigos 2 e 3 (Geraci & Lounsbury 2005).
Coletar testiculos e ovarios (identificando direito e esquerdo) e fixar em formol 10%.

e Genética
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Coletar pele ou musculo de carcacas em qualquer estado de conservacgao.

As amostras deverdo ter tamanho aproximado de um grao de feijdo. Idealmente, coletar duas
amostras de cada animal e colocar em um mesmo microtubo. Preparar dois microtubos para cada

animal.

Armazenar em éalcool 100% e se possivel, guardar no freezer, até o envio para o Laboratério de
Genética e Conservacado Animal (LGCA) do CEUNES/UFES, Séao Mateus, ES.

e Procedimento de coleta por tecido

Resumo das amostras a ser coletadas por tecido (veja detalhamento acima):
» Misculo: duas aliquotas (para mercurio + elementos, e para is6topos);
» Figado: duas aliquotas com coleta diferente (para mercurio + elementos, e para HPASs);
» Rim esquerdo: uma aliquota (para mercurio + elementos);

» Gordura: duas aliquotas com mesma coleta (para organoclorados + organobromados e para
HPAS);

» Gobnadas;

» Dentes;

» Pele ou muasculo (preferencialmente) para genética.
e Procedimento de coleta por estagio da carcaca

Resumo das amostras a ser coletadas dependendo do estagio de decomposi¢éo da carcaga (veja

detalhamento no quadro abaixo (Quadro 29):

Quadro 29: Detalhamento do resumo das amostras a serem coletadas.

Codigo de Mercurio + Clorados + i .
o HPAs Isotopos Genética
decomposicéo elementos bromados
2 M, F, R G G M Mou P
3 M, F,R G G M Mou P
4 - - - - M ou P
5 - - - - M ou P
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+ Histopatologia

Com a certificacdo do 6bito dos animais encontrados nas praiais sera realizada a necrépsia com
retirada de fragmento de tecidos para avaliagdo histopatolégica no Laboratério de Morfologia e
Patologia Animal (LMPA) do Hospital Veterinario da UENF.

Durante a necropsia os 0Orgaos serdo avaliados macroscopicamente quanto a forma, textura,
consisténcia e coloracdo das superficies e, os com suspeita de lesdes, serdo coletados em
fragmentos com até 1 cm de espessura e imediatamente fixados em formalina neutra tamponada a
10%, excetuando-se o coracao, que sera colhido inteiro e imediatamente incidido transversalmente

para fixacdo de atrios e ventriculos.

Caso ndo sejam observadas lesBes aparentes, € recomendado, pelo menos, a retirada de
fragmentos dos seguintes 6rgdos: musculo, figado, rim, gordura, gbnadas, dentes e pele, os quais

passardo pelo mesmo processo de fixagdo anteriormente citados.

Todo o material sera fixado por um periodo minimo de 48 horas. A relagdo dos parametros a serem

monitorados é apresentada na Tabela 14.

Tabela 14. Relacédo dos parametros histopatol6gicos a serem avaliados para os cetaceos na area monitorada.

Amostras Anédlise
Mdusculo Histopatolégica
Figado Histopatoldgica
Rim Histopatoldgica
Gordura Histopatoldgica
Gobnadas Histopatoldgica
Dentes Histopatoldgica
Pele Histopatoldgica

« Microbiologia

Para as analises bacteriol6gicas, as amostras com lesdes serdo coletadas por meio de swabs
estéreis 0s quais deverdo ser remetidos refrigerados em caixa, isotérmica, com meio de transporte
adequado para cada andlise, ao laboratério imediatamente apés o término das colheitas, para
facilitar o isolamento do agente infeccioso. Os swabs serdo encaminhados para o Laboratério de
Sanidade Animal (LSA) do Hospital Veterinario da UENF.

Posteriormente, serdo semeados e processados em meios de cultura (caldos e/ou em agar), como

agar sangue, agar macconkey, agar saboraud, agar mueller hinton, entre outros, para o crescimento
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de micro-organismos patogénicos. Em seguida, as amostras serdo incubadas em estufas

bacteriol6gicas a 37°C por 24/48 hs. As amostras que apresentarem crescimento bacteriano serédo
repicadas em meios de cultivo préprios e analisadas através de métodos de coloragao especifica.
AplOs esse processo, serd feita a identificacdo microbiana, com a realizacdo de andlises por
métodos bioquimicos ou por kits de identificagcdo microbiolégica. A seguir, com 0s micro-organismos
identificados, ser&o realizados os antibiogramas e/ou antifungigramas para posterior confec¢do dos

laudos.

5.6.6 Monitoramento de tartarugas marinhas
+» Obtencado das amostras de tartarugas em reproducao

O monitoramento de tartarugas-marinhas em reproducdo sera realizado durante as temporadas
reprodutivas em Linhares, ES. A temporada reprodutiva se estende de setembro a maio, porém as
campanhas de coleta de sangue das fémeas serédo feitas de outubro a janeiro, pois 0 baixo nimero
de desova em setembro, fevereiro, mar¢o, abril € maio inviabiliza o trabalho de campo. As coletas
de sangue e ovos serdo realizadas a noite durante a temporada reprodutiva de segunda a sexta-
feira. A coleta de ovos e filhotes natimortos sera feita diariamente, pela manha de novembro até

janeiro.

As praias serdo monitoradas com quadriciclo com tracdo 4x4 das 20 as 4h em busca de fémeas em
desova pela equipe TAMAR. A equipe RRDM sera acionada por celular e se deslocara em veiculo

4x4 até o ponto de acesso a praia mais proximo da desova.

A captura das Caretta caretta serd manualmente logo apds a postura. Apds a captura, todos os
animais serdo contidos por meio da contencéo fisica manual para tomada de dados biométricos e

coleta de material biolégico necessario para o desenvolvimento do trabalho.

ApOs serem capturados, imediatamente serd feita a coleta de sangue no menor tempo possivel.
Serdo tomadas medidas biométricas da carapaca com fita métrica flexivel, obtendo o comprimento
curvilineo da carapaca (CCC), medido do ponto cranial da linha média da carapaca até o ponto
caudal e largura curvilinea da carapaca (LCC) medida do ponto mais largo da carapaca pela maior
distancia entre as placas marginais, ambos os dados em metros de acordo com a metodologia
utilizada pelo Projeto TAMAR/ICMBIo. Também sera obtida massa com dinamdmetro analégico com

capacidade de 200 Kg com escala minima de 0,2 Kg.

Os animais capturados serdo identificados nas nadadeiras com marcas de liga de inconel (modelo
681C, National Band and Tag Co.), de acordo com a metodologia utilizada pelo Projeto

TAMAR/ICMBIo, na qual cada animal recebe uma numeracéao Unica.

Os ovos serdo coletados no momento da desova (sendo 3 por ninho de C. caretta, totalizando 90, e

até 45 ovos de D. coriacea) sem contato com o solo, que serdo armazenados congelados a -80°C
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em sacolas plasticas. O ninho sera georreferenciado e monitorado para que filhotes natimortos

(aproximadamente 3 por ninho) e ovos ndo eclodidos sejam coletados apds o nascimento dos
filhotes, armazenados congelados em sacolas plasticas a -80°C. O monitoramento dos ninhos e
coleta de filhotes natimortos e ovos gorados podera ser realizado pela equipe do Projeto TAMAR

gue também obtera os dados de eclodibilidade.

Serdo coletadas amostras de sangue de aproximadamente 3 tartarugas C. caretta fémeas em
reproducdo por noite de monitoramento, somando 60 ao longo da temporada reprodutiva, uma
média de 10 por més. Ndo serdo coletadas amostras sanguineas de D. coriacea devido a
dificuldade de obtencdo e o0 estresse excessivo dos animais. As amostras sanguineas serao
centrifugadas para obtencdo de plasma e soro, que serdo congelados em nitrogénio liquido e

armazenadas a — 80°C.

Amostras sanguineas serdo coletadas por venopunc¢do no Seio Venoso Cervical com agulhas
hipodérmicas 40 x 1,2 mm e seringas descartaveis, obtendo-se um volume de 10 mL, respeitando o
limite m&ximo de 0,1% do peso vivo. Imediatamente apos a coleta, serédo realizados 5 esfregagos
sanguineos com sangue sem anticoagulante. As amostras seréo fracionadas em tubos contendo
heparina sodica e acondicionadas em recipiente isotérmico de 4 a 8°C. Ao chegar ao laboratério de
campo, 1 ml de sangue total de cada espécime sera destinada a realizacdo do hemograma e o
restante serd centrifugado a 5000 RPM durante 10 minutos para obtencdo do plasma e
armazenadas em aliquotas de 2 mL em criotubos plasticos em nitrogénio liquido enquanto estiver
em campo. Apdés envio ao laboratério as amostras serdo estocadas em ultra congelador a -84°C até

posterior analise.

Amostras de tecido das tartarugas marinhas serdo obtidas por meio de uma excisdo dermatologica
utilizando-se um punch estéril e descartavel de 6.0 mm de dimenséo. Cada tecido removido seréa
armazenado e devidamente etiquetado em tubos do tipo eppendorfde 2,0 mL contendo etanol

absoluto para preservacao do material até seu transporte ao LGEM-UFES.

Os ovos e os filhotes serdo homogeneizados em “pools” de 3 ovos ou filhotes por ninho totalizando
assim 30 amostras de pool de ovos e 30 de filhotes de C. caretta e 15 de D. coriacea. No total seréo

obtidas 750 amostras entre plasma, ovos e filhotes de C. caretta a serem analisadas.
+ Obtencdo de amostras de tartarugas juvenis nas areas de alimentacéo

Serdo realizadas 4 campanhas de captura de Chelonia mydas juvenis ha APA Costa das Algas em
Santa Cruz, proximo a foz do rio Piraqué-agu, Aracruz, ES e 4 campanhas no Recife de Coroa

Vermelha - BA. Por ano serdo capturados 45 individuos em cada area de alimentacao.

A captura de Chelonia mydas juvenis sera por busca ativa ou com uso de rede de espera de nylon
com malha de 8 cm, 6 metros de largura e 200m de comprimento (SANTOS, 2005). A rede sera
lancada a partir de um barco motorizado e fixada ao fundo com ancora a uma distancia de 10 a 200

metros da praia. Ap6s armada, a rede sera monitorada continuamente para evitar lesdes nos
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animais que forem capturados. O tempo de esforco sera de 4 a 6 horas diarias a depender das

condigBes climéticas e oceanograficas.

Apé6s serem capturadas, serdo tomadas medidas biométricas da carapaga com fita métrica flexivel,
obtendo o comprimento curvilineo da carapaga (CCC), medido do ponto cranial da linha média da
carapaca até o ponto caudal e largura curvilinea da carapaca (LCC) medida do ponto mais largo da
carapaca pela maior distancia entre as placas marginais, ambos os dados em centimetros de
acordo com a metodologia utilizada pelo Projeto TAMAR/ICMBIo. Também sera obtida a massa de
juvenis de C. mydas com uso de dinamdmetro digital com capacidade para 50Kg com escala

minima de 0,1g.

Os animais capturados serdo identificados nas nadadeiras com marcas de liga de inconel (modelo
681C, National Band and Tag Co.), de acordo com a metodologia utilizada pelo Projeto

TAMAR/ICMBIo, na qual cada animal recebe uma numeracéo Unica.

Amostras sanguineas serdo coletadas por venopun¢do no Seio Venoso Cervical com agulhas
hipodérmicas 25 x 0,7 mm em juvenis e seringas descartaveis, obtendo-se um volume entre 3 e 30
mL de acordo com o tamanho dos animais, respeitando o limite maximo de 0,5% do peso vivo
(SANTOS et al., 2015). Imediatamente apds a coleta, serdo realizados cinco esfregacos sanguineos
com sangue sem anticoagulante. As amostras serdo fracionadas em tubos contendo heparina
sédica e acondicionadas em recipiente isotérmico de 4 a 8°C. Ao chegar ao laboratério de campo, 1
ml de sangue total de cada espécime serd destinada a realizacdo do hemograma e o restante sera
centrifugado a 5000 RPM durante 10 minutos para obtencdo do plasma e armazenadas em
aliquotas de 2 mL em criotubos plasticos em nitrogénio liquido enquanto estiver em campo. Apés
envio ao laboratorio as amostras serdo estocadas em ultra congelador a -84°C até posterior analise

bioquimica e envio ao laboratério de referéncia (FURG).

Amostras de tecido das tartarugas marinhas serdo obtidas por meio de uma excisdo dermatoldgica
utilizando-se um punch estéril e descartavel de 6.0 mm de dimensé&o. Cada tecido removido sera
armazenado e devidamente etiquetado em tubos do tipo eppendorfde 2,0 mL contendo etanol

absoluto para preservacdo do material até seu transporte ao LGEM-UFES.
+ Remessa de amostras

As amostras de plasma, ovos e natimortos serdo encaminhadas ao laboratério de referéncia
(FURG) e deverdo ser armazenadas em caixas de isopor contendo gelo seco e transportadas em
caminhdo frigorifico congeladas a -10 °C, sob responsabilidade da RDDM. As amostras de tecidos
para analise genética deverdo ser encaminhadas em temperatura ambiente para o Laboratério de
Genética e Evolucdo Molecular da UFES (LGEM-UFES).

As amostras de plasma para provas bioquimicas deverdo ser enviadas congeladas em isopor com
gelo reciclavel para o IMD. As amostras serdo enviadas acompanhadas de uma lista com seus
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respectivos cédigos de identificacdo para verificacdo no destino. Qualquer incoeréncia deve ser

informada ao escritério de projetos e ao IMD.

5.7 ANEXO 7. MONITORAMENTO DA ICTIOFAUNA DULCICOLA, MARINHA E ESTUARINA

5.7.1 Sistema aquatico dulcicola

A malha amostral do sistema aquatico dulcicola (rios e lagos) é composta por 08 estacdes, sendo 4
na calha fluvial do Rio Doce, 1 em rio tributario e 7 em lagos (Figura 51 e Tabela 15). Esse arranjo
espacial foi aprovado na Reunido da Camara Técnica de Biodiversidade — CTBio de 18/07/2018. Foi
incluida a estacdo a jusante da Usina Hidrelétrica - UHE de Mascarenhas, a qual servird como
referéncia para avaliagdo das condi¢cbes geoquimicas da agua do Rio Doce ap6s o Ultimo
represamento na calha do Rio Doce. As estacbes dos lagos Nova, Juparand e Lim&o foram
reposicionadas a fim de localizar a a amostragem de agua e sedimento em regiées com maior
profundidade, o que favorece ao processo de sedimento e restringe a resuspensdo. Foi incluida

mais estacao amostral na lagos Monsaras devido a influéncia marinha nesse ecossistema.
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Figura 51. Malha amostral dos ecossistemas aquaticos dulcicola, estuarino e marinho.
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ANEXO 7

+  Monitoramento da ictiofauna e carcinofauna

UNIDADES DE CONSERVAGAO E RESERVAS
1- AREA DE PROTECAO AMBIENTAL

SANTO ANTONIO

2 - RESERVA EXTRATIVISTA CORUMBAU

3 -PARQUE NACIONAL MARINHO DOS ABROLHOS
4 - AREA DE PROTECAO AMBIENTAL

PONTA DA BALEIA / ABROLHOS

5 - RESERVA EXTRATIVISTA DE CASSURUBA
6 - AREA DE PROTEGCAO AMBIENTAL
CONCEICAO DA BARRA i

7 - PARQUE ESTADUAL DE ITAUNAS

8 - AREA DE RELEVANTE INTERESSE
ECOLOGICO DO DEGREDO

9 - RESERVA BIOLOGICA DE COMBOIOS

10 - RESERVA INDIGENA DE COMBOIOS

11 - RESERVA INDIGENA TUPINIQUIM

12 - RESERVA DE DESENVOLVIMENTO
SUSTENTAVEL MUNICIPAL PIRAQUE-AGCU

E PIRAQUE-MIRIM

13 - AREA DE PROTEGAO AMBIENTAL
COSTA DAS ALGAS

14 - REFUGIO DE VIDA SILVESTRE

DE SANTA CRUZ

15 - AREA DE PROTEGAO

AMBIENTAL DE PRAIA MOLE

16 - AREA DE PROTECAO AMBIENTAL DE SETIBA
17 - FLORESTA NACIONAL DE GOYTACAZES
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Tabela 15. Coordenadas (datum, WGS 1984) das esta¢des amostrais do monitoramento dos ecossistemas aquaticos

continentais (Anexo 7).

3 ) Coordenadas UTM (datum SIRGASS2000)
Ponto de Amostragem Areal/Tipo de Estudo
X y
Ponto 1 305077,58 7841603,14
Ponto 2 350963,58 7839489,41
Ponto 3 377966,41 7848097,06
Ponto 4 ) 402950,58 7848549,33
Rio Doce
Ponto 5 355728,46 7837501,13
Ponto 6 348718,03 7839780,93
Ponto 7 376785,70 7850610,93
Ponto 8 320335,78 7838805,01

« Avaliacdo ambiental
Sera realizada conforme metodologia de Nessimian et al. (2008) (Tabela 16).

Tabela 16. Caracteristicas do habitat utilizados na avaliacdo de sitios de amostragem para célculos de indice de integridade
de habitat

Caracteristicas do habitat

Padrdo de uso da terra além da zona ripéria:

Floresta primaria continua / fragmento de 1.000.000 m?% fragmento 100.000m2 6
Floresta secundaria alta/Floresta secundaria mista 5

Floresta secundaria baixa 4

Pastagem 3

Culturas perenes 2

Culturas de ciclo curto / solo exposto 1

Largura da mata ciliar:

Floresta continua 6

Floresta com largura entre 30 e 100 m 5

Floresta com largura entre 5 e 30 m 4

Floresta com largura entre 1 e 5 m 3

Floresta riparia ausente, mas com algumas espécies arbustivas e arvores pioneiras 2
Mata ciliar e vegetacédo arbustiva ausentes 1

Integralidade da mata ciliar:

Mata ciliar intacta, sem pausas na vegetagéo 4
InterrupgBes ocorrendo em intervalos de 50 m 3
Pausas frequentes com erosfes e machas a cada 50 m 2
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Caracteristicas do habitat

Profundamente marcado por eros@es ao longo de todo o seu comprimento 1

Vegetacdo da zonariparia a menos de 10 m do canal:

Mais de 90% da densidade de plantas constituida por arvores néo pioneiras ou arbustos 4
Misto de espécies pioneiras e arvores maduras 3

Misto de gramineas, arvores pioneiras esparsas e arbustos 2

Gramineas e alguns arbustos 1

Dispositivos de retencgéo:

Canal com pedras e/ou troncos velhos firmemente fixados no local 4
Rochas e/ou trocos presentes, mas cobertos com sedimento 3
Dispositivos de retengdo soltos, que se movem com o fluxo 2
Canal com areia e poucas obstru¢des 1

Sedimentos do Canal:

Pouco ou nenhum alargamento do canal resultante do acimulo de sedimentos 4
Algumas pedras e pouco silte 3

Sedimento formado por pedras; areia e silte comuns 2

Canal com presenca de ilhas ou com fluxo alterado 1

Estrutura do banco:

Bancos pouco visiveis 5
Bancos estaveis, formados por rochas e solo firme, apresentando gramineas, arbustos ou raizes
de arvores 4
Bancos firmes, mas nem sempre mantidos por gramineas e arbustos 3
Bancos de terra solta mantidos por uma camada esparsa de gramineas e arbustos 2
Bancos instaveis, facilmente alteraveis, com terra solta ou areia 1
Erosao:
Pouca, ndo evidente ou restrita a areas com apoio da raiz 4
Somente em curvas e estreitamentos 3
Frequente, erosdo das margens e raizes 2
Erosédo severa ao longo do canal, queda de bancos 1
Leito do rio:
Fundo de pedra de varios tamanhos, intersticios evidentes 4
Fundo de pedras que se movem com facilidade, com pouco silte 3
Fundo de silte, cascalho e areia, estavel em alguns lugares 2
Fundo instavel e uniforme de areia e silte, substrato rochoso ausente 1
Corredeiras e piscinas, ou meandros:
Distintos, ocorrendo em intervalos de 5-79 de largura 4
Irregularmente espacados 3
Piscinas longas separam corredeiras curtas, meandros ausentes 2

Protocolo de Amostragem — Rede Rio Doce Mar 202



NG
IFEST DOCE

Fundacao Espirito-santense de Tecnologia

Caracteristicas do habitat
Meandros e corredeiras/piscinas ausentes 1
Vegetacao aquatica:
Quando presente, consiste de musgos e manchas de algas 4
Algas dominantes em piscinas, plantas vasculares ao longo da borda 3
Tapetes de algas presentes, algumas plantas vasculares, poucos musgos 2
Tapetes de algas cobrem a parte inferior, plantas vasculares dominam o canal 1
Detrito:
Consistindo principalmente de folhas e madeira, sem sedimento 5
Consistindo principalmente de folhas e madeira, com sedimento 4
Poucas folhas e madeira, detritos organicos, com sedimento 3
Sem folhas, galhos e troncos, matéria organica fina e grossa, com sedimento 2
Sedimento anaerdbico fino, sem matéria organica grossa 1

+ Avaliacao dos parametros abiéticos

Serdo estimados os parametros: oxigénio dissolvido, turbidez, salinidade, condutividade e

temperatura e pH.

7

« Esforco de coleta

Serdo utilizados para amostragem os seguintes petrechos de pesca: Redes de espera, redes de
arrasto, tarrafas, pucds e pesca elétrica. Cada petrecho sera utilizado de forma a realizar de
maneira mais eficiente possivel a amostragem dos espécimes. Todos os petrechos seréo utilizados

dentro do trecho de rio de 150 determinado a priori pela equipe.
O esforco de coleta seré padronizado da seguinte forma:

» As redes de espera serdo colocadas as 16-17 horas, revistadas as 19:30 horas e retiradas as

23:30. As redes de arrasto seréo passadas 10 vezes num trecho de 100 metros;

» O esforco de coleta com tarrafas sera de 15 lances com 100 metros de amostragem para

cada tamanho de malha (pequena e média);

» A amostragem com pesca elétrica sera de 100 metros, com duas passadas de 40 minutos

cada.
+ Acondicionamento dos peixes coletados

Na margem, os peixes serdo eutanasiados e uma amostra de tecido serd retirada de cada
espécime. No caso de coleta de espécimes diminutos, 0s mesmos serdo fixados e mantidos em
etanol 95% para identificacdo e retirada de tecido posterior. A coleta de novas espécies sera

sempre registrada em imagens digitais, com escala métrica e fundo padronizado.
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Apbs amostragem, os espécimes serdo fixados em formol 10% (4%) e mantidos em recipientes

adequados durante 24-48 horas até a sua transferéncia para alcool 70%.

5.7.2 Sistema aquatico marinho

Neste anexo, sempre que o sacrificio dos peixes e crustaceos for necessario, este se dara de
acordo com a Diretriz da Pratica da Eutanasia do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacéo Animal (CONCEA).

Ictiofauna e carcinofauna estuarina/marinha ser4 amostrada mensalmente com redes de arrasto de
fundo com portas em 05 estuarios e areas marinhas adjacentes. As amostragens serdo realizadas
nos pontos determinados no TR4 — Anexo 7, podendo haver pequenos deslocamentos nestes
pontos, conforme dificuldades apresentadas em campo (presenca de pedras, galhos, ou outros
elementos que impecam ou dificultem o funcionamento/operacao da rede). Além do rio Doce (micro
e macroescala), serdo amostrados estuarios e areas marinhas adjacentes, ao sul (rio Piraqué-Acu,
apenas ictiofauna) e ao norte (rios Ipiranga, Sdo Mateus e Caravelas), conforme disposto na (Figura
51 e no Quadro 30)

Quadro 30. Pontos de amostragem da ictiofauna e carcinofauna estuarina/marinha (Anexo 7) nos estuarios (rio Piraqué-Acu,

rio Doce, rio Ipiranga, rio Sdo Mateus e rio Caravelas) e areas marinhas adjacentes, localizados ao norte do Espirito Santo e

sul da Bahia.
Coordenadas UTM (datum
Pontos Local SIRGASS2000)
E N
PAO,U rio Piraqué-Acu e area marinha adjacente (apenas ictiofauna) 375820,22 7793544,25
PA1,U rio Piragqué-Agu e area marinha adjacente (apenas ictiofauna) 376858,51 7794813,34
PA2,U rio Piraqué-Acu e area marinha adjacente (apenas ictiofauna) 382853,89 7793805,00
PA3,U rio Piraqué-Acu e area marinha adjacente (apenas ictiofauna) 384973,95 7793562,60
PA4,U rio Piraqué-Agu e area marinha adjacente (apenas ictiofauna) 386548,77 7794865,64
PA5,U rio Piraqué-Acu e area marinha adjacente (apenas ictiofauna) 384597,91 7791417,55
rio Doce e &rea marinha adjacente — microescala (apenas
1uU o 415006,43 7830273,22
ictiofauna)
rio Doce e area marinha adjacente — microescala (apenas
4U o 418254,77 7823487,01
ictiofauna)
rio Doce e area marinha adjacente — microescala (apenas
5U o 419688,59 7825088,34
ictiofauna)
- - 416306,07 7822093,09
rio Doce e area marinha adjacente — microescala (apenas
7U o 423673,44 7818070,29
ictiofauna)
rio Doce e area marinha adjacente — microescala (apenas
8u o 427261,81 7827151,81
ictiofauna)
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oU rio Doce e area marinha adjacente — microescala (apenas 415382.72 7812452 33
ictiofauna)
2U,C rio Doce e &rea marinha adjacente - macro e microescala 414329,06 7828656,64
(apenas ictiofauna)
3U.C rio Doce e area marinha adjacente - macro e microescala 416400,12 7825016.13
(apenas ictiofauna)
Coordenadas UTM (datum
Pontos Local SIRGASS2000)
E N

7C rio Doce e &rea marinha adjacente - macroescala 423673,36 7818070,29
8C rio Doce e area marinha adjacente - macroescala 427261,88 7827151,7
9C rio Doce e area marinha adjacente - macroescala 415382,84 7812452,22
SM1 rio Sdo Mateus e area marinha adjacente 419729,59 7942784,41
SM2 rio S&o Mateus e area marinha adjacente 421462,99 7943423,34
SM3 rio Sdo Mateus e area marinha adjacente 425157,36 7942551,23
SM4 rio Sdo Mateus e area marinha adjacente 427286,31 7941979,87
SM5 rio S&o Mateus e area marinha adjacente 427434,80 7943853,9
SM6 rio Sdo Mateus e area marinha adjacente 426991,40 7939871,21
IP1 rio Ipiranga e &rea marinha adjacente 424013,53 7884327,83
IP2 rio Ipiranga e &rea marinha adjacente 424094,34 7886336,00
IP3 rio Ipiranga e area marinha adjacente 426353,13 7888255,86
IP4 rio Ipiranga e area marinha adjacente 428344,27 7888328,88
IP5 rio Ipiranga e &rea marinha adjacente 428450,26 7890307,28
CAl rio Caravelas e area marinha adjacente 475405,82 8037150,94
CA2 rio Caravelas e area marinha adjacente 477401,86 8037053,43
CA3 rio Caravelas e area marinha adjacente 481416,74 8036975,53
CA4 rio Caravelas e area marinha adjacente 483414,25 8036824,55
CA5 rio Caravelas e area marinha adjacente 484155,18 8038597,45
CA6 rio Caravelas e area marinha adjacente 482490,58 8035062,53

e Variaveis ambientais

Em cada ponto, antes de cada arrasto, para a mensuracgdo das varidveis ambientais sera coletada

agua de fundo (utilizando-se uma garrafa de van Dorn) e superficie (manualmente, utilizando

recipiente plastico). Temperatura (°C), salinidade, pH, Oxigénio Dissolvido (OD, %), turbidez (NTU)

e profundidade (m) serdo mensuradas utilizando-se sonda multiparametros devidamente calibrada

(Quadro 31).
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Quadro 31. ParAmetros ambientais a serem medidos em cada ponto de coleta da ictiofauna estuarina/marinha (Anexo 7) nos
estuarios (rios Piraqué-Acu, Doce, Ipiranga, Sdo Mateus e Caravelas) e areas marinhas adjacentes, localizados ao norte do

Espirito Santo e sul da Bahia

Parametros fisicos e quimicos (antes do inicio Parametros fisicos (durante o arrasto, minutos 0, 1,
do arrasto) 2,3,4eb)
temperatura (°C) coordenadas
salinidade profundidade
pH -
OD (%) -
turbidez (NTU) -

Durante o arrasto, a cada minuto (minutos 0, 1, 2, 3, 4 e 5), serédo registradas as coordenadas e a
profundidade através de uma ecosonda. Os dados serdo anotados nas fichas de campo (Quadro 32

e Figura 52).
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Quadro 32. Ficha de campo 1.
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Figura 52. Ficha de campo 2.

FICHA DE CAMPO (p. 2/2)
Data.__ /[ [

Arealestudrio; _Anotador (a);
Equipe:

Ponto | Arrasto | Prof0 |Prof1' |Prof2' |Prof3' | Prof4' |Prof 5 Ponto | Amasto |Coord 0 |Coord 1" |Coord 2' [Coord 3 |Coord 4' | Coord §

[P LT P EPCRN R PO RN R U R R R R P G R

1
2
3
1
2
3
1
2
3
1
2
3
1
2
3
1
2
3

Observaches (arrastos vazios, clima, efc.):

«» Amostragem para estudos de composi¢do e estrutura de populacdes e comunidades de peixes

e crustaceos estuarino/marinhos

Para a coleta dos peixes estuarino/marinhos, em cada ponto seréo realizados trés arrastos (duracéo
de 05 minutos cada), utilizando-se uma rede de arrasto de fundo com portas (“baldo” ou “wing
trawl), com as seguintes especificacdes: tralha superior PES 5mm com 8,62m de comprimento e
tralha inferior PES 8mm com 10,43m de comprimento. Peso do chumbo equivalente a 1,62 kg
sendo 27 unidades de 60 gramas. Malha 13mm, fio 210/09 nas mangas e barriga; malha 5mm, fio
210/12 no saco. Portas de madeira vazada com as dimensdes de 70cm x 42cm e peso de 9,3 kg

cada.

ApOs a coleta, os peixes serdo anestesiados em solugcdo de benzocaina até eutanasia e apos,
acondicionados em sacos plasticos devidamente identificados (Quadro 33) quanto ao ponto, arrasto,
local e data de coleta, e mantidos resfriados até o transporte para o laboratério responsavel, onde

serdo mantidos até o momento do processamento.
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Quadro 33. Exemplo de etiqueta para identificacdo de amostras

RRDM
Laboratdrio
Data: / /
Estuario:
Ponto/arrasto:

No laboratério, as amostras serdo recebidas pelo técnico responsavel, que conferird a identificacao
das mesmas, o acondicionamento (integridade dos sacos plasticos, das etiquetas, etc.) e, logo apés

as_armazenarao em freezer (-20°C).
< Amostragem para estudos de microquimica de otélitos

Através de coleta exaustiva, para os estudos da utilizagdo do estuario do rio Doce e &reas marinhas
adjacentes, através da microquimica de otdlitos, alguns exemplares de peixes coletados no item
acima (preferencialmente de espécies de grande porte e/ou interesse comercial), serao
aproveitados. Além destes, em coletas exaustivas mensais, exemplares de espécies de grande
porte/interesse comercial que utilizam o estuario serdo coletados. Para tanto, serdo empregadas
redes de emalhe, espinheis, linhas de médo e outros artefatos necessarios, de acordo com a

disponibilidade da espécie.
« Amostragem para estudos de ictiofauna recifal

e Area de estudo

O desenho amostral utilizado foi baseado no desenho assimétrico do tipo Beyond-BACI
(UNDERWOOD, 1994) idealizado para estudos de impacto ambiental. Foram escolhidas 5 zonas de
estudo: Impacto (I) = APA Costa das Algas e REVIS Santa Cruz, o Controle |1 (C1) = Recifes
Esquecidos, o Controle Il (C2) = Recifes adjacentes RESEX Cassuruba (Sebastido Gomes, Coroa
Vermelha e Nova Vigosa), o Controle Ill (C3) = Parcel das Paredes e Controle IV (C4) = PARNA dos
Abrolhos. Em cada zona foram determinados seis setores aleatérios conforme o mapa da
amostragem (Figura 53 e Quadro 34) e em cada um deles amostrados seis pontos fixos. O fator
aleatério com seis niveis foi definido no intuito de estabelecer réplicas espaciais, aumentar a

variabilidade espacial e a poténcia do desenho aplicado.
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Figura 53: Mapa da amostragem nas areas recifais para avaliagdo das dinamicas populacionais e de assembleia de peixes

recifais (pontos verdes) assim como dos locais de colocagao das armadilhas de luz para avaliacéo do recrutamento de peixes

marinhos e estuarinos (pontos amarelos) no norte do Espirito Santo e sul da Bahia
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Quadro 34: Pontos de amostragem de peixes recifais (Anexo 7) no norte do Espirito Santo e sul da Bahia

Local Ponto Coordenadas UTM — 24K
X Y

APA Costa das Algas e REVIS Santa Cruz IS1 379516.0 7777822.0
APA Costa das Algas e REVIS Santa Cruz 1S2 382651.0 7777822.0
APA Costa das Algas e REVIS Santa Cruz 1S3 381249.0 7786523.0
APA Costa das Algas e REVIS Santa Cruz 1S4 390642.0 7785862.0
APA Costa das Algas e REVIS Santa Cruz IS5 385681.0 7794858.0
APA Costa das Algas e REVIS Santa Cruz 1S6 389385.0 7803589.0
Recifes Esquecidos Cis1 447820.9 7939121.1
Recifes Esquecidos C1Ss2 455177.7 7937015.5
Recifes Esquecidos C1S3 441813.5 7910334.5
Recifes Esquecidos Cl1s4 441750.4 7910301.1
Recifes Esquecidos C1S5 442098.1 7910257.9
Recifes Esquecidos C1S6 453782.8 7912448.3
Recifes Esquecidos C1s7 445681.5 7923856.6
Recifes adjacentes RESEX Cassuruba C2s1 474117.5 8009056.1
Recifes adjacentes RESEX Cassuruba C2Ss2 471434.6 8012249.8
Recifes adjacentes RESEX Cassuruba C2S3 479416.6 8013344.0
Recifes adjacentes RESEX Cassuruba C254 477338.1 8016107.7
Recifes adjacentes RESEX Cassuruba C2S5 485374.0 8018328.0
Recifes adjacentes RESEX Cassuruba C2S6 485330.2 8020341.5
Parcel das Paredes RESEX Cassuruba C3s1 494710.7 8035127.0
Parcel das Paredes RESEX Cassuruba C3s2 498675.0 8034873.2
Parcel das Paredes RESEX Cassuruba C3S3 499766.8 8031288.7
Parcel das Paredes RESEX Cassuruba C3s4 500720.9 8037550.6
Parcel das Paredes RESEX Cassuruba C3s5 500349.9 8042761.4
Parcel das Paredes RESEX Cassuruba C3S6 500286.3 8045759.5
PARNA dos Abrolhos C4s1 531839.3 8013672.0
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Local Ponto Coordenadas UTM - 24K
X Y

PARNA dos Abrolhos C4S2 531755.4 8014158.9

PARNA dos Abrolhos C4S3 530726.7 8013131.7

PARNA dos Abrolhos C4s4 537835.2 8015110.7

PARNA dos Abrolhos C4S5 537594.9 8011283.1

PARNA dos Abrolhos C4S6 537652.2 8013573.2

e Coleta de dados

Os mergulhos sao realizados em duplas com uso de equipamento autbnomo (SCUBA), onde um
mergulhador é responsavel pelo censo e o outro mergulhador pelo foto-quadrado. As duplas se
deslocaram para pontos designados no setor amostrado. O censo foi realizado pela técnica do
ponto fixo, onde o mergulhador conta os peixes que se encontram no interior de um cilindro
tridimensional imaginario de raio conhecido (4m). Para delimitar a area amostrada do ponto fixo,
uma trena foi estendida, limitando a area do censo em 8 m de diametro, sendo definido um raio de 4
m para peixes > 20 cm e um raio de 2 m para os peixes cripticos < 20 cm (MINTE-VERA et al.,
2008), durante 5 min. (Figura 54). Durante o censo sao identificadas as espécies de peixes, estima-
se a abundancia de individuos em classes de abundancia, e o tamanho em classes de 2 em 2 cm
(HACKRADT et al., 2011).

Ap6s a finalizacdo do censo visual, o mergulhador registra informacdes referentes a estrutura do
habitat dentro da area do cilindro. Dados de Heterogeneidade e Complexidade do habitat foram

anotados conforme descrito abaixo:

« Heterogeneidade do habitat (estimado visualmente dentro de cada % do cilindro):
i. % recife (substrato consolidado);
ii. % de areia (substrato inconsolidado nu);
iii. % de pradarias (substrato inconsolidado revestido por macroalgas ou fanerégamas);

iv. % de cascalho (substrato inconsolidado recoberto por seixos/cascalho, rodolito ou coral

fragmentado).

« Complexidade do habitat (estimado visualmente dentro de % do cilindro):

i. Namero de buracos (por classes <20, 21-50,>50);
ii. Rugosidade (escala de 1 a 5 — sendo 1= liso até 5= muito enrugado e alto);

iii. Inclinacdo do terreno — determinada a partir de uma escala visual e categorizada de 0-
300, 30-60°, 60-90°, >90°;

iv. Profundidade anotada em metros.
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Figura 54: Exemplo esquematico de amostragem de assembléia e populacdes de peixes recifais através de ponto fixo.
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Adicionalmente, a cobertura do substrato foi amostrada pelo segundo mergulhador, apés a
finalizagcdo do censo visual. Foi utilizado um foto-quadrado de 80 x 70cm, subdivididos em 15 fotos
de 17 x 22 cm (Figura 55), tomadas sempre da esquerda para a direita e de cima para baixo. Cada
foto foi enumerada segundo o quadrante em que esta posicionada de Al, A2, A3, B1, B2 até E3. As
fotos foram realizadas por mergulhadores experientes utilizando maquinas fotograficas
semiprofissionais com caixa estanque e flash subsaquatico. Foram posicionados 2 foto-quadrados

dentro da area de cada ponto fixo realizado dispostos sempre nos quadrantes NE e SO.
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Figura 55: llustracéo do foto-quadrado a ser empregado no estudo. a) Modelo do foto-quadrado a ser utilizado com 15

pequenas fotos identificadas alfanumericamente e a sequéncia de fotos a serem tiradas, b) Esquema de posicionamento dos

foto-quadrados dentro do cilindro dos censos visuais em ponto-fixo.
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% Recrutamento
e Area de estudo

Para a captura das pés-larvas de peixes marinho/estuarinos foram utilizadas armadilhas luminosas
do tipo CARE® (ECOCEAN, 2018) durante duas campanhas de amostragem (periodo chuvoso e
seco), realizadas semestralmente segundo o TR4. Nove armadilhas luminosas foram instaladas na
desembocadura de quatro rios: LTI = rio Doce, LTC1= rio Piraqué-Acu, LTC2= rio Sdo Mateus e
LTC3= rio Mucuri, seguindo o desenho amostral de impacto ambiental Beyond-BACI, para a captura
de poés-larvas de peixes estuarinos, nos pontos pré-estabelecido conforme a Figura 1 e Quadro 1. O
recrutamento de peixes recifais ndo estava previsto no plano de trabalho, contudo, aproveitamos as
campanhas realizadas para o censo visual e coletamos dados durante a estacdo chuvosa somente.
Para os peixes recifais a mesma quantidade de armadilhas foi distribuida em quatro pontos de
amostragem: ABRLT = o arquipélago dos Abrolhos, PABLT= Parcel dos Abrolhos, PPLT= Parcel
das Paredes e CALT= Recifes do Arco Costeiro em frente a RESEX do Cassuruba, seguindo um
desenho amostral ortogonal (Figura 1 e Quadro 2). Estes pontos foram escolhidos devido a
presenca de profundidade adequada ao funcionamento da armadilha luminosa (>10 m), seguranca

para a operagao (evitar rotas de embarcacdes e portos) e relevancia ecolégica para o estudo.

e Coleta de dados

As armadilhas luminosas sdo compostas de 03 partes; sistema flutuante / impermeavel (que permite
gue a armadilha fique na superficie da agua), parte de iluminacédo (18 horas de duracdo da luz,

bateria recarregavel de chumbo selada 12V / 12, Temporizador de 12V), e a parte de coleta das
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pos-larvas (rede cbnica de malha 2 x 2 mm, coletor de PVC fixado na extremidade da rede)
(ECOCEAN, 2018;(Figura 56).

Figura 56. Desenho esquematico de uma armadilha luminosa do tipo CARE®. Fonte: Ecocean.

nti-retour

Val
Collecteur
b) PVC

As armadilhas serdo implantadas na agua em uma posicgéo vertical com auxilio de cabos, correntes,
ancora e boia de sinalizagdo de superficie (Lecaillon, 2004), como demonstrado na (Figura 58).

Sendo que estas serdo instaladas a uma distancia de aproximadamente 300 m uma da outra
(Catalan, 2014; Félix-Hackradt, 2013).
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Figura 57: Mapa com a disposicao das armadilhas luminosas usadas para o estudo de recrutamento de peixes recifais (1.
PABLT= Parcel dos Abrolhos, 2. ABRLT = o arquipélago dos Abrolhos, 3. PPLT= Parcel das Paredes e 4. CALT= Recifes do
Arco Costeiro em frente a RESEX do Cassurubd) e estuarinos (5. LTC3=rio Mucuri, LTC2= rio Sdo Mateus,7. LTI =rio Doce e
8. LTC1=rio Piraqué-Acu) na area Ambiental 1.
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Figura 58. Desenho esquematico de como deve ser instalado a armadilha. Fonte: Ecocean

Surface

Primeiramente foi feita a instalagdo dos kit's de fundeio (ancora, corrente, cabo e boia), apés a
verificac@o da fixacdo do fundeio procedia-se a instalacdo (clipagem) das armadilhas de luz. Antes
da instalacdo das armadilhas luminosas quatro procedimentos foram adotados: i- verificar se todas

as armadilhas a serem instaladas estao devidamente montadas e com as luzes acesas; ii- verificar
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no GPS se 0 barco esta no ponto certo para instalacdo das armadilhas, iii-verificar a profundidade

de instalacdo das armadilhas, iv- verificar se ndo ha nenhum entrave na rede coletora e os cabos de
amarracdo. As armadilhas foram instaladas a uma distancia de aproximadamente 300 m uma da
outra (CATALAN, 2014; FELIX-HACKRADT, 2013).

Quadro 35: Pontos de amostragem de recrutamento de pés-larvas estuarinas (Anexo 7) no norte do Espirito Santo e sul da

Bahia
Zona Ponto Coordenadas UTM — 24k
X Y

Foz do Rio Doce LTI-1 418951 7828145
Foz do Rio Doce LTI-2 419159 7828602
Foz do Rio Doce LTI-3 419390 7829045
Foz do Rio Doce LTI-4 419420 7827938
Foz do Rio Doce LTI-5 419632 7828396
Foz do Rio Doce LTI-6 419833 7828849
Foz do Rio Doce LTI-7 419921 7827704
Foz do Rio Doce LTI-8 420127 7828164
Foz do Rio Doce LTI-9 420289 7828652
Foz do Rio Piraque- Agu LTC1-1 384185 7794216
Foz do Rio Piraque-Acu LTC1-2 384417 7793738
Foz do Rio Piraque-Acu LTC1-3 384583 7793288
Foz do Rio Pirague-Agu LTC1-4 384662 7794461
Foz do Rio Piraque-Acgu LTC1-5 384877 7794020
Foz do Rio Piraque-Agu LTC1-6 385049 7793527
Foz do Rio Piraque-Acu LTC1-7 385071 7794652
Foz do Rio Piraque-Acu LTC1-8 385352 7793992
Foz do Rio Piraque-Agu LTC1-9 385408 7793560
Foz do Rio Sdo Mateus LTC2-1 427561.7 7942247
Foz do Rio Sdo Mateus LTC2-2 428067.2 7942226
Foz do Rio S&o Mateus LTC2-3 428558.4 7942195
Foz do Rio S&o Mateus LTC2-4 427548 7941766
Foz do Rio S&o Mateus LTC2-5 428042.8 7941738
Foz do Rio S&o Mateus LTC2-6 428519.7 7941699
Foz do Rio S&o Mateus LTC2-7 427502.4 7941278
Foz do Rio Sdo Mateus LTC2-8 428010.9 7941222
Foz do Rio S&o Mateus LTC2-9 428516.4 7941197
Foz do Rio Mucuri LTC3-1 449049.4 7999258
Foz do Rio Mucuri LTC3-2 449471.8 7999498
Foz do Rio Mucuri LTC3-3 449935.9 7999704
Foz do Rio Mucuri LTC3-4 449291.6 7998833
Foz do Rio Mucuri LTC3-5 449731.9 7999071
Foz do Rio Mucuri LTC3-6 450197.4 7999299
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Foz do Rio Mucuri LTC3-7 449580.4 7998411
Foz do Rio Mucuri LTC3-8 450010.2 7998644
Foz do Rio Mucuri LTC3-9 450455 7998893

Quadro 36: Pontos de amostragem de recrutamento de pos-larvas recifais (Anexo 7) no sul da Bahia.

Zona Ponto Coordenadas UTM - 24K
X Y

Arquipélago de Abrolhos ABRLT-1 530704 8012777
Arquipélago de Abrolhos IABRLT-2 531022 8012998
Arquipélago de Abrolhos IABRLT-3 531241 8013291
Arquipélago de Abrolhos IABRLT-4 531339 8012223
Arquipélago de Abrolhos IABRLT-5 531762 8012222
Arquipélago de Abrolhos IABRLT-6 532080 8012222
Arquipélago de Abrolhos ABRLT-7 531648 8013531
Arquipélago de Abrolhos ABRLT-8 532061 8013462
Arquipélago de Abrolhos IABRLT-9 532539 8013461
Parcel de abrolhos PABLT-1 534054 8012912
Parcel de abrolhos PABLT-2 533928 8012497
Parcel de abrolhos PABLT-3 534124 8012288
Parcel de abrolhos PABLT-4 534210 8013192
Parcel de abrolhos PABLT-5 534261 8013407
Parcel de abrolhos PABLT-6 534359 8013660
Parcel de abrolhos PABLT-7 534529 8013872
Parcel de abrolhos PABLT-8 534811 8013941
Parcel de abrolhos PABLT-9 535144 8013817
RESEX Cassuruba CALT-1 474771 8012988
RESEX Cassuruba CALT-2 474794 8012352
RESEX Cassuruba CALT-3 474723 8011755
RESEX Cassuruba CALT-4 475143 8011324
RESEX Cassuruba CALT-5 475587 8010887
RESEX Cassuruba CALT-6 476527 8012349
RESEX Cassuruba CALT-7 477138 8011870
RESEX Cassuruba CALT-8 477679 8011629
RESEX Cassurubéa CALT-9 478291 8011543
Parcel das Paredes PPLT-1 503224 8044289
Parcel das Paredes PPLT-2 502751 8044611
Parcel das Paredes PPLT-3 503812 8044059
Parcel das Paredes PPLT-4 504238 8043600
Parcel das Paredes PPLT-5 504410 8042946
Parcel das Paredes PPLT-6 505031 8042628
Parcel das Paredes PPLT-7 505544 8041332
Parcel das Paredes PPLT-8 504996 8041946
Parcel das Paredes PPLT-9 505234 8040719
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No momento da instalacdo e da retirada das armadilhas foram anotados profundidade e horério
(instalacdo e retirada), além de dados oceanogréficos e varidveis ambientais mensurados por uma
sonda Multi-Parametro. As seguintes variaveis ambientais foram coletadas in situ utilizando-se
sonda multiparAmetros devidamente calibrada: Temperatura (°C), salinidade, pH, Oxigénio
Dissolvido (OD, %), turbidez (NTU) e profundidade (m). Os dados de altura de ondas, direcéo e
intensidade do vento foram extraidos do site do Centro de Previsédo de tempo e Estudos Climaticos

(CPTEC: www.cptec.inpe.br) e Surfguru (www.surfguru.com.br).

Apo6s 12 horas de imersdo, as armadilhas serdo retiradas cuidadosamente com o auxilio de um
croque nautico. As amostras coletadas serdo colocadas em recipientes com anestésico benzocaina
visando eutanasia. Apos, serdo transferidas para potes (devidamente etiquetados com informagdes
sobre a data, hora e local da coleta) de polietileno de 500 mL contendo alcool 70% para a sua
preservacdo (Félix-Hackradt, 2013). Os potes serdo armazenados em caixas organizadoras, que
também seréo rotuladas com a data, hora e local da coleta. Em todas as coletas, serdo monitoradas

in situ as varidveis ambientais descritas anteriormente.
+ Estudos de telemetria de peixes no estuario do Rio Doce e recifes adjacentes
e Area de estudo

Para os peixes estuarinos/marinhos seréo instaladas duas malhas de receptores. O primeiro estara

localizado ao longo do estuério do rio Doce e o segundo na regido marinha adjacente.

O estudo de telemetria de peixes recifais foi realizado no arquipélago de Abrolhos, dentro do Parque
Nacional Marinho de Abrolhos, em virtude da abundancia do badejo quadrado, Mycteroperca
bonaci, e principalmente devido a presenca, ja identificada, de que a lama de rejeitos da barragem
alcangou a regido, de forma que efeitos da mesma sobre o comportamento dos individuos podem

ser investigados.

e Teste de alcance de detecc¢do

Os estudos envolvendo telemetria foram realizados seguindo metodologia proposta por Hackradt
(2012). O monitoramento dos individuos marcados foi realizado através de 2 abordagens: o
monitoramento ativo (com o uso do VR100) e passivo (através da instalacdo de receptores fixos,
VR2W).

Para o monitoramento ativo e passivo das marcas acusticas € necessario que se determine o
alcance dos hidrofones mdéveis (VR100), e dos receptores fixos (VR2W) através da conducédo de
uma prova de intervalo de deteccdo. Este teste foi realizado utilizando um tag (emissor) de
referéncia, de intervalo de 10 segundos. Este foi disposto em um ponto fixo com auxilio de um

fundeio e uma boia, de forma que a embarcacéo se afastava do mesmo a crescentes distancias de
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20, 40, 80, 160, 320 e 640 metros e com dois diferentes ganhos 6 e 48 dB, utilizando um hidrofone
movel (VR100) a bordo da embarcacéo para captar os sinais emitidos pelo tag de referéncia. Esses
sinais foram recebidos durante um intervalo de 5 minutos em cada uma das distancias e dos ganhos
testados, até que a embarcacdo se movesse para uma nova posi¢cdo. Quando a intensidade de
recepgdo baixou a menos 60dB, ou ndo foram mais detectados sinais, determinou-se o alcance de
deteccéo dos receptores fixos e do receptor movel para aquela localidade. Esse teste foi feito tanto
no arquipélago dos Abrolhos como nas areas estuarinas estudadas (Rio Doce e Sdo Mateus). Essa
distancia foi utilizada na determinacdo das distancias e locais de instalagdo dos receptores fixos

(VR2W) em torno do arquipélago de Abrolhos e nos rios citados acima.
¢ |nstalacdo do grid de detec¢éo

Em cada &rea amostradas (Abrolhos, rio Doce e rio Sdo Mateus), um conjunto de 8 receptores fixos,
modelo VR2W, foram fixados em uma poita de aproximadamente 30kg cada. Um receptor por poita
foi instalado com auxilio de abracadeiras plasticas em um tubo de PVC cimentado na poita, e

instaladas em substrato de areia em pontos estratégidocos dos ambientes estudados.

A area de estudo e sua area de entorno foram monitoradas periodicamente através do uso de dois
tipos distintos de hidrofones, um holo-direcional (VH165) e outro direcional (VH110), utilizados a

partir da embarcacdo de monitoramento.
e Marcagéo dos individuos

Para captura dos peixes, foram utilizados covos, pu¢és, pesca subaquatica com auxilio de linha e
anzol sem morte (para as espécies recifais) e anestésicos para a captura de espécies que se
refugiam em covas e grutas. Os peixes capturados foram levados ao barco, onde foram colocados
em caixa térmica com agua do mar aerada e anestesiados com benzocaina (50ppm) até atingirem o
grau lll de anestesia (IWANA et al. 1989). Apés atingirem o estdgio de anestesia adequado, cada
individuo teve a bexiga natatoria esvaziada com auxilio de agulha hipodérmica 20G para permitir a
implantac@o do tag acustico. Em seguida o peixe é colocado na cama cirlrgica para mensuracao
(comprimento padréo e total) e insercdo do Tag externo (modelo dart tag, Floytag®) inserido
lateralmente no dorso de cada animal de forma a individualiza-lo e permitir o reconhecimento de um

individuo marcado durante a imersao.

Para a cirurgia o peixe deve estar posicionado na cama cirirgica com o ventre exposto. A ventilagcao
foi mantida em todo momento através do uso de uma bomba conectada por mangueira a 4gua do
mar e posicionada na boca do individuo. Foi retirada uma escama da regido entre as nadadeiras
pélvicas e posteriormente foi realizada a assepsia da regido com iodo, para que uma pequena
incisdo de 2 centimetros na cavidade peritoneal fosse feita. Uma tag esterilizada foi inserida através
da incisdo realizada e em seguida fechada com cola cirdrgica e auxilio de pingas, unindo ambas

laterais da incisdo. Apds a cirurgia o peixe retornou para a caixa térmica contendo dgua do mar sem
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anestésico, para sua recuperacao, e ap0s 5 minutos o peixe foi devolvido ao mesmo local da

captura acompanhado pelos mergulhadores.
e Monitoramento acustico
O rastreamento acustico dos individuos marcados foi realizado de dois modos:

i) Passivo: Para a obtencdo dos dados registrados nos receptores VR2W, visitas ao local de
instalacdo do grid de deteccdo sdo realizadas a cada 3 meses para descarregar os dados dos
receptores subaquaticos fixos. Para tal, um mergulhador recolhe os receptores e os leva a
embarcacdo onde 0 mesmo é conectado ao computador através de bluetooth e o software VUE v
2.6.1 (Vemco ®) é utilizado para acessar os dados registrados e guarda-los. Um arquivo em excel é
exportado para posterior analise de dados. Ao término da descarga os hidrofones foram re-ativados

novamente para o modo gravacao e foram devolvidos em suas posic¢ées iniciais.

i) Ativo: O rastreamento ativo foi realizado utilizando-se um hidrofone direcional (VH110) e um holo-
direcional (VH165) que foi acoplado a um localizador receptor VR100 (VEMCO). Transectos de 10
minutos em cada local de marcacgéo foram realizados. Quando nenhum peixe foi detectado, outro
local era visitado. Quando havia sinal positivo, o barco era posicionado para adquirir o sinal mais
forte possivel (minimamente 60dB) a partir do transmissor e seguir o sinal detectavel. Quando o
sinal era perdido, o transecto continuava até os 10 minutos estarem completos. Quando um novo
sinal era detectado pelo receptor movel, se prosseguia para completar o rastreamento com este
novo peixe. O rastreamento foi feito até que o sinal do animal era perdido. Ao término do dia de
monitoramento, os dados eram descarregados e exportados utilizando o VR100 Host Software
v.3.5.0 (Vemco®).

+» Estudos de genética de peixes estuarinos/marinhos e recifais
e Genética de populacdes

As amostragens de peixes recifais sdo realizadas por meio de visitas a desembarques pesqueiros
do estado do Espirito Santo em colaboracdo com a equipe do GEF Mar -ICMBio (ES) e na cidade
de Porto Seguro — BA, para obtencdo de amostras provenientes de embarcacdes de pesca de
espinhel de fundo, que atuam entre o sul da Bahia e norte do Rio de Janeiro. Os organismos
amostrados s@o separados por agrupamentos amostrais compondo populagBes hipotéticas
estabelecidas de acordo com a proximidade geografica, identificadas como areas: Al -Norte de
Abrolhos e Royal Charlotte, A2 - Sul do banco de Abrolhos, A3 - Plataforma estreita entre Linhares e
Piima, A4- Marataizes e norte do RJ (com pontos 8 de monitoramento: Portos de Vila Velha (V),
Anchieta (A), Marataizes (M), Santa Cruz (S), Guarapari (G), Piuma (P), Itaipava (I) e Porto Seguro -
BA (PP). Enquanto as amostras de peixes estuarinos estdo sendo coletados concomitantemente

com as campanhas do anexo 7 — UFES direcionadas a pesca. Para as espécies estuarinas o
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agrupamento amostral foi realizado conforme o rio de coleta: 1- Rio Caravelas, 2- Rio Doce, 3- Rio

Ipiranga e 4-Rio S&o Mateus (Figura 59).

Figura 59: Mapa da amostragem nas areas recifais e estuarinas para a obtencao de amostras de tecido para estudo de

diversidade genética em 15 espécies de peixes

ANEXO 7 - ICTIOFAUNA
MARINHA E ESTUARINA
DATUM: Sirgas 2000
EPSG:4618
Escala: 1 : 2274376

LEGENDA
- — — |  AREAS DE PESQUISA
® Coleta Genética Estudrio

AREA 1

& Telemetria - Abrolhos
A UVC- 1 APA C. das Algas
/\ UVC-C1 R, Esquecidos
/\ UVC-C2 R, Nova Visoga
A UVC -C3 Parcel Paredes
A UVC -C4 Abrolhos

AREA 2

UNID. CONSERVACAO.
APA Costa das Algas
PARNA Abrolthos
RESEX Cassuruba

AREA 3

LIMITES
UF's

AREA 4 Rios
Batimetria

| Se— B FormagBes Reifais

Os fragmentos de tecido obtidos ao longo das coletas foram armazenados em criotubos com etanol
95%, e mantidos em temperatura de -80°C, no intuito de garantir a conservacao do material

genético para analises posteriores.

Cabe ressaltar que os tecidos de peixes recifais e/ou estuarinos coletados sédo oriundos da
nadadeira caudal ou anal, para ndo danificar o pescado, que posteriormente serd vendido a
populagdo da regido ou exportado para outros paises. No caso dos peixes recifais, 0 ambiente de
coleta - desembarques pesqueiros - requer agilidade na obtencdo das amostras e manuseio do
pescado, impossibilitando a obtencdo de fotos individuais e identificadas dos organismos
amostrados. Ja no caso dos peixes estuarinos, os tecidos sdo oriundos dos peixes coletados pela
equipe do CEUNES, sendo o Laboratério de Genetica e Conservagdo Animal, responsavel pela sua
retirada, acondicionamento e envio para a UFSB, em Porto seguro. Sao coletadas em média 40
amostras de cada espécie por localidade, mesmo que o nimero amostral citado no protocolo para
analises de genética populacional seja de 30. Tomamos essa medida na tentativa de manter
organismos extras para utilizacdo caso problemas com a extracdo e amplificacdo de amostras

ocorra.
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As amostras foram armazenadas em microtubos plasticos contendo etanol 95% e mantidas

refrigeradas até o momento do processamento, quando serdo submetidas aos procedimentos de
extracdo e amplificacdo do DNA no Laboratério de Genética e Biologia Molecular da UFSB.

¢ DNA mitocondrial (Barcoding)

Para os estudos de DNA mitocondrial Barcoding, por¢cdes dos musculos e/ou nadadeiras de 5
exemplares (quando possivel) de cada espécie serdo removidas, armazenadas em frascos plasticos
com alcool 96%, e mantidas congeladas até o processamento. Este procedimento sera realizado
para todas as espécies coletadas. A ndo ser que nao se tenha acesso ao peixe todo, este

procedimento seré realizado no laboratorio.

5.8 ANEXO 8. MONITORAMENTO DA SEDIMENTACAO NO PARQUE NACIONAL MARINHO
DOS ABROLHOS E REGIOES RELACIONADAS

O Anexo 8 trata do monitoramento oceénico para a regido do Parque Nacional (PARNA) dos
Abrolhos em vista de sua importancia ecoldgica e do risco potencial dos rejeitos provenientes do
rompimento da Barragem de Fundao no arquipélago dos Abrolhos (Figura 60). Em etapa inicial, este
monitoramento é proposto para acontecer em duas partes: (1) buscar uma calibragao para imagens
de satélite (Landsat, Sentinel e MODIS Terra 220 m) para o parametro MPS (Material Particulado
em Suspensdao) e gerar mapas que mostrem a evolucao temporal deste parametro em Abrolhos; (2)
monitorar, em carater sazonal, o material particulado em suspensdo (MPS) no mar e a
sedimentacdo na regido, visando determinar a assinatura geoquimica do material aportado ou

ressuspendido.
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Figura 60. Malha amostral de armadilhas de sedimento Anexo 8 — Abrolhos

41°00'W 40°00'W 39°00'W 38°00°W ANEXO 8
20 L T L) "”!*‘“ S ncky xavar I ] 0 5001,000 2,000 km
G e S = s MY ) & | @ Monitoramento da sedimentagdo no

Sirgas 2000 PARNAM de Abrolhos e regiao

& \,\ > g 8
‘ ,J,"“J\:”\\z\;>/ Y )J - / m‘m‘:: Q(uAsceyE/ cA\-At(nAs:)\ (G‘)
R S G e IR

o ey O o X A )

o | ‘\w\;},ffi‘j f mee | o UNIDADES DE CONSERVAGAO E RESERVAS
< N iR 2 1 - AREA DE PROTECAO AMBIENTAL

2 b B AR el 2 SANTO ANTONIO

Jsanacauz canradh

2 - RESERVA EXTRATIVISTA CORUMBAU

3 -PARQUE NACIONAL MARINHO DOS ABROLHOS
4 - AREA DE PROTECAO AMBIENTAL

PONTA DA BALEIA / ABROLHOS

5 - RESERVA EXTRATIVISTA DE CASSURUBA
6 - AREA DE PROTEGCAO AMBIENTAL
CONCEICAO DA BARRA R

7 - PARQUE ESTADUAL DE ITAUNAS

8 - AREA DE RELEVANTE INTERESSE
ECOLOGICO DO DEGREDO

9 - RESERVA BIOLOGICA DE COMBOIOS

10 - RESERVA INDIGENA DE COMBOIOS

11 - RESERVA INDIGENA TUPINIQUIM

12 - RESERVA DE DESENVOLVIMENTO
SUSTENTAVEL MUNICIPAL PIRAQUE-AGU

E PIRAQUE-MIRIM

13 - AREA DE PROTEGAO AMBIENTAL
COSTA DAS ALGAS

14 - REFUGIO DE VIDA SILVESTRE

DE SANTA CRUZ

15 - AREA DE PROTECAO

AMBIENTAL DE PRAIA MOLE

16 - AREA DE PROTEGAO AMBIENTAL DE SETIBA
17 - FLORESTA NACIONAL DE GOYTACAZES

PRt nry )
N i

} e
oy BcvRug (VTS
/X J

17°0'0"S
1

[ s
§

T
17°0'0"S

[
) e %

5 Sveneoh.
s

I
. vecsmosneTo o\ g
\ - O L EIRAOE FRETAS A\ .
> N\ meomen | A
4 s:uaK \ L X
L SURLE s B S
w\ BRAPUA \,‘
N’
e
& b

\ "v{ ©wcomes | N =~
~ R
3\ weur
‘(\ ONTANKA

18°0'0"S
1
18°00'S

redrocaiige

:,./Al'm

iy
Asuaogee :&uwg V T

U"Munu
Wslor%@ /
kav\\vm:‘/
Pl Sy 4
9] (- vmmg.j L »
o Ty T L 2
o Ao N\grh D s B3
@ 5 e a
G AN
25 cwm‘.“{ Y
»/ L o~
n);
{\‘/‘ “%:oa.‘Enouu o?lans
1) Jy«»nus‘n\wum-s [9]
I £
o V« *‘“’Q( e 5
o LS
& mwwﬁ‘*""g:r HY :
Y s 5 ,
2 / 23
4}’ i’“"{ DoMNGOS WARTINS f g )
mmm DANOUA DA oY (1
L \,m q /1
’ msoe:mvg;)w"m y /‘
s |
s ()
L Bemoce e ) /
ST %
o [z moreigeosi o
= gy \
v o
g_” cafampemnng : 7 e
Bl ET ‘wi‘sg_mm' Kiueor ) 5
~ T T T o~
41°0'0"W 40°0'0"W 39°0'0"W 38°0'0"W

A partir das amostras coletadas em campo, serdo empregadas estratégia de trabalho e uso de
ferramentas complementares ao sensoriamento remoto, tais como: (1) a técnica de assinatura
isotopica baseadas nas razdes dos isGtopos radiogénicos de 87Sr/86Sr e 143Nd/144Nd; (2) a
analise da quantidade de Fe e Mn na presente na agua; (3) na andlise elementar (Si, Al, Fe, Ti, Ca,
Cl, Zn, Cu, K, Mg e Na) de particulas por EDS; e (4) na analise gravimétrica do material particulado
suspenso (MPS) total na superficie do oceano. Também foram realizadas coletas das
caracteristicas da coluna d’agua do mar nos pontos amostrados (reflectancia e profundidade de
Secchi).
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5.8.1 Aspectos do monitoramento

As estacbes de amostragem foram definidas anteriormente, visando detalhamento das andlises
geoquimica, andlise de microparticulas e de is6topos radiogénicos. Vale lembrar que em tais pontos
deverdo ser instaladas armadilhas de sedimento em 6 pontos do arquipélago dos Abrolhos (Tabela
17) para serem realizadas as analises de is6topos radiogénicos. As armadilhas deverdo ser
trocadas para cada estacdo do ano. Além disso, deve-se instalar uma roseta de garrafas de coletas
(Ponto Chapeirdo do Pierre) que permitirdo amostragem mensal, as quais deverdo ser trocadas
anualmente. A Figura 61 e a Tabela 17 indicam esses pontos e suas coordenadas, como previsto

no Plano de Trabalho do Anexo 8.

Figura 61: Regido de amostragem do Anexo 8 para Abrolhos.

Google Earth Recife de Fora

Norte da Gorga Vermelha
Bortinho Sul YCh.
Abrolho:

Sul da Coroa Vermelha
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Tabela 17: Sitios de monitoramento da sedimentacéo no PARNA de Abrolhos e regido adjacente.

Coordenadas UTM
Pontos de Amostragem (datum SIRGAS2000)

E ’ S
Arquipélago dos Abrolhos
1.Portinho Sul ‘ 531469.00 m E ’ 8013385.00 m S
Parcel dos Abrolhos
2.Chapeiréo do Pierre ‘ 534920.00 m E ’ 8013852.00 m S
Parcel Coroa Vermelha
3. Sul Coroa Vermelha 471092.00 m E 8008783.00 m S
4. Norte Coroa Vermelha 488385.00 m E 8018396.00 m S
Sul do Arquipélago
5. Abrolhos 532581.00 m E 8009234.00 m S
Pontos-controle
6. Recife de Fora 501511.00 m E 8187064.00 m S

Para aumentar o espago amostral para os dados de calibracdo satelital, caso seja possivel
visualizar algum local com maior concentracdo de sedimentos em suspensao, a coleta é realizada
nestas posi¢des. Os pontos de amostragem sao variaveis, sendo que os mesmos estdo dentro da

mesma regido dos pontos ja definidos.

5.8.2 Calibragao usando filtragem de MPS e profundidade de Disco de Secchi

A coleta de agua superficial sera realizada com o uso de uma garrafa Van Dorn. Esse equipamento
permite a coleta de amostras na superficie e em diferentes profundidades para estudo dos fatores
abioticos. Para as amostras de Abrolhos, foi pré-definido um volume de amostra de 20 L,
considerando o ineditismo da aplicacdo da técnica naquelas aguas. Galdes de plasticos de
polipropileno (PP) foram previamente lavados com &gua do local de amostragem, onde foram
estocadas as amostras coletadas. As coletas foram feitas a cerca de 0,4 m de profundidade com a
garrafa de Van Dorn. Em alguns casos, os gal6es foram colocados diretamente dentro da 4gua, na
profundidade desejada e aguardou-se que a agua 0s preenchesse completamente. Apés serem
colocados dentro da embarcacéo, os galdes foram fechados com um plastico e fixados com fita

adesiva. Assim como foram identificados e colocados a sombra.

Para auxiliar na medicao de atenuacéo de luz na coluna d’agua foi utilizado equipamento Disco de
Secchi no mesmo ponto amostral. O Disco de Secchi € um disco circular de cor preto e branco,
especialmente construido para estimar a transparéncia e o nivel de turbidez de corpos hidricos.

Geralmente o disco tem 20 ou 30 cm de didmetro, e é baixado verticalmente na agua por meio e
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uma corda nautica, aos poucos, até desaparecer. O objetivo é registrar precisamente a

profundidade na qual o padréo gréafico do disco ndo pode mais ser detectado a olho nu. A medida
dessa profundidade pode ser usada para estimar a atenuacdo média da luz na coluna de agua,
sendo denominada profundidade de Secchi. Quanto mais ricas em microorganismos ou particulas
de sedimento suspensa na agua, o disco de Secchi pode desaparecer da vista em profundidades
pequenas. Em todas os pontos de coleta antes de se iniciar as amostragens serdo medidos a
profundidade da camada de atenuacao de Luz com o uso de um disco de Secchi. Nas amostras de

agua coletadas, serdo medidos o pH e a Temperatura da mesma a partir de um medidor portatil.

5.8.3 Calibracé&o satelital usando o espectroradiémetro

O espectroradidmetro FieldSpec®HandHeld2™ sera utilizado para a coleta das caracteristicas
espectrais da agua do mar nos locais amostrados. Através das assinaturas espectrais da coluna
d’agua é possivel identificar como a coloracdo varia, em diferentes comprimentos de onda, devido a
concentragdo do MPS. Esta informagdo € de grande valia para a calibragdo das imagens e da
construcdo de um algoritmo empirico, principalmente para as estimativas de MPS através das

imagens de satélite.

Todas as coletas serdo realizadas com a mesma geometria de aquisicdo, angulo zenital de 45° e
angulo azimutal solar de 135°, em cada ponto amostral. As medi¢Bes atmosféricas e da placa de
calibracao também serdo realizadas em cada ponto amostral, respeitado as mesmas geometrias de
aquisicdo. Estas duas ultimas medi¢Bes sdo utilizadas para a corre¢cdo dos dados medidos para a

superficie do mar.

5.8.4 Amostragens para analise de MPS

A amostragem para as analises de Sr/Nd e amostragem para analises de microscopio eletronico de
varredura (MEV) acoplado a um espectrdmetro de energia dispersiva (EDS) ocorrem da mesma
maneira que a coleta de MPS para calibragdo satelital. Porém, os filtros utilizados nestas estapas

sdo filtros de policarbonato de 47 mm de didametro e com 0,4um de porosidade.

5.8.5 Razdo elementar Fe:Mn como marcador da concentragdo/dispersao da lama de minério

da samarco em abrolhos

A razdo elementar de Fe:Mn foi escolhida por se tratar dos elementos majoritarios presentes no
minério da Samarco (com excecao do Si) e por terem padrdes de solubilidade diferenciados. Estes
dados possibilitaram uma comparacgéo direta com as medidas deste mesmo parédmetro realizadas
pela CPRM no Rio Doce antes e apods o acidente de Mariana. O resultado da comparacao

evidenciara se as raz6es Fe:Mn para a lama de minério da Samarco € significativamente menor ou
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maior do que as razdes dos sedimentos em Abrolhos. Desta forma, esta razdo mostra-se

potencialmente boa para dar continuidade ao monitoramento em Abrolhos.

Para as amostras de Abrolhos, foi pré-definido um volume de amostra de 5L de agua do mar, no
sentido de se garantir a detectabilidade necessaria a técnica de composi¢do elementar (e também
dos is6topos radiogénicos, principalmente os is6topos de Nd). GalBes plasticos de polipropileno
(PP) foram previamente lavados com agua miliQ em laboratério e rinsados no local de amostragem
com agua do mar. Nos locais estabelecidos para a amostragem, as coletas foram realizadas a cerca
de 0,4 m de profundidade. Apés serem colocados dentro da embarcacao, os galdes foram lacrados
e identificados. O processo de filtragem ocorreu da mesma maneira que as demais filtragens citadas

acima.
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