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1. INTRODUCAO

O Acordo de Cooperacao Técnica-Cientifica e Financeira celebrado entre a Fundacdo Espirito-
Santense de Tecnologia - FEST e a Fundacdo RENOVA para a execugcdo do Programa de
Monitoramento da Biodiversidade Aquatica na Area Ambiental | (PMBA) por meio da Rede Rio Doce
Mar - RRDM visa verificar a evolu¢do 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 qualificagdo e padronizacdo das andlises laboratoriais a RRDM detalha os

procedimentos de analise de dados neste documento.

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 regifes dulcicolas, estuarinas e
marinhas
2 Estudo e monitoramento do ambiente dulcicola da Area Ambiental | Suspenso
3 Estudo e monitoramento ambiental no Rio Doce, area estuarina e marinha
4 Monitoramento de potenciais impactos do rejeito de minério de ferro na praia e
antepraia adjacentes da desembocadura do Rio Doce
5 Alteracdes ecologicas na dinAmica dos manguezais e vegetacao de restinga
sob influéncia dos sedimentos provenientes do Rio Doce

6 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

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

1.1.0OBJETIVO GERAL

Detalhar os procedimentos para analise em campo e em laboratério das amostras coletadas no
ambito do PMBA.

2. PROCEDIMENTOS GERAIS PARA SEGURANCA EM ANALISE DE DADOS

Como forma de monitorar o desempenho técnico dos laboratorios de analises quimicas e avaliar a
implementacdo das metodologias que comp8em o Programa de Monitoramento da Biodiversidade, foi
realizado um Programa de Ensaio de Proficiéncia (PEP) da Rede Metrologica de Minas Gerais

(RMMG) ao longo da implementacéo do Projeto.

A RMMG ¢é acreditada pela CGCRE, desde maio de 2018, como Provedor de Ensaio de Proficiéncia
conforme a norma ABNT NBR ISO/IEC 17043. A participacdo dos laboratérios da RRDM em
atividades de ensaio de proficiéncia € um dos mecanismos de controle da qualidade dos resultados
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previstos na NBR ISO/IEC 17025. Um dos grandes beneficios advindos desta participacdo é a

avaliacdo externa e independente da qualidade de seus resultados de ensaios.

O PEP é uma ferramenta necesséria e indispensavel utilizada para avaliar e monitorar a
confiabilidade metrolégica dos ensaios realizados pelos laboratérios e viabilizar a possibilidade do
intercambio de conhecimentos técnicos entre os laboratérios participantes. Para tanto, o objetivo foi
apresentar de forma detalhada a operacdo do planejamento e desenvolvimento do Programa de
Ensaio de Proficiéncia da Rede Rio Doce Mar e estabelecer 0s requisitos e orientacdes

para a realizacdo do mesmo, tendo como norteadores 0s seguintes objetivos especificos:

1) Determinar o desempenho individual dos laboratérios para os ensaios de metais determinados

pelos mesmos;
2) Avaliar a confiabilidade e harmonizacéo dos resultados obtidos;
3) Agregar valor ao controle da qualidade dos laboratérios;

4) Subsidiar o laboratério na deteccao e identificacdo de problemas ocorridos nas execugbes dos
ensaios, possibilitando a implementacdo das acdes corretivas pertinentes e a melhoria continua no

laboratorio.

Os quatro laboratérios submetidos ao programa tiveram diferentes niveis de aproveitamento para os
diferentes metais analisados. Todos os resultados se encontram no Relatério da 62 Rodada (33/2019
— 22/01/2019) do Programa de Ensaio de Proficiéncia RMMG (Meio Ambiente — Agua e Efluente, AA-
06.2018). A partir do Relatério emitido pela RMMG, foi elaborado um relatério interno por equipe
especializada da RRDM com o objetivo de apresentar um resumo da participagcdo dos laboratérios
que a compdem (APENDICE).

Apesar dos laboratérios pertencentes a RRDM terem apresentados resultados discordantes para
alguns pardmetros analisados, ressalta-se que todos seguem procedimentos internos para
acompanhamento e validag&o dos seus resultados, como descritos abaixo.

3. PARAMETROS ANALITICOS PARA VALIDACAO DE METODOS OU DESEMPENHO
ANALITICO

Existem diversos parametros analiticos para validagdo de métodos, ou também conhecidos como
como parametros de desempenho analitico, tais como: seletividade, linearidade e faixa de aplicacéo,
precisdo, exatiddo, limite de deteccdo, limite de quantificacdo e robustez. Neste tdpico sé&o
apresentados 0s parametros analiticos utilizados nas andlises quimicas descritas ao longo do
documento. Diferentes organizacdes internacionais publicaram documentos técnicos que definem
guias de orientacdes para a validacdo de métodos analiticos, entretanto, apesar de haverem

diferencas, muitas definicbes sugeridas corroboram entre os documentos propostos. Desta forma,
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assumimos neste protocolo algumas das definicbes propostas pela IUPAC (International Union of

Pure and Applied Chemistry), as quais sdo descritas a seguir.
e Linearidade

Através de sinais medidos para massas ou concentra¢es de um determinado analito é possivel obter
uma relacdo matematica expressa como uma equacéo de reta (y=ax + b) denominada curva analitica,
sendo esta composta por no minimo cinco pontos. A regressdo linear € o método matematico
utilizado para a estimativa dos coeficientes de uma curva analitica gerada a partir deste conjunto de
medi¢cdes experimentais, onde um coeficiente de correlagdo maior que 0,999 pode ser considerado
como um ajuste ideal dos dados para a linha de regresséo.

e Padronizacao interna

O padrao interno € uma determinada substancia ou componente quimico adicionado em uma mesma
guantidade conhecida tanto nas solu¢gfes padrdo de concentracdes da substéncia de interesse, como
nas amostras a serem analisadas. Este padrao interno a ser utilizado deve ser similar a substancia a
ser quantificada e ndo fazer parte da amostra, sendo seu uso essencial para corrigir efeitos
interferentes em varios procidimentos de anaise instrumental, melhorando assim a qualidade dos
resultados analiticos e corrigindo possiveis erros associados as interferéncias fisico-quimicas que

podem ser causadas pela matriz.
o Exatiddo

A exatiddo do método pode ser avaliada sera avaliada pelo processo do uso de materiais de
referéncia certificados (CRM), os quais sdo acompanhados de um certificado constando o valor de
concentragdo, ou outra grandeza, de uma determinada substéncia ou parametro, e uma incerteza
associada. Desta forma, a média e o desvio padrdo de uma série de replicatas de uma amostra
padrdo como valores obtidos pelos laboratérios deve ser comparados com os valores certificados do
material de referéncia, possibilitando assim a verificagdo da exatiddo do método. Ressalta-se que
para efeito comparativo deve-se utilizar CRM similares as matrizes ambientais das amostras a serem
analisadas, por exemplo, sedimentos fluviais, estuarinos e marinhos, adgua marinha, materiais

biolégicos diversos, entre outros.

e Limite de Deteccéo (LD)

A menor concentragdo que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada, de uma
substancia em andlise utilizando um determinado procedimento experimental representa o Limite de
deteccdo (LD). Para sua determinacdo sera utilizado o método baseado em parédmetros da curva

analitica, sendo expresso pela seguinte formula:
LD =3,3x SD/a

Onde: SD (estimativa do desvio padrdo do branco de preparo) e a (inclinacéo ou coeficiente angular

da curva analitica).
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¢ Limite de Quantificacdo (LQ)

A menor concentracdo de uma substancia em andlise que pode ser medida por um determinado
procedimento experimental € denominada Limite de Quantifica¢édo (LQ). O mesmo critério do LD sera
aplicado para o LQ, ou seja, utilizando a relacdo do desvio padrdo do branco de preparo e a

inclinacdo da curva analitica, a partir da seguinte Equacéo 1:

LD =10 x SD/a
Equacéo 1
Onde: SD (estimativa do desvio padrdo do branco de preparo) e a (inclinagdo ou coeficiente angular

da curva analitica).

Este € 0 método estatisticamente mais confiavel para sua determinacao, entretanto a curva analitica

deve conter a concentragéo correspondente ao LQ.

4. PROCEDIMENTOS PARA ANALISE DE DADOS

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

4.1.1. Determinacdo de Carbono organico dissolvido e parametros fisico-quimicos nas

amostras de 4gua

A concentracdo de carbono organico serd determinada pelo método de oxidacdo por combustédo
catalitica na temperatura de 680 °C. Todo carbono presente na amostra liquida é oxidado a dioxido
de carbono (CO3), que é detectado no detector de infravermelho néo dispersivo (NDIR). A &rea do
pico de CO2 detectada € proporcional a concentragcdo de carbono total na amostra, de acordo com
uma curva de calibracdo. As determinacdes seréo realizadas nas amostras de agua filtradas (0,45 pm
de malha) e acidificadas com &cido nitrico Suprapur® (HNO3, concentracéo final de 1%) utilizando-se
o analisador de Carbono TOC-VCPH.

A concentragdo de cloretos sera determinada utilizando-se um kit comercial de reagentes (Vacu-vials
Cloreto, CHEMets, EUA), baseado no método do tiocianato férrico (Zall et al, 1956)). A concentragao
de sulfatos sera determinada utilizando-se um kit comercial de reagentes (Vacu-vials Sulfato,
CHEMets, EUA), baseado no método turbidimétrico (Tabatabai, 1974). A alcalinidade total sera
determinada por titulagdo com solugdo padrdo acida, utilizando-se um kit comercial de reagentes
baseado no método titrimétrico (APHA, 1989). As determinacdes de pH, O2 dissolvido, condutividade
(salinidade) e temperatura foram determinados no momento da coleta utlizando-se sonda

multiparametros portatil.
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4.1.2. Andlises das concentracdes de elementos tracos em amostras de agua, sedimentos e

biota (invertebrados, peixes, aves e quel6nios)

As determinacgdes das concentracdes dos elementos tracos As, Cd, Cr, Cu, Fe, Pb, Mn e Zn nas
amostras de &agua, sedimento, invertebrados (individuos inteiros ou tecidos), peixes (tecidos),
quelbnios (tecidos) e aves (tecidos) serdo realizadas utilizando-se forno de grafite acoplado a
espectrébmetro de absorcdo atbmica de alta resolucdo com fonte continua. Por sua vez, a
determinacdo da concentracdo de Hg nestas amostras sera realizada pelo método de vapor frio,

utilizando-se gerador de hidretos acoplado a espectrofotdmetro de absorcéo atbmica.

e Amostras de agua

Para as determinacbes de As, Cd, Cr, Cu, Fe, Pb, Mn e Zn, as amostras de agua filtradas e nao
filtradas oriundas dos pontos amostrais da Foz do Rio Doce e regido costeira adjacente serdo
dessalinizadas, a fim de minimizar um possivel "efeito matriz" associado as altas concentragfes de
ions presentes na 4gua salgada (Nadella et al., 2009). Para tal, os elementos tracos representativos
presentes em 1 mL de amostra de 4gua serdo precipitados adicionando-se 1 pL de 6xido de lantanio
(10 mg La/mL) e 7,5 yL de carbonato de sédio (1 M), o que elevara o pH da amostra para
aproximadamente 9,8. A solugéo sera entdo gentilmente agitada em banho-maria (80 °C) por 30 min
para promover a floculacdo do precipitado, na sua maioria constituido de hidroxido de lantanio. A
solucgéo resultante sera entédo centrifugada a 3.000 xg por 15 min, sendo que o sobrenadante obtido
sera descartado. O precipitado remanescente sera dissolvido em 1 mL de acido nitrico (HNO3, 1 N)
ultrapuro (Suprapur, Merck®) e utilizado na determinagdo da concentragdo dos elementos tragos. Ja
as amostras de agua doce serdo analisadas sem a necessidade de pré-processamento.

As concentragfes totais e dissolvidas dos elementos tragcos nas amostras de agua serdo expressas
em ug/L e comparadas com a Resolugdo CONAMA 357/2005 (CONAMA, 2005), respeitando-se o

tipo (dgua doce, salobra ou marinha) e as classes de qualidade de cada amostra de agua em analise.

Para verificar a exatiddo das analises, serdo realizados controles de qualidade analiticos. Para tal,
serdo analisados "brancos”, onde todos os procedimentos para a preparacao e andlise das amostras
serdo igualmente realizados, porém na auséncia da amostra. Além disso, serdo utilizadas solucdes
padrdes certificadas do Conselho Nacional de Pesquisa do Canada (NRCC) para os elementos tracos
a serem analisados nos diferentes tipos de 4guas analisadas (NASS-6: 4gua marinha; SLEW-3: agua

salobra; SLRS-6: agua doce).

Os percentuais de recuperacdo dos elementos tracos nas solucdes padrbes certificados, bem como
os limites de detec¢do e quantificagdo do método para os elementos tragos analisados (As, Cd, Cr,

Cu, Fe, Hg, Mn, Pb e Zn), serdo apresentados.

e Amostras de sedimentos

As amostras de sedimentos serdo preparas através de digestdo acida, conforme os procedimentos
descritos pela Agéncia de Prote¢cdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA, 1996; Method 3050B).
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As concentracBes dos elementos tragos no sedimento serdo expressas em ug/g de peso umido
(mg/kg de peso Umido) e pg/g de peso seco (mg/kg de peso seco). Para verificar a acuracia e

exatidao das analises, serdo realizados controles de qualidade analiticos.

Para tal, serdo analisados "brancos", onde todos os procedimentos para a preparacéo e analise das
amostras serdo igualmente realizados, porém na auséncia da amostra. Além disso, sera utilizado
material de referéncia certificado do Conselho Nacional de Pesquisa do Canada (NRCC) para os
elementos tracos a serem analisados (MESS-4). Amostras deste material serdo tratadas e analisadas
da mesma forma que as amostras de sedimento coletadas no monitoramento, conforme descrito

anteriormente.

Os percentuais de recuperacdo dos elementos tracos presentes no material de referéncia certificado,
bem como os limites de deteccdo e quantificacdo do método para os elementos tracos analisados
(As, Cd, Cr, Cu, Fe, Hg, Mn, Pb e Zn), serdo apresentados.

e Amostras de Biota

» Preparo das amostras de biota para determinagcao de mercurio

Para a determinacdo da concentracdo de mercurio total (HgT), as amostras biol6gicas serdo secas
em estufa (45 - 60 °C) até peso seco constante e logo apés serdo tratadas a frio com 1 mL de H20:.
ApOs essa etapa, serdo adicionados 5 mL de solugéo sulfonitrica concentrada (H2SO4-HNO3; viv) e
as amostras serdo entdo aquecidas em banho-maria a 60°C por 2 h, até a solubilizagdo completa da
amostra. Os extratos serdo resfriados por 15 min, e 10 mL de KMnO4 (5%) serdo adicionados aos
extratos. As amostras serdo retornadas ao banho-maria (60°C) por 15 min, e serdo entdo resfriadas
em repouso, por uma noite. No dia seguinte, o extrato sera reduzido com a adicdo de 1 mL de
solucdo de cloridrato de hidroxilamina (HONH3) a 12%. O extrato final ser4 avolumado com agua
MilliQ até 14 mL.

» Preparo das amostras de biota para demais elementos tracos

As amostras de material bioloégico serdo previamente secas em estufa (45 - 60 °C) até peso seco
constante e digeridas em acido nitrico (HNOs3) ultrapuro (Suprapur, Merck®) na proporcdo de 1 g de
peso seco de material biolégico para 2 mL de &cido nitrico. O teor de 4gua para cada amostra sera
obtido.

As amostras serdo entdo submetidas a digestdo 4cida lenta em tubos plasticos tipo Eppendorf, os
quais serdo devidamente lacrados e mantidos em estufa incubadora (45-60 °C) até a completa
digestao das amostras. As amostras contendo o material biolégico digerido serdo entdo avolumadas

a 1 mL com agua ultrapura.

e Determinacéo
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No momento das determinacdes, caso necessario, as amostras serdo diluidas utilizando-se agua
ultrapura, visando se adequar as concentracfes dos elementos tracos nas amostras aquelas,

presentes nas solucdes preparadas com padrfes certificados utilizados para calibrar o equipamento.

As concentragbes dos elementos tracos no material biolégico serdo expressas em ug/g de peso

umido (mg/kg de peso Umido) e ug/g de peso seco (mg/kg de peso seco).

Os resultados das amostras de musculo de crustaceos e peixes serdo comparados com os limites
estabelecidos pela Resolugdo da Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
RDC no 42, de 29/08/2013 (ANVISA, 2013), que dispde sobre o Regulamento Técnico MERCOSUL

sobre Limites Maximos de Contaminantes Inorganicos em Alimentos.

Para verificar a acuracia e exatidao das analises, seréo realizados controles de qualidade analiticos.
Para tal, serdo analisados "brancos”, onde todos os procedimentos para a preparacao e analise das
amostras serdo igualmente realizados, porém na auséncia da amostra. Além disso, serdo analisados
materiais de referéncia certificados para andlise de elementos tracos do Conselho Nacional de
Pesquisa do Canada (NRCC), de acordo com o material bioldgico analisado (DOLT-5: figado de

peixe; DORM-4: musculo de peixe; TORT-3: hepatopancreas de lagosta).

Amostras destes materiais serdo tratadas e analisadas da mesma forma que as amostras do material
biologico coletado no monitoramento, conforme descrito anteriormente. Os percentuais de
recuperacdo dos elementos tracos presentes nos materiais de referéncia certificados, bem como os
limites de deteccéo e quantificacdo do método para os elementos tracos analisados (As, Cd, Cr, Cu,

Fe, Hg, Mn, Pb e Zn), serdo apresentados.

4.1.3. Determinacgéo de organoclorados, organobromados e HPAS em amostras de queldnios

Para a determinacdo de compostos organoclorados (PCBs e pesticidas clorados), organobromados
(PBDEs e MeO-PBDEs) e HPAs (16 prioritarios; US EPA) nas amostras de queldnios, as extracbes
serdo realizadas com extratores de Soxhlet com capacidade de 60 mL e baldes volumétricos de 250
mL, os quais serdo aquecidos (60 °C) individualmente por mantas aquecedoras. Sera utilizada uma
mistura de solventes (hexano e diclorometano; 1:1; v/v). Serdo utilizados cerca de 5 g de amostra

(peso umido).

Os padrdes de recuperacdo a serem utilizados serdo o PCB 103 (PCBs e pesticidas), PBDE 181
(PBDEs e MeO-PBDEs) e p-terfenil (HPAs) que serdo acionados as amostras no inicio da extracéo. O
volume final serd reduzido a 3 mL e separados em 3 aliquotas de 1 mL cada para dar entdo
prosseguimento as etapas de purificagdo e fracionamento para cada grupo de compostos a serem
determinados separadamente conforme descrito em detalhes em Commendatore et al., 2015 e
Ondarza et al., 2014. O conteudo lipidico das amostras sera quantificado por gravimetria. Portanto, as
concentrag6es finais dos compostos organoclorados, organobromados e HPAs serdo normalizadas a

partir do conteddo de lipidios na amostra analisada.
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As concentrac8es dos pesticidas e das bifenilas policloradas serdo mensuradas em um cromatdgrafo
de fase gasosa, com detector de captura de elétrons (GC/ECD). O controle de qualidade sera
realizado através de analises regulares dos brancos de procedimentos, bem como através de inje¢ao

randémica de padrdes certificados de referéncia e brancos de solventes.

As concentracdes dos PBDEs e MeO-PBDEs serdo mensuradas utilizando-se cromatografo de fase
gasosa (GC) acoplado a espectrometro de massa (MS). O GC sera operado no modo de ionizacédo
guimica negativa (ECNI). O metano sera utilizado como gas de apoio do detector e as temperaturas
de fonte de ions, quadrupolo e interface serédo ajustadas para 230, 150 e 300°C, respectivamente. O
MS sera utilizado no modo de monitoramento seletivo de ions (SIM) com ions m/z = 79 e 81 (de tri- a
hepta-BDES) e 484,7/486,7 e 494,7/496,7 (para BDE 209 e 13C-BDE 209, respectivamente), sendo
monitorados durante toda a corrida. O controle de qualidade sera realizado através de andlises
regulares dos brancos de procedimentos, bem como através de injecdo randdmica de padrGes

certificados de referéncia e brancos de solventes.

As concentracdes dos HPAs serdo mensuradas utilizando-se cromatografo de fase gasosa (GC)
acoplado a espectrdmetro de massa (MS). O GC sera operado no modo de ionizagdo por elétrons

(EI).

4.1.4. Ensaios ecotoxicolégicos com amostras de sedimento e agua

a) RRDM - Procedimento Operacional Padrédo (POP) — N. 01: Lavagem e descontaminacgéo de

material utilizado nos cultivos e ensaios de toxicidade

e Descricdo e Aplicacdo

O presente Procedimento Operacional Padrao (POP) se refere a lavagem de material novo e

descontaminacéo e lavagem de material previamente utilizado nos cultivos e ensaios de toxicidade.

e Lavagem de material novo

O material novo utilizado para os cultivos e nos ensaios com organismos-teste, deve ser lavado com

agua corrente e em seguida agua destilada.

e Descontaminacao e lavagem de material usado

A vidraria utilizada com amostras deve seguir uma sequéncia de procedimentos sucessivos para sua

limpeza:
» Lavar com agua corrente;
» Deixar 24 h de molho em detergente neutro ndo fosfatado (EXTRAN) 2%;

» Enxaguar em agua da torneira;
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» Deixar 24 h de molho no H2NO3 1%;

» Enxaguar em agua da torneira;

» Rinsar com acetona;

» Enxaguar com agua da torneira;

» Enxaguar finalmente com agua destilada;

» Secar em estufa ou temperatura ambiente;

» Tampar o material para evitar entrada de poeira e guardar em local seco.

Todo o material utilizado nos ensaios de toxicidade, com excecdo do material descartavel, deve

seguir os procedimentos de lavagem acima mencionados.

b) RRDM - Procedimento Operacional Padrdo (POP) — N. 02: Ensaio de toxicidade crénica com

algas de 4gua doce (Chlorophyceae)

e Descricdo e aplicacdo

Este documento apresenta o procedimento operacional padrdo (POP) para a realizacdo de ensaios
para a determinacdo da toxicidade cronica de amostras ambientais para microalgas dulcicolas
(Chlorophyceae). A base deste documento é a Norma Brasileira ABNT NBR 12648, terceira edi¢éo,
de 07 de novembro de 2011.

O método consiste na exposi¢cdo de microalgas verdes unicelulares dilcicolas a diferentes diluicbes
da amostra, durante um periodo de 72 h. O efeito tdxico é determinado pela inibicdo do crescimento
da biomassa algacea nos recipientes-teste, comparado com o controle, sob as mesmas condi¢cfes de

ensaio.

e Material e equipamentos

» aparelho para obtencdo de &gua ultrapura;
» balanca analitica;

» baldo volumétrico;

» frasco de Erlenmeyer;

» espectrofotbmetro;

» camaras para contagem celular (Fuchs Rosenthal ou Neubauer), quando utilizado microscépio

Optico;

> luximetro / luminbmetro;
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» medidor de PH;

» medidor de condutividade;

» pipeta graduada;

» pipeta volumétrica;

> proveta,

» sistema de agitacao;

» sistema de esterilizacao;

» sistema de iluminacdo que garanta a quantidade de luz necessaria para o ensaio;
» termbmetro;

» in6culo das algas;

» meio de cultura wc;

» incubadora ou sala climatizada com temperatura e fotoperiodo controlados;
» camera de fluxo laminar;

» tampdes de gaze ou algodéo.

e Material bioldgico

» Microalgas verdes unicelulares dulcicolas, provenientes de culturas axénicas, mantidas em

condicdes controladas de temperatura e luminosidade;

» Espécies a serem consideradas para os ensaios sdo: Chlorella vulgaris, Desmodesmus

subspicatus, Raphidocelis subcapitata e Pediastrum boryanum (Chlorophyceae).

e Limpeza do material

Qualquer material que venha a entrar em contato com as solucdes-teste deve ser feito de vidro ou
outro material quimicamente inerte. Tubos de ensaio, béqueres e erlenmeyers podem ser utilizados,

havendo padronizacéo no uso (mesmo tamanho/volume, material e fabricante);

O material deve ser lavado antes do uso, de acordo com procedimentos laboratoriais adequados,

descritos abaixo;
Os recipientes lavados devem ser tampados para evitar a entrada de poeira.

Material novo: todo o material novo utilizado no ensaio ou no cultivo dos organismos deve ser limpo

conforme 0s passos a seguir:

» Deixar o material de molho, completamente imerso em solug&o de HCI 5%;
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» Retirar o excesso de HCI| do material e lavar abundantemente com agua de torneira;
» Enxaguar o material trés vezes com agua destilada.

Vidrarias em uso nos testes: para a descontaminacéo e reutilizacdo da vidraria usada nos ensaios,

esta deve ser limpa conforme os passos a seguir:
» Lavar a vidraria com detergente neutro. Deixar de molho por 24 h;
» Enxaguar com agua da torneira em abundancia;

» Rinsar a vidraria com acetona, e retirar o excesso de solvente com agua da torneira em

abundancia;

» Deixar o material de molho, completamente imerso em solu¢do de HCI 5% por 24 h;
» Retirar o excesso de HCI do material e lavar abundantemente com agua de torneira;
» Enxaguar o material trés vezes com agua destilada.

Esterilizacdo: todo material a ser utilizado no ensaio deve ser esterilizado em autoclave, incluindo,
meio de cultura, vidrarias e tampdes de gaze ou algod&o. As culturas devem ser manuseadas sempre
em camera de fluxo laminar e o material usado para manipulagéo deve ser esterilizado previamente

em luz UV por 15 min.

e Solucdes

- Agua de diluicdo: agua de diluicio é a agua utilizada para o preparo das solucdes-estoque,
solucbes-teste e o controle. Deve ter a mesma qualidade da agua utilizada para os cultivos. A dgua
de cultivo e diluicdo deve ser ultrapura e preparada em Meio WC, descrito em detalhes na Norma
ABNT NBR 12648/2011.

- Solugdes-teste: as solugdes-teste devem ser constituidas do meio de cultura, do inoculo e das
amostras ambientais. O volume final de solucao-teste em todos os recipientes deve ser o mesmo. O
recipiente-teste pode ser de qualquer capacidade, desde que o volume final de solucdo-teste nédo
exceda 50% de sua capacidade. Recomenda-se adotar recipientes-teste exatamente de um mesmo
tipo ou marca durante um ensaio, visando semelhantes espessuras de parede ou vidro, minimizando

assim diferencas na passagem da luz do meio para a solucao-teste.
e Cultivo
» Meio de cultivo

O meio de cultivo para o ensaio é o meio WC e esta descrito na

Quadro 2. O meio deve ser esterilizado em autoclave diretamente em um Unico recipiente e,
previamente a adicdo de vitaminas, e entdo, distribuido nos recipientes-teste previamente

esterilizados.
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Pré-cultura e inoculo

— O preparo da pré-cultura deve ser realizado em local asséptico 3 a 7 dias antes do
inicio do ensaio, nas mesmas condi¢cdes abioticas do ensaio. A pré-cultura de microalga
pode ser obtida pelo repique a partir da cultura-estoque: <10% de cultura-estoque em 100
mL em meio liquido esterilizado. Ela deve estar em fase exponencial para ser utilizada. No
dia do ensaio, conta-se 0 nimero de microalgas na pré-cultura e esta é diluida para uma
densidade entre 10* a 10° células/mL, compondo o indculo, o qual sera adicionado nas
solucbes-teste. No entanto, antes de se fazer o indculo, a pré-cultura em fase exponencial

de crescimento deve ter sua viabilidade medida;

— A viabilidade celular é verificada corando uma aliquota da pré-cultura com Vermelho
Neutro a uma concentracao final de 40 yg/mL. Apds incubacéo por duas horas é feita uma
contagem de células (200 células no total) onde células coradas de vermelho sdo
consideradas viaveis e células ndo coradas sdo consideradas ndo viaveis. A cultura é

considerada adequada para uso nos testes quando atinge viabilidade > 98%;

—  Sob as condig8es acima a pré-cultura é inoculada ao ensaio.

Quadro 2. Composic¢éo do meio WC (Guillard & Lorenzen, 1972).

Solucgdo principal mg/L Tracos mg/L Vitaminas mg/L
Ca Cl22H20 36,76 Na2EDTA 4,36 Thiamin-HC 0.1
MgSO47H20 36,97 FeCls6H20 3,15 Biotin 0.0005

NaHCOs3 12,60 CuS045H20 0,01 Bi2 0.0005
K2HPO4 8,71 ZnS0O47H20 0,022 - -
NaNOs 85,01 CoCl26H20 0,01 - -
Na>SiO39H20 28,42 MnCl2-4H20 0,18 - -
- - NazMo0O42H20 0,006 - -
- - H3sBOs 1,0 - -

Ensaio de toxicidade com substancia de referéncia

» A sensibilidade do organismo-teste deve ser avaliada realizando um ensaio com substancia de

referéncia como: cloreto de sédio (NaCl), cloreto de potassio (KCI), dodecil sulfato de sddio (DSS) ou
dicromato de potassio (K2Cr207);

» O ensaio de sensibilidade a substancia referéncia deve ser realizado conforme as condi¢6es do

ensaio descritas no Quadro 3;

» O valor de toxicidade obtido no ensaio deve estar compreendido em um intervalo de + 2 desvios-

padrdo em relacdo aos valores médios dos ensaios com substancia de referéncia, com a mesma

espécie. Estes dados de sensibilidade atestam a qualidade do lote de organismos a serem usados no

ensaio com amostras ambientais;
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» Os procedimentos realizados no ensaio referéncia sdo os mesmos descritos abaixo para ensaios

de toxicidade com amostra ambiental (item g), exceto pelas concentragBes que irdo depender do

guimico referéncia utilizado e da alga a ser testada.

Quadro 3. Resumo dos requisitos para o ensaio de toxicidade cronica.

Requisitos Condigdes
Ensaio Estatico
Biomassa inicial 104 a 105 cel/mL
Agua de diluicéio Agua processada e/ou meio de cultura
Volume minimo da solucéo 50 mL

teste/recipiente

Numero minimo de solugdes Controle + 5 concentragdes para os ensaios com substancia de referencia, ou
teste? Controle Bruto + 5 diluigBes da amostral ambiental

Numero minimo de réplicas por 3

solucao teste

Temperatura 23°C a 27°C
lluminacéo Fotoperiodo 12C:12E > 4500 lux
Velocidade de agitacdo 100 a 175 rpm
Efeito observado Inibicdo da multiplicagéo das células algaceas
Expresséo dos resultados CENO(l), CEO(l), VC(I), Clp(l) e FT

e Ensaio de toxicidade crénica com amostra ambiental (dgua e elutriato)

» Preparo para o ensaio: Dia anterior ao ensaio com amostra ambiental;

Descongelar as amostras de sedimento e agua em caixa térmica & temperatura ambiente over night
(aproximadamente 25° C);

» No dia do ensaio preparar o elutriato e as solucdes-teste.

Para preparar o elutriato, mistura-se sedimento bruto e meio WC na propor¢cédo de 1:4. Tem que se
fazer o calculo de que volume de meio que sera necessario para rodar o teste e a partir dai calcular o
volume de sedimento a ser usado. Para cada ensaio, fazer um volume total de elutriato de 500 mL. A

utilizac&o do elutriato ndo pode passar de 24 h depois de feito. A espera deve ser sobre refrigeracédo.

» Nomear os recipientes de acordo com as concentrac8es das solucBes-teste para as amostras de

agua ou elutriato;

» Adicionar meio WC e amostra ambiental (adgua ou elutriato) nos recipientes de acordo com o

Quadro 4. O procedimento deve ser feito para cada réplica;

» Incubar os recipientes-teste a uma temperatura entre 23 °C a 27 °C, sob luz branca com
fotoperiodo de 12C:12E;
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» Com o objetivo de manter as células em suspensdo, recomenda-se que 0S recipientes-teste

permanecam em um sistema de agitacdo constante com velocidade continua de 100 a 175 rpm;
» O ensaio terd a duracdo de 72 h + 2 h;
» No inicio e fim do ensaio, analisar os seguintes pardmetros de pelo menos um controle:

1) Medir o pH. Caso haja necessidade, ajustar o pH da solugéo estoque para que deve ficar entre
6.0 e 8,0 no inicio do teste, este deve ser ajustado de maneira a ndo alterar significativamente a
concentracdo da solucdo-estoque, e nao provocar reacdes ou precipitacdes na substancia-teste. HCI

e NaOH sao os reagentes preferidos para 0s ajustes necessarios;
2) Contagem celular ao microscépio ou com contador de células;

3) Espectrofotometria, para determinagdo da densidade celular com leitura da absorbéncia luminosa
em 750 nm;

» No caso de ser utilizado o microscopio, as amostras podem ser preservadas com solu¢do de
formol, para posterior determinagdo do numero de células. Utilizar, na preservacdo de amostras com

microalgas formol com concentracéo final de aproximadamente 4%;

» Amostras coloridas ou turvas podem interferir na determinacdo da densidade celular por
espectrofotometria. Neste caso, preparar uma réplica extra de cada solugéo-teste, sem algas, para

ser utilizada como branco na determinagcdo de sua absorbancia.

Quadro 4. Preparo das solugdes-teste com aguas de amostra ambiental e o meio WC.

Concentragéo Amostra ambiental Meio de cultura WC Pré-In6culo Vollume
da solugéo-teste (%) (mL) (mL) (10% 10> células/mL) I:rl:fl)

100 49.0 0 ! >0

50 24.0 25 1 50

25 115 375 1 50

125 55 438 1 50

6,25 2.1 46.9 1 50

3,12 0.5 48.4 1 S0
Controle 0 49 ! >0

e Validacao dos resultados

O ensaio deve ser considerado valido se:
» O aumento da biomassa algacea média do controle for no minimo:

— 16 vezes superior & biomassa inicial, para 72 h de exposi¢éo; ou
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— 100 vezes superior a biomassa inicial, para 96 h de exposi¢éo; ou

— 30 vezes superior & fluorescéncia inicial, para 72 h de exposicéo.

» O coeficiente de variacdo da biomassa algacea entre as réplicas do controle for menor ou igual:
— A20 %.

— Avariacdo do pH incial e final no controle ndo exceder mais de 1,5 unidades.

i) Expresséo dos resultados

= Calculo da porcentagem de inibicdo

Inicialmente, calcular a taxa média de crescimento especifico, y, para cada réplica i, utilizando

a Equacéo 2.
In{N. e ) —1niN,;
p =" 5100
Equacéo 2
Onde:

U = taxa de crescimento;

Nt =Biomassa no tempo inicial do ensaio;

Nt= Biomassa no tempo final do ensaio;

At = diferenca entre o tempo final (tf) e tempo inicial (ti).

A biomassa pode ser representada como densidade 6tica ou nimero de células.

Calculando o percentual de inibi¢éo:

% Inibicdo = “[;“" x100Eq (2

e

Onde:
pi = Taxa especifica de crescimento para cada tratamento;

Mc = Taxa especifica de crescimento para o controle.

¢) RRDM - Procedimento Operacional Padrdo (POP) — N. 03: Ensaio de toxicidade crénica com

algas marinhas

e Descricdo e aplicacdo
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Este documento apresenta o procedimento operacional padrao (POP) para a realizacdo de ensaios

para a determinacdo da toxicidade crénica de amostras ambientais para microalgas marinhas. A base
deste documento é a Norma Brasileira ABNT NBR 16181, primeira edi¢ao, de 18 de junho de 2013.

O método consiste na exposi¢ao de microalgas marinhas a amostra ambiental ou substancia quimica,
durante um periodo de 72 h. O efeito tdxico é determinado pela inibicdo do crescimento da biomassa

algacea nos recipientes-teste, comparado com o controle, sob as mesmas condi¢des de ensaio.

e Material e equipamentos

» aparelho para obtencdo de agua ultrapura;
» balanca analitica;

» baldo volumétrico;

» frasco de Erlenmeyer;

» espectrofotbmetro;

» camaras para contagem celular (Fuchs Rosenthal ou Neubauer), quando utilizado microscopio

Optico;

» luximetro / lumindmetro;

» medidor de PH;

» medidor de condutividade;

» pipeta graduada;

» pipeta volumétrica;

» proveta;

» sistema de agitacéo;

» sistema de esterilizagéo;

» sistema de iluminagao que garanta a quantidade de luz necessaria para o ensaio;
» termdmetro;

» inéculo das algas;

» meio de cultura F/2;

» incubadora ou sala climatizada com temperatura e fotoperiodo controlados;
» céamera de fluxo laminar;

» tamp0bes de gaze ou algodéo.
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e Material biolégico

» Microalgas verdes unicelulares dulcicolas, provenientes de culturas axénicas, mantidas em

condic¢des controladas de temperatura e luminosidade;

» Espécies a serem consideradas para 0s ensaios sao: Skeletonema costatum (Greville) Cleve
(CCAP 1077/1C, NIVA BAC 1) ou Thalassiosira pseudonana ou Isochrysis aff. Galbana.

e Limpeza do material

Qualguer material que venha a entrar em contato com as solu¢des-teste deve ser feito de vidro ou
outro material quimicamente inerte. Tubos de ensaio, béqueres e erlenmeyers podem ser utilizados,

havendo padronizacdo no uso (mesmo tamanho/volume, material e fabricante).

O material deve ser lavado antes do uso, de acordo com procedimentos laboratoriais adequados,

descritos abaixo:
» Os recipientes lavados devem ser tampados para evitar a entrada de poeira;

» Material novo: todo o material novo utilizado no ensaio ou no cultivo dos organismos deve ser

limpo conforme 0s passos a sequir:
— Deixar o material de molho, completamente imerso em solugéo de HCI 5%;
— Retirar o excesso de HCI do material e lavar abundantemente com agua de torneira;
— Enxaguar o material trés vezes com agua destilada.

» Vidrarias em uso nos testes: para a descontaminag¢do e reutilizacdo da vidraria usada nos

ensaios, esta deve ser limpa conforme 0s passos a seguir:
— Lavar a vidraria com detergente neutro. Deixar de molho por 24 h;
—  Enxaguar com agua da torneira em abundéancia;

— Rinsar a vidraria com acetona, e retirar o excesso de solvente com agua da torneira em

abundancia;

— Deixar o material de molho, completamente imerso em solu¢éo de HCI 5% por 24 h;
— Retirar o excesso de HCI do material e lavar abundantemente com agua de torneira;
— Enxaguar o material trés vezes com agua destilada.

» Esterilizagdo: todo material a ser utilizado no ensaio deve ser esterilizado em autoclave, incluindo,
meio de cultura, vidrarias e tampdes de gaze ou algodao. As culturas devem ser manuseadas sempre
em camera de fluxo laminar e o material usado para manipulacdo deve ser esterilizado previamente

em luz UV por 15 min.
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e Solucdes

— Agua de diluicdo: agua de diluicio é a agua utilizada para o preparo das solugdes-
estoque, solucdes-teste e o controle. Deve ter a mesma qualidade da agua utilizada para os
cultivos. A 4gua de cultivo e diluicdo deve ser ultrapura e preparada em Meio Guillard /2,
descrito em detalhes na Norma ABNT NBR 16181/2013.

—  Solugbes-teste: as solu¢des-teste devem ser constituidas do meio de cultura, do in6culo e
das amostras ambientais. O volume final de solugcédo-teste em todos os recipientes deve ser o
mesmo. O recipiente-teste pode ser de qualquer capacidade, desde que o volume final de
solucédo-teste ndo exceda 50% de sua capacidade. Recomenda-se adotar recipientes-teste
exatamente de um mesmo tipo ou marca durante um ensaio, visando semelhantes espessuras
de parede ou vidro, minimizando assim diferengas na passagem da luz do meio para a

solucao-teste.
e Cultivo
- Meio de cultivo

O meio de cultura estoque e para o ensaio € o meio Guillard f/2 que esta detalhado na ABNT NBR
16181. O meio deve ser esterilizado diretamente nos recipientes-teste ou em um Unico recipiente e,
posteriormente, distribuido nos recipientes-teste previamente esterilizados.

- Pré-cultura e inoculo

O preparo da pré-cultura deve ser realizado em local asséptico 3 a 7 dias antes do inicio do ensaio,
nas mesmas condi¢bes abidticas do ensaio. A pré-cultura de microalga pode ser obtida pelo repique
a partir da cultura-estoque: <10% de cultura-estoque em 100 mL em meio liquido esterilizado. Ela
deve estar em fase exponencial para ser utilizada. No dia do ensaio, conta-se o numero de
microalgas na pré-cultura e esta € diluida para uma densidade entre 102 a 10* células/mL, compondo
0 in6culo, o qual sera adicionado nas solucdes-teste. No entanto, antes de se fazer o in6culo, a pré-
cultura em fase exponencial de crescimento deve ter sua viabilidade medida;

A viabilidade celular é verificada corando uma aliquota da pré-cultura com Vermelho Neutro a uma
concentragao final de 40 pug/mL. Apds incubacdo por duas horas é feita uma contagem de células
(200 células no total) onde células coradas de vermelho sao consideradas viaveis e células nao
coradas sdo consideradas ndo vidveis. A cultura é considerada adequada para uso nos testes
guando atinge viabilidade > 98%;

Sob as condi¢des acima a pré-cultura é inoculada ao ensaio.

e Ensaio de toxicidade com substancia de referéncia

A sensibilidade do organismo-teste deve ser avaliada realizando um ensaio com substéncia de
referéncia como: dodecil sulfato de sédio (DSS) ou sulfato de zinco (Zn SO4.7H20).
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O ensaio de sensibilidade a substancia referéncia deve ser realizado conforme as condicbes do

ensaio descritas no Quadro 5.

O valor de toxicidade obtido no ensaio deve estar compreendido em um intervalo de + 2 desvios-
padrdo em relagdo aos valores médios dos ensaios com substéncia de referéncia, com a mesma
espécie. Estes dados de sensibilidade atestam a qualidade do lote de organismos a serem usados no

ensaio com amostras ambientais.

Os procedimentos realizados no ensaio referéncia sdo 0s mesmos descritos abaixo para ensaios de
toxicidade com amostra ambiental (item g), exceto pelas concentracbes que irdo depender do

quimico referéncia utilizado e da alga a ser testada.

Quadro 5. Resumo dos requisitos para o ensaio de toxicidade crénica com algas marinhas.

Requisitos Condigdes
Ensaio Estatico
Biomassa inicial 10% a 10%cel/mL
Agua de diluicéo Agua processada e/ou meio de cultura Guillard f/2
Volume minimo da solugao 50 mL

teste/recipiente

NUmero minimo de solugdes Controle + 5 concentracdes para 0s ensaios com substancia de referencia, ou

tested Controle Bruto + 5 diluicdes da amostral ambiental

Numero minimo de réplicas por 3

solugdo teste

Temperatura 23°C a 27°C
lluminagao Fotoperiodo 12C:12E, entre 6.000 e 10.000
lux
Velocidade de agitacao 100 a 175 rpm
Efeito observado Inibicdo da multiplicacao das células algaceas
Expresséo dos resultados CENO(l), CEO(l), VC(I), Clp(l) e FT

e Ensaio de toxicidade crénica com amostra ambiental (dgua e elutriato)

- Preparo para o ensaio - Dia anterior ao ensaio com amostra ambiental

Descongelar as amostras de sedimento e agua em caixa térmica a temperatura ambiente overnight

(aproximadamente 25° C);
- No dia do ensaio preparar o elutriato e as solu¢des-teste.

» Para preparar o elutriato, mistura-se sedimento bruto e meio Guillard f/2 na proporgéo de 1:4.
Tem que se fazer o calculo de que volume de meio que sera necessario para rodar o teste e a partir

dai calcular o volume de sedimento a ser usado. Para cada ensaio, fazer um volume total de elutriato
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de 500 mL. A utilizacdo do elutriato ndo pode passar de 24 h depois de feito. A espera deve ser sobre

refrigeracao.

» Nomear os recipientes de acordo com as concentracfes das solugdes-teste para as amostras de

agua ou elutriato;

» Adicionar meio Guillard f/2 e amostra ambiental (Agua ou elutriato) nos recipientes de acordo com

0 Quadro 6. O procedimento deve ser feito para cada réplica;

» Incubar os recipientes-teste a uma temperatura entre 23 °C a 27 °C, sob luz branca com
fotoperiodo de 12C:12E;

» Com o objetivo de manter as células em suspensdo, recomenda-se que 0s recipientes-teste
permanegam em um sistema de agitagdo constante com velocidade continua de 100 a 175 rpm.

» O ensaiotera aduracdode 72 h + 2 h;
» No inicio e fim do ensaio, analisar os seguintes parametros de pelo menos um controle:

1) Medir o pH. Caso haja necessidade, ajustar o pH da solucao estoque para que deve ficar em 8,0
+ 0,2 no inicio do teste, este deve ser ajustado de maneira a ndo alterar significativamente a
concentragdo da solucdo-estoque, e ndo provocar reacdes ou precipitacdes na substéncia-teste. HCI
e NaOH sao os reagentes preferidos para os ajustes necessarios;

2) contagem celular ao microscépio ou com contador de células;

3) espectrofotometria, para determinacdo da densidade celular com leitura da absorbéncia luminosa

em 750 nm.

» No caso de ser utilizado o microscopio, as amostras podem ser preservadas com solucdo de
formol, para posterior determinagdo do numero de células. Utilizar, na preservacdo de amostras com

microalgas formol com concentracao final de aproximadamente 4%;

» Amostras coloridas ou turvas podem interferir na determinacdo da densidade celular por
espectrofotometria. Neste caso, preparar uma réplica extra de cada solugdo-teste, sem algas, para
ser utilizada como branco na determinacéo de sua absorbancia.

Quadro 6. Preparo das solug@es-teste com aguas de amostra ambiental e meio Guillard f/2.

Concentragao Amostra ambiental | Meio de cultura Guillard /2 Pré-Inéculo V?ilrl:;]e
da solugao-teste (%) (mL) (mL) (10% a10*células/mL) (L)
100 49.0 0 1 50
50 24.0 25 1 50
25 11.5 37.5 1 50
12,5 5.2 43.8 1 50
6,25 21 46.9 1 50
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Volume
Concentragéo Amostra ambiental | Meio de cultura Guillard f/2 Pré-In6culo final
inal
da solugdo-teste (%) (mL) (mL) (10% a10* células/mL) ML)
m
3,12 0.5 48.4 1 50
Controle 0 49 1 50

e Validacéo dos resultados

O ensaio deve ser considerado valido se:

» adensidade celular do controle estiver 16 vezes maior. A taxa de crescimento das algas,

sob as condi¢des especificadas, pode variar entre diferentes espécies;

» o coeficiente de variacdo das taxas de crescimento do controle ndo exceder 7 %;

» avariacao do pH no controle entre o inicio e fim do experimento ndo exceder mais de 1 unidade.

e Expressédo dos resultados

» Calculo da porcentagem de inibicao:

Inicialmente, calcular a taxa média de crescimento especifico, |, para cada réplica i, utilizando

a Equacéo 3.
In{N. e ) —1niN,;
p =" 5100
Equacéo 3
Onde:

M = taxa de crescimento;

Nt =Biomassa no tempo inicial do ensaio;

Nt= Biomassa no tempo final do ensaio;

At = diferenca entre o tempo final (tf) e tempo inicial (ti).

A biomassa pode ser representada como densidade 6tica ou nimero de células.

e Calculando o percentual de inibi¢&o:

U Inibicio = %xluu Eq(2)

c

Onde:

Mi = Taxa especifica de crescimento para cada tratamento;
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Me = Taxa especifica de crescimento para o controle.

d) RRDM - Procedimento Operacional Padrdo (POP) — N. 04: Manutencdo e ensaio de

toxicidade aguda com Ceriodaphnia spp

e Descricdo e aplicacdo

Este documento apresenta o procedimento operacional padrdo (POP) para a realizacdo de ensaios
para a determinacdo da toxicidade crbnica de amostras liquidas para Ceriodaphnia spp (Crustacea,

Cladocera).

A base deste documento é a Norma Técnica ABNT NBR 13373, de 28 de marco de 2017, que avalia
a toxicidade crénica de amostras liquidas e substancias quimicas sollveis ou dispersas em &gua,
para Ceriodaphnia spp.Como principio do teste, individuos neonatos de Ceriodaphnia spp com
menos de 24 h sdo expostos a diferentes concentragdes da substancia-teste, por um periodo de 7
dias. Os individuos sdo verificados quanto a sua sobrevivéncia ou nimero total de descendentes

vivos produzidos.

e Material e equipamentos

» Medidor de oxigénio

» Medidor de pH

» Termdmetro de maxima e minima

» Equipamento/material para demanda quimica de oxigénio (DQO)
» Equipamento/material para determinacado da dureza da agua

» Incubadora com temperatura e fotoperiodo controlados

» Caixa de luz

» Copos béquer de vidro — 100 mL

» Pisseta para colocar 4gua de diluicao

» - Material bioldgico

Os organismos-teste sdo neonatos da espécie Ceriodaphnia dubia, com idade de aproximadamente 6

a 24 h, obtidos por partenogénese a partir de fémeas adultas com idade entre 7 dias e 21 dias.

e Solucdes

> Agua para diluicio e manutencdo: agua natural da torneira filtrada (malha 60 e 80 pum) e

declorada (aerada por 48 h) ou meio de cultivo;
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» Solucédo de KCI 0,5M;

» Solucbes-testes: referem-se aos diferentes tratamentos seja com amostra ambiental ou

substancia referéncia;

» Elutriato: solugcdo aquosa obtida apés adicdo de agua de diluicho a uma amostra sélida (na
proporcdo de 1 parte de sedimento para 4 partes de agua de diluicdo) submetida a agitacéo e

posterior decantacdo ou, quando necessario, centrifugacéo ou filtracao.
e Cultivo
- Condicdes de uso do material de cultivo

Qualquer material que venha a entrar em contato com o cultivo deve ser feito de vidro ou outro

material quimicamente inerte.

O material deve ser lavado antes do uso, de acordo com procedimentos laboratoriais adequados,

descritos no Procedimento Operacional Padréo n° 01.
Os recipientes lavados devem ser tampados para evitar a entrada de poeira.

¢ Montagem do cultivo

» O cultivo deve ser mantido em béqueres de 2 L. Cada cultivo deve possuir identificacdo: nimero

do cultivo, data de inicio do cultivo e nome do responsavel pelo cultivo;

» Para fazer o cultivo, separar com pipeta pasteur plastica 70 neonatos de Ceriodaphnia spp e

acondicionar num béquer de 2 L contendo 1 L de 4gua declorada e filtrada;
» A manutencao do cultivo deve ser feita com troca total da agua, 2 vezes por semana;

» Na troca, os individuos adultos devem ser transferidos um a um com ajuda de pipeta plastica e
lupa para um béquer com agua declorada limpa. Deve ser registrado o nimero de individuos vivos e

mortos ho momento da troca,

» Durante a manutengdo, caso 0s neonatos sejam usados para teste ou para novos cultivos, estes
devem ser contados e o nimero registrado; caso ndo sejam usados, a agua restante no béquer de
cultivo contendo os neonatos deve ser filtrada em filtro de 45 um e jogada na pia. Os neonatos que

permaneceram na malha devem ser mergulhados em hipoclorito para posterior descarte;

» No caso do aparecimento de efipios (ovos de resisténcia), estes devem ser acondicionados em

frasco contendo hipoclorito e ndo podem ser descartados. Devem ficar armazenados;

» O procedimento de abertura de novos cultivos deve ser repetido a cada 7 dias e cultivos com

mais de 21 dias devem ser descartados;

» A primeira prole de cada cultivo deve ser registrada quanto a sua data, pois recomenda-se usar

apenas a partir da 2a prole de um cultivo para 0s ensaios.
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» Varias espécies de algas verdes unicelulares podem ser utilizadas para alimentagdo de

Ceriodaphnia spp como, por exemplo, a Pediastrum boryanum. As algas podem ser cultivadas por

qualquer método que seja adequado ao seu crescimento. No caso a P. boryanum é cultivada em

meio WC com aeragéo;

» Os cultivos devem receber alimentacdo diariamente, evitando-se deixar os organismos por mais

de dois dias consecutivos sem alimentacao;

» A quantidade fornecida de alga deve ser de 1 x 106 células por organismo.

> Ensaio de toxicidade com substancia de referéncia

» Verificar se 0 nUmero de neonatos obtidos do cultivo é suficiente para realizagdo do ensaio;

» O ensaio com substancia de referéncia é realizado em 4gua de diluigcéo;

» A substancia referéncia indicada é o NaCl;

» No caso de se usar o NaCl como substancia referéncia, considerar a seguinte faixa de

concentragdo: 0,25, 0.5, 1,0, 2,0, 4,0 g/L de NaCl. Os Quadro 7 e Quadro 8 mostram o calculo para

solucdo-estoque a partir do NaCl e exemplo de preparo de solu¢cbes-teste, respectivamente.

Quadro 7. Calculo para solucéo-estoque a ser usada no ensaio com substancia referéncia.

Reagente

Quantidade (Q)

Preparo

NaCl

Para solugéo de 10 g/L

59

Dissolver em agua de diluicao e aferir o volume em baléo

volumétrico para 500 mL

Fazer a solucéo previamente a cada ensaio.

Quadro 8. Exemplo de preparo de solugfes-teste para o ensaio com substancia referencia

Solucgao-teste (g/L)

Volume de solugao-

trabalho de 10 g/L de NaCl

Volume de agua de diluicdo

Volume final para

as 10 réplicas do

ML) (mL) teste (150) + Extra
(50) (mL)

Controle 0 200 200
0,25 5 195 200
0,5 10 190 200
1,0 20 180 200
2,0 40 160 200
4,0 80 120 200

» O preparo das solucdes-teste deve ser feito no dia do ensaio. Os recipientes devem ser

devidamente identificados e a data de inicio do ensaio anotada;
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» Medir o oxigénio dissolvido (OD), dureza, condutividade e pH das solucdes, incialmente. Depois

dividir as solugcfes em béqueres de 100 mL (cada recipiente-teste deve ser preenchido com 15 mL de

solucéo);
» Colocar os organismos, sendo 1 organismo por recipiente-teste;

» O ensaio com a substancia de referéncia deve ser realizado com 10 organismos expostos um a
um, na proporcao de 1 organismo / 15 mL de &gua de diluicdo: sao utilizadas 5 concentracées mais o

controle, totalizando 60 béqueres (ver Quadro 8);

» Para o inicio do ensaio, neonatos de Ceriodaphnia dubia, entre 6 e 24 h de vida devem ser triados

e adicionadas nos béqueres (fazer a triagem com auxilio de caixa de luz e lupa);
» Por fim, tampa-se os béqueres com filme plastico furado com agulha fina ou placa de petri;

» O teste tem duracé@o de 7 dias e as condi¢des abidticas sdo: 12C:12E e temperatura 24°C + 2°C,

e sem aeracéao;

» A letalidade dos organismos adultos no controle ndo deve ser superior ou igual a 20 %. O nimero
médio de neonatos produzidos por fémea no controle deve ser igual ou maior que 15; Quadro 9

apresenta um resumo das condi¢des do ensaio com substancia referéncia;

» Ao fim do ensaio (7 dias de exposi¢ao), triar os organismos usando pipeta de plastico e verificar
movimento. Os animais sdo considerados mortos quando ndo h& movimentacdo esponténea ou
reacdo aos estimulos tateis usando ponteira fina (pipeta pasteur de vidro, por exemplo). Além disso,
conta-se o numero fémeas, mesmo mortas, e 0 nimero de neonatos. O numero médio de neonatos

produzidos em cada solugéo-teste € comparado com o nimero médio obtido no controle;

» Avaliar as condi¢8es finais do ensaio em uma das réplicas apés a retirada dos animais: oxigénio

dissolvido (OD), pH, temperatura e condutividade;

» Descartar a solugéo que contenha NacCl na pia;

» Deixar os organismos de molho no hipoclorito antes de descartar na pia;
» Inserir os dados do ensaio no respectivo formulario de registro do ensaio;

» Preencher relatério / planilha com resultados do ensaio.

Quadro 9. Resumo dos requisitos para o ensaio com substancia referéncia e amostra ambiental.

Requisitos Condigdes

Sugestao de recipiente .
) Béqueres de 100 mL
para o ensaio

Ensaio Semiestatico — troca de meio total com intervalo de 2 a 3 dias entre as trocas
Duracao do ensaio 7 dias
Organismo-teste Ceriodaphnia dubia - neonatos de 6 a 24 h
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Requisitos Condigdes
Meio do ensaio Agua filtrada e declorada
Substancia referéncia NacCl
Controle + 5 concentra¢des da substancia referéncia ou + 6 concentracdes da
Tratamentos )
amostra ambiental
Sedimento Ausente

Volume final de meio ) o
15 mL - 1 organismo por recipiente

por béquer
Numero de Réplicas 10 réplicas para cada tratamento
Numero de organismos 1
por réplica
Alimentagéo Alimentar com algas logo apoés a troca de meio
Temperatura 24°C £ 2°C
Fotoperiodo 12hC:12hE
Aeracao Ausente
Valores médios dos
parametros fisico- pH entre 7,0 e 7,6, dureza total entre 40 e 48 mg CaCOz/L, e oxigénio dissolvido
guimicos da 4gua de acima de 5,0 mg/L
diluicdo
Efeito observado Sobrevivéncia ou reprodugéo

Para substancia referéncia: CLso ou Clso (concentracdo mediana que causa
mortalidade ou inibicdo na reproducdo em 50 % dos organismos)
. Para amostra ambiental: CLso ou Clso ou andlise estatistica quali e quantitativa de
Expressao do resultado n . . .
toxicidade em relagé@o ao controle (Fator de Toxicidade (FT), valor crénico (VC), CEO,

CENO, CEp (concentracdo que causa efeito para determinada porcentagem de

organismos-teste em relacdo ao controle) ou téxico e ndo toxico).

» Ensaio de toxicidade crdnica com amostra ambiental (agua e elutriato) verificar se a quantidade
de neonatos é suficiente para a realizagdo do ensaio. Isso deve ser feito ao fim do dia, apds separar

as fémeas pela manha.
—  Preparo para o ensaio:

Dia anterior ao ensaio com amostra ambiental, descongelar as amostras de sedimento e agua em

caixa térmica a temperatura ambiente over night (aproximadamente 25° C);
No dia do ensaio, preparar o elutriato e as solu¢des teste.

» Para preparar o elutriato, mistura-se sedimento bruto e dgua mineral na propor¢do de 1:4. Tem
que se fazer o célculo de que volume de &gua sera necessdario para rodar o teste e a partir dai
calcular o volume de sedimento a ser usado. Para cada ensaio o volume total de elutriato € de 500
mL. A utilizacdo do elutriato ndo pode passar de 24 h depois de feito. A espera deve ser sobre

refrigeracao.
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» Nomear os recipientes de acordo com as concentracdes das solucBes-teste para as amostras de

agua ou elutriato;

» Adicionar agua de diluicdo e amostra ambiental (Agua ou elutriato) nos recipientes de acordo com
0 Quadro 8. Distribuir o volume total de 200 mL em 10 béqueres, de forma que cada béquer contenha

15 mL;
» O ensaio deve ser mantido a temperatura de 24°C + 2 °C, com fotoperiodo de 12C:12E;

» O Quadro 10 traz informacdes sobre o preparo das solu¢cdes com amostra ambiental e o Quadro

9 traz as condi¢des do ensaio;

» Medir o oxigénio dissolvido (OD), condutividade, temperatura e pH da solucdo-teste inicial. Caso
haja necessidade de ajustar o pH para inicio do teste, este deve ser ajustado de maneira a nao
alterar significativamente a concentracdo da solugcdo-estoque, e nao provocar reacdes ou
precipitacbes na substancia-teste. HCl e NaOH sdo os reagentes preferidos para os ajustes

necessarios. O pH néo deve ser ajustado durante o ensaio;

» Adicionar 1 organismo (neonatos de 6 a 24 h) em cada recipiente-teste, um a um, usando pipeta

plastica;
» O ensaio deve ser encerrado apoés 7 dias;

» Ao fim do ensaio, triar os organismos co auxilio de pipeta plastica, observando imobilidade a
estimulos tateis, os organismos imoveis devem ser considerados como mortos. Além disso, contar o
namero fémeas, mesmo mortas, e o0 nimero de neonatos. O nimero médio de neonatos produzidos

em cada solug&o-teste € comparado com o nimero médio obtido no controle;

» Para validacdo dos resultados a letalidade dos organismos adultos no controle ndo deve ser
superior ou igual a 20 %. O nimero médio de neonatos produzidos por fémea no controle deve ser

igual ou maior que 15;

» Determinar o oxigénio dissolvido, o pH e a condutividade da agua do recipientes-teste em 1 das
réplicas, apos retirar os organismos. A concentracao final de oxigénio dissolvido (OD) deve ser = 3
mg/L em todos os tratamentos, incluindo os grupos controle, e o pH néo deve estar fora da faixa de
5,0a9,0;

» Deixar os organismos de molho no hipoclorito antes de descartar na pia;
» Inserir os dados do ensaio no respectivo formulario de registro do ensaio;

» Preencher relatério / planilha com resultados do ensaio.
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Quadro 10. Exemplo de preparo de solucdes-teste para o ensaio com amostras de dgua do ambiente previamente

descongelada ou com elutriato de sedimento.

Volume final (mL) para as 10

% de ] Agua de diluicéo - declorada ]
Amostra ambiental (mL) réplicas do teste (150 mL) + Extra
Amostra (mL)
(50 mL)

100 200 - 200

50 100 100 200

25 50 150 200

12,5 25 175 200

6,2 12,5 187,5 200

3,1 6,2 193,8 200

e) RRDM - Procedimento Operacional Padrdo (POP) — N. 05: Manutencdo e ensaio de

e Descricdo e aplicacdo

toxicidade aguda com Daphnia magna

Este documento apresenta o procedimento operacional padréo (POP) para a realizagdo do cultivo e

ensaios para a determinacdo da toxicidade aguda de amostras liquidas utilizando como modelo

Daphnia magna Straus 1820 (Crustacea, Cladocera). A base deste documento € a Norma Técnica
ABNT NBR 12713, quarta edi¢do, de 19 de maio de 2016.

Como principio do teste, neonatos de Daphnia magna, entre 2 e 26 h de vida, sdo expostos a

diferentes concentracdes da substancia-teste, e os individuos s&o verificados quanto a sua

imobilizac@o apds 24 e/ou 48 h de exposigdo. Os resultados sdo comparados a um grupo controle.

e Material e equipamentos

» Medidor de oxigénio;

» Medidor de pH;

» Termbmetro de maxima e minima;

» Equipamento/material para demanda quimica de oxigénio (DQO);

» Equipamento/material para determinacdo da dureza da agua,;

» Incubadora com temperatura e fotoperiodo controlados;

» Caixa de luz;

» Copos béquer de vidro — 50 mL;

» Pipetas 5mL com ponteira de boca larga (cortar a ponta da ponteira);

» Solucdo-teste;
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» Pisseta para colocar 4gua de diluicdo.

e - Material biolégico

Os organismos-teste sdo neonatos (2 a 26 h) de Daphnia magna (Figura 1 e Figura 2) obtidos por

partenogénese a partir da segunda postura por fémeas com idade entre 10 e 60 dias.

Figura 1. Dapnhia magna

e Solucdes

> Agua para diluigdo e manutenc&o: agua mineral ou meio de cultivo;

» SolucBes-testes: referem-se aos diferentes tratamentos seja com amostra ambiental ou

substancia referéncia;

» Elutriato: solucdo aquosa obtida apos adicdo de agua de diluicdo a uma amostra sélida (na
propor¢do de 1 parte de sedimento: 4 partes de agua de diluicdo) submetida a agitagdo e posterior

decantagéo ou, quando necessario, centrifugacéo ou filtracéo.

e Cultivo
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- Condicdes de uso do material de cultivo
Qualquer material que venha a entrar em contato com o cultivo deve ser feito de vidro ou outro

material quimicamente inerte;

O material deve ser lavado antes do uso, de acordo com procedimentos laboratoriais adequados,

descritos no Procedimento Operacional Padrdo n° 01;
Os recipientes lavados devem ser tampados para evitar a entrada de poeira.
» Montagem do cultivo:

— O cultivo deve ser mantido em béqueres de 2 L. Cada cultivo deve possuir identificagao:

namero do cultivo, data de inicio do cultivo e nome do responsavel pelo cultivo;

— Para fazer o cultivo, separar com pipeta pasteur plastica 50 neonatos de Daphnia spp e

acondicionar num béquer de 2 L contendo 1,5 L de agua mineral;
— A manutencao do cultivo deve ser feita com troca total da agua, 2 vezes por semana;

— Na troca, os individuos adultos devem ser transferidos um a um com ajuda de pipeta
plastica com a ponta cortada para um béquer com agua mineral limpa. Deve ser registrado o

numero de individuos vivos e mortos no momento da troca;

— Durante a manutencgéo, caso 0s neonatos sejam usados para teste ou para novos cultivos,
estes devem ser contados e 0 nimero registrado; caso ndo sejam usados, a 4gua restante no
béquer de cultivo contendo os neonatos deve ser filtrada em filtro de 45 um e jogada na pia. Os
neonatos que permaneceram na malha devem ser mergulhados em hipoclorito para posterior

descarte;

— No caso do aparecimento de efipios (ovos de resisténcia), estes devem ser
acondicionados em frasco contendo hipoclorito e ndo podem ser descartados. Devem ficar

armazenados;

— O procedimento de abertura de novos cultivos deve ser repetido a cada 15 dias e cultivos

com mais de 60 dias devem ser descartados;

— A primeira prole de cada cultivo deve ser registrada quanto a sua data, pois recomenda-se

usar apenas a partir da 2a prole de um cultivo para os ensaios.
» Alimentacao:

— Vérias espécies de algas verdes unicelulares podem ser utilizadas para alimentacdo de
Daphnia spp como, por exemplo, a Pediastrum boryanum. As algas podem ser cultivadas por
qualquer método que seja adequado ao seu crescimento. No caso a P. boryanum é cultivada
em meio WC com aeragao;
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—  Os cultivos devem receber alimentacdo diariamente, evitando-se deixar 0s organismos por

mais de dois dias consecutivos sem alimenta¢éo;

— A quantidade fornecida de alga deve ser de 1 x 106 células por Daphnia.

— Ensaio de toxicidade com substancia de referéncia
Verificar se 0 nimero de neonatos obtidos dos cultivos é suficiente para realizacdo do ensaio;
O ensaio com substéncia de referéncia é realizado em agua de diluicdo;
A substancia referéncia indicada é o NaCl;

No caso de se usar o NaCl como substéncia referéncia, considerar a seguinte faixa de concentracao:
4,0, 4,8, 5,6, 6,4 e 7,2 g/L de NaCl. Os Quadro 11 e Quadro 12 mostram o calculo para solugao-
estoque a partir do NaCl e exemplo de preparo de solugbes-teste, respectivamente.

Quadro 11. Célculo para solugdo-estoque a ser usada no ensaio com substancia referéncia.

Reagente Quantidade (g) Preparo
NaCl 5 Dissolver em agua de diluicao e aferir o volume em
Para solucéo de 10 g/L g baldo volumétrico para 500 mL

Fazer a solucéo previamente a cada ensaio.

Quadro 12. Exemplo de preparo de solucdes-teste para o ensaio com substancia referéncia.

Volume de solugéo- . L Volume final para as 2
Solucéo-teste (g/L) trabalho de 10 g/L de Volume de agua de diluigao réplicas do teste (40
NaCl (mL) (L) mL) + Extra (10 mL)
Controle - 50 50
4,0 20 30 50
4.8 24 26 50
5,6 28 22 50
6,4 32 18 50
7,2 36 14 50

» O preparo das solucbes-teste deve ser feito no dia do ensaio. Os recipientes devem ser

devidamente identificados e a data de inicio do ensaio anotada;

» Medir o oxigénio dissolvido (OD), temperatura, dureza, condutividade e pH das solucdes,
incialmente, antes de colocar os organismos. Depois dividir as solu¢ées em béqueres de 50 mL (cada
recipiente-teste deve ser preenchido com 20 mL de solu¢éo);

» Colocar os organismos nos béqueres com auxilio de pipeta de plastico, sendo 1 organismo por
recipiente-teste;
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» O ensaio com a substancia de referéncia deve ser realizado, em duplicata, com 10 animais por

frasco, contendo 2 mL de &gua por organismo: sdo utilizadas 5 concentragcbes mais o controle,
totalizando 12 béqueres;

» Para o inicio dos ensaios, neonatos de Daphnia magna entre 2 e 26 h de vida devem ser triados e
adicionadas nos béqueres um a um (fazer a triagem com auxilio de caixa de luz e lupa), em um n de
10 organismos por béquer;

» Por fim, tampa-se os béqueres com filme plastico furado com agulha fina ou placa de petri;

» O teste tem duracéo de 48 h e as condicdes abidticas sdo: 12C: 12E e temperatura 20°C + 2°C, e

sem aeracao;
» No grupo controle, a imobilizacdo dos daphnideos ndo deve ultrapassar 10%;

» Avaliar as condi¢fes finais do ensaio em uma das réplicas apos a retirada dos animais: oxigénio
dissolvido (OD), pH, temperatura e condutividade;

» O Quadro 13 apresenta um resumo das condi¢Bes do ensaio com substancia referéncia;

» Ao fim do ensaio (48 h de exposicdo), triar os organismos e verificar movimento. Os animais sao
considerados mortos quando ndo ha movimentagdo espontanea ou reacao a estimulos tateis usando

ponteira fina (pipeta pasteur de vidro, por exemplo);

» Avaliar as condi¢des finais do ensaio em uma das réplicas apés a retirada dos animais: oxigénio
dissolvido (OD), salinidade inicial, pH, temperatura e condutividade;

» Descartar a solu¢éo que contenha NaCl na pia;
» Deixar os organismos de molho no hipoclorito antes de descartar na pia;
» Inserir os dados do ensaio no respectivo formulario de registro do ensaio;

» Preencher relatorio / planilha com resultados do ensaio.

Quadro 13. Resumo dos requisitos para o ensaio com substancia referéncia e amostra ambiental.

Requisitos Condigdes
Sugestao de recipiente para o ensaio Béqueres de 50 mL
Ensaio Estatico
Duracéo do ensaio 96 horas
Organismo-teste Daphnia magna - neonatos de 2 a 26 h
Meio do ensaio Agua mineral
Substéncia referéncia NaCl
Tratamentos Controle + 5 concentra¢gfes da substancia referéncia
ou + 6 concentracdes da amostra ambiental
Sedimento Ausente
Volume final de meio por béquer 20 mL (2 mL/organismo)
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Requisitos Condigdes
Numero de Réplicas 2 réplicas de cada tratamento
Numero de organismos por réplica 10

Sem alimentagdo — evitar iniciar ensaios as
Alimentacéo segundas-feiras, pois no fim de semana os animais

nao sdo alimentados

Temperatura 20°C £2°C
Fotoperiodo 12hC:12hE
Aeracao Ausente

pH entre 7,0 e 7,6, dureza total entre 125 a 225 mg
Valores médios dos parametros fisico-quimicos da agua CaCOs/L. condutividade entre 190 a 250 uS/cm e

oxigénio dissolvido acima de 5,0 mg/L

Efeito observado Imobilidade (sobrevivéncia)

Para substancia referéncia: CEso (concentragdo
mediana que causa imobilidade em 50 % dos
neonatos)
Expressao do resultado Para amostra ambiental: CEso ou andlise estatistica
quali e quantitativa de toxicidade em relagédo ao
controle (Fator de Toxicidade (FT), ou téxico e ndo

toxico

e Ensaio de toxicidade aguda com amostra ambiental (dgua e elutriato)

Verificar se a quantidade de neonatos é suficiente para a realizacdo do ensaio. Isso deve ser feito ao

fim do dia, ap0s separar as fémeas pela manha.
Preparo para o ensaio - Dia anterior ao ensaio com amostra ambiental

» Descongelar as amostras de sedimento e agua em caixa térmica a temperatura ambiente

overnight (aproximadamente 250 C);

No dia do ensaio preparar o elutriato e as solugfes-teste.

» Para preparar o elutriato, mistura-se sedimento bruto e 4gua mineral na proporcdo de 1:4. Tem
gue se fazer o céalculo de que volume de agua serd necessario para rodar o teste e a partir dai
calcular o volume de sedimento a ser usado. Para cada ensaio, fazer um volume total de elutriato de
200 mL. A utilizacdo do elutriato ndo pode passar de 24 h depois de feito. A espera deve ser sobre

refrigeracao.

» Nomear os recipientes de acordo com as concentragdes das solugbes-teste para as amostras de

agua ou elutriato;

» Adicionar 4gua de diluicdo e amostra ambiental (dgua ou elutriato) nos recipientes. Distribuir o

volume total de 50 mL em 2 béqueres, de forma que cada béquer contenha 20 mL;
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» O ensaio deve iniciar somente com as solu¢cdes em temperatura de 200 C;

» O Quadro 14 traz informacdes sobre o preparo das solu¢gdes com amostra ambiental;

» Medir o oxigénio dissolvido (OD), condutividade, temperatura e pH da solugdo-teste inicial. Caso
haja necessidade de ajustar o pH para inicio do teste, este deve ser ajustado de maneira a nédo
alterar significativamente a concentracdo da solugdo-estoque, e nado provocar reacdes ou
precipitacdes na substancia-teste. HCl e NaOH sdo os reagentes preferidos para os ajustes

necessarios. O pH ndo deve ser ajustado durante o ensaio;

» Adicionar 10 organismos (neonatos de 2 a 26 h) em cada recipiente-teste, um a um, com auxilio

de pipeta plastica;
» O ensaio deve ser encerrado apds 48 h;

» Ao fim do ensaio, triar os organismos e observar imobilidade. No grupo controle, a imobilizagédo

dos daphnideos néo deve ultrapassar 10% para que 0 ensaio seja validado;

» Determinar o oxigénio dissolvido, a temperatura, o pH e a condutividade da agua dos recipientes-
teste, ao final do ensaio, apoés retirar os organismos. A concentracao final de oxigénio dissolvido (OD)

deve ser = 3 mg/L em todos os tratamentos, incluindo os grupos controle;

» Contar e registrar somente 0s organismos vivos e relativizar pelo total de organismos expostos;
» Deixar os organismos de molho no hipoclorito antes de descartar na pia;

» Inserir os dados do ensaio no respectivo formulario de registro do ensaio;

» Preencher relatério / planilha com resultados do ensaio.

Quadro 14. Exemplo de preparo de solu¢des-teste para o ensaio com amostras de agua do ambiente previamente

descongelada ou com elutriato de sedimento.

% de Amostra ambiental Agua de diluicéo - Volume final (mL) para as 2 réplicas do
Amostra (mL) mineral (mL) teste (40 mL) + Extra (10 mL)
100 50 - 50
50 25 25 50
25 12,5 37,5 50
12,5 6,2 43,8 50
6,2 3,1 46,9 50
31 1,5 48,5 50

f) RRDM - Procedimento Operacional Padrdo (POP) — N. 06: Manutencdo e ensaio

ecotoxicolégico com embrido de Danio rerio (FET TEST)

e Descricdo e aplicacdo
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Este documento apresenta o procedimento operacional padrdo (POP) para ensaios para a
determinacdo da toxicidade aguda de amostras liquidas utilizando como modelo embrides do peixe
Danio rerio (zebrafish). A base deste documento € a Norma Técnica OECD (Organisation for

Economic Co-operation and Development) 236 — Fish Embryo Acute Toxicity (FET) Test.

Como principio do teste, ovos de Danio rerio séo expostas a diferentes concentracdes da substancia-
teste, por um periodo de 96 h. Os ovos séo verificados a cada 24 h e indicadores de inviabilidade sao
anotados, como: 1) coagulacao de ovos fertilizados; 2) falta ou mal formacdo de somito; 3) auséncia
de deslocamento da cauda do saco vitelinico; 4) auséncia de batimento cardiaco. Ao final do ensaio
(96 h), a toxicidade aguda € determinada baseada na observacdo de qualquer uma das 4

observacges e o valor de toxicidade é calculado.

e Material e equipamentos:

» estereomiscroscopio binocular com uma ampliagéo de pelo menos 80x;

» lacas padrdo de 24 pogcos com uma profundidade de aprox. 20 mm;

» incubadora ou ambiente climatizado com fotoperiodo e temperatura controlados;
» armadilha contando bandeja, rede para protecdo de ovos e substrato artificial;

» pipetas com aberturas ampliadas para coleta de ovos;

» recipientes de vidro para recolher os ovos e preparar diferentes concentra¢cdes de ensaio e agua
de diluicédo (béqueres de 50 ml e 100 ml, proveta de 100ml);

» pipeta automatica (1ml);
» pipeta pasteur de plastico;

e Material bioldgico:

» Os organismos-teste sdo ovos de Danio rerio (zebrafish), obtidas de desovas do sistema de
cultivo do Biotério Aquatico do ICB — FURG.

e Solucdes

- Agua para diluicdo e manutencédo: agua da torneira filtrada e declorada com aerag&o por, no minimo
48 h. A 4gua de diluicdo esté disponivel do Biotério Aquatico do ICB-FURG, pois faz parte da rotina
deste biotério aerar agua para os cultivos. Esta dgua é usada para a manutencéo dos reprodutores e

para diluicdo das solugBes-teste. A condicdo da agua de diluicio € descrita no
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Quadro 15;

- SolucBes-testes: referem-se aos diferentes tratamentos seja com amostra ambiental ou substancia

referéncia.
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Quadro 15. Parametros da agua para manutencéo dos reprodutores e diluigdo das amostras e substancias de referéncia.

Parametro CondicOes
Agua Declorada da rede de abastecimento
pH 6,5a85
Temperatura 23 a27°C
oD > 5 mg/L
Dureza 10 a 60 mg CaCOas/L
Alcalinidade 15 a 250 mg CaCOa/L
Amonia < 0,05 mg/L NHg4*
Fotoperiodo 12 h a 16 h de luz com luminosidade difusa
Relacdo massa / volume 1 g de peixe por litro de agua de cultivo

e Obtencado dos ovos

» Os ovos sdo obtidos através do cruzamento de adultos de Danio rerio, com a liberagdo de

gametas na agua (fecundagédo externa), mantidos em sistema de cultivo;

> E importante salientar que qualquer material que venha a entrar em contato com o cultivo deve
ser lavado antes do uso de acordo com procedimentos laboratoriais adequados, descritos no

Procedimento Operacional Padrao n° 01.
e Desova

» Para a obtenc¢do dos ovos, as condi¢es de alimentacao e qualidade da 4gua em biotério devem
ser mantidas constantes, ver POP para manutencéo e ensaio de toxicidade aguda com adultos Danio

rerio;

» Realizar a sexagem de Danio rerio, separando machos e fémeas e mantendo as fémeas em

tanque separado por até 3 dias antes da montagem dos tanques de reproducéo;

» ApOs montar caixas de reprodu¢éo no sistema, com uma propor¢cao de 2 machos para 1 fémea,
respeitando a densidade de 1g de animal por litro de agua. Devem ser colocados, no minimo, 12
machos e 6 fémeas para uma boa desova, ou seja, para que a desova seja suficiente para obtencéo
do nimero de larvas necessério para 0 ensaio. Os animais podem ser distribuidos em diferentes
aquarios. Fazer 2 ou 3 desovas prévias as dos ensaios para conferir se 0s reprodutores estao

apresentando alta taxa de reproducéo;

» Para evitar viés genético, os ovos sdo, de preferéncia, coletados de no minimo trés grupos de

reprodutores, misturados e selecionados aleatoriamente;

» Ao final da tarde (17-19h) inserir o aparato artesanal de retencdo de ovos (bandeja, rede e

substrato artificial) nos aquarios de reproducao;
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» Na manha seguinte, monitorar o aparato a partir de uma hora apés acender a luz do biotério, e ao

visualizar a desova, retirar a mesma;

» Passar o conteudo do aparato em um coador e posteriormente, lavar o0 mesmo com agua do

sistema para um béquer limpo;

» Com auxilio de pipeta pasteur, limpar os ovos delicadamente, retirando residuos de ragdo, bem

como ovos ja fungados que possam estar presentes junto a desova,
» Estimar o nimero de ovos e anotar na planilha de controle de desovas do biotério;

» Os ovos invidveis devem ser separados e descartados. Os ovos viaveis (embrides) devem ser
utilizados imediatamente nos ensaios. Deve-se fazer a proporgdo entre ovos viaveis e inviaveis e o
namero de ovos fertilizados na desova tem que ser superior a 70 % para que 0S 0v0OS possam ser

usados;

» Os embribes devem ser imersos nas solucdes de teste antes do inicio da clivagem do blastocisto

ou, N0 maximo, no estagio de 16 células, até 90 minutos pés-fertilizagdo.

e Ensaio de toxicidade

Preparo para o0 ensaio: no dia anterior ao ensaio com amostra ambiental descongelar as amostras de

sedimento e 4gua em caixa térmica a temperatura ambiente over night (aproximadamente 25° C).

No dia do ensaio, para preparar o elutriato, mistura-se sedimento bruto e agua de diluicdo na
propor¢do de 1:4. Tem que se fazer o calculo de que volume de 4gua sera necessario para rodar o
teste e a partir dai calcular o volume de sedimento a ser usado. Fazer um volume total de elutriato de
350 mL. A utilizacdo do elutriato ndo pode passar de 24 h depois de feito. A espera deve ser sobre

refrigeracao.
» Ensaio

— Nomear as placas de acordo com as concentragfes das solugfes-teste para as amostras de agua
ou elutriato, bem como controle negativo e controle positivo. E usada 1 placa por concentracdo de
amostra ambiental + 1 placa para controle negativo + 1 placa para controle positivo. Além disso,

havera um controle negativo em todas as placas;

— Adicionar 4gua de diluicdo e amostra ambiental (dgua ou elutriato) em béqueres. Fazer 120 mL
de cada solucao-teste e medir os parametros fisico-quimicos. Caso haja necessidade de ajustar o pH
para inicio do teste, este deve ser ajustado de maneira a nao alterar significativamente a
concentracdo da solucdo-estoque, e ndo provocar reacdes ou precipitacdes na substancia-teste. HCI

e NaOH sao os reagentes preferidos para 0s ajustes necessarios;

— Adicionar 2,5 a 5 mL de cada solucao-teste a cada poco, preenchendo 20 pocos de cada placa
com o mesmo tratamento (ver Quadro 16). Os 4 pocos restantes de cada placa devem ser

preenchidos com apenas agua de dilui¢cdo (controle negativo da placa).
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— A placa destinada para controle positivo, deve ter 20 pocos preenchidos com 2,5 a 5 mL de
acetona na concentracao de 0,1 % ou 4,0 mg/L de dicloroanilina. Para que o ensaio seja validado, no
controle positivo deve ser observada uma mortalidade de 30 % ao final das 96 h de exposicao. Os 4
ultimos pocos também devem conter somente agua de diluicdo (controle negativo da placa), assim

como nas placas com as solugfes-teste;

— A placa com o controle negativo é totalmente preenchida com agua de diluicdo (controle do

ensaio). A viabilidade dos ovos deve ser superior ou igual a 90 % ao fim das 96 h;
— Portanto, para 1 ensaio sdo usadas 8 placas;
— Adicionar um ovo fecundado em cada poco;

— Observar em estereomicroscopio a condigdo do ovo a cada 24 h. Os ovos que apresentarem as
seguintes alteragfes: 1) coagulacdo de ovos fertilizados; 2) falta ou mal formacdo de somito; 3)
auséncia de deslocamento da cauda do saco vitelinico; 4) auséncia de batimento cardiaco, sao
considerados como néo viaveis. Exemplos ilustrados da montagem da placa, montagem do ensaio,
as etapas normais do desenvolvimento embrionario de zebrafish e as condicBes patoldgicas
mencionadas acima, podem ser consultados na Norma da OECD 236, na qual este POP esta

baseado;

— Ao fim do ensaio, 0s ovos viaveis devem ser eutanasiados por congelamento e estocados em

freezer para descarte apropriado;

— Depois de retirar os ovos, medir novamente o OD no controle. Este deve ser superior ou igual a

80 % de saturagdo. Este é outro quesito para validagdo do ensaio;
— Inserir os dados do ensaio no respectivo formulario de registro do ensaio;
— Preencher relatério / planilha com resultados do ensaio;

O
Quadro 17 apresenta um compilado das condi¢6es do ensaio.

Quadro 16. Exemplo de preparo de solugdes-teste para o ensaio com amostras de dgua do ambiente previamente

descongelada ou com elutriato de sedimento.

Volume final (mL)
% de Amostra Amostra ambiental (mL) Agua de dilui¢&o (mL) para as 20 pogos +
Extra (20 mL)
100 120 - 120
50 60 60 120
25 30 90 120
12,5 20 100 120
6,2 15 105 120
3,1 12 108 120
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Quadro 17. Resumo dos requisitos para o ensaio.

Requisitos

Condicdes

Sugestao de recipiente

para o ensaio

Placas de 24 pocgas

Ensaio

Estético

Duracéo do ensaio

96 horas com observacéo a cada 24 h

Organismo-teste

Danio rerio — embrides

Meio do ensaio

Agua da torneira filtrada e declorada

Substéancia referéncia

Aceona 0,1% ou dicloroanilina 4,0 mg/L — controle positivo

Tratamentos

1 placa por concentragdo de amostra ambiental + 1 placa para controle negativo +
1 placa para controle positivo

Sedimento

Ausente

Volume final de meio por

aquario

2,5 a5 mL por poga

Numero de Réplicas

1 placa por tratamento

NuUmero de organismos por

1 organismo por pogo

réplica
Alimentacéo Sem alimentacdo
Temperatura 26°C+1°C
Fotoperiodo 14hC:10hE
Aeracao Ausente

Valores médios dos
parametros fisico-quimicos

da agua

Ver Quadro 15

Efeito observado

Inviabilidade dos ovos resultante das seguintes alteracées:
1) coagulacao de ovos fertilizados
2) falta ou mal formacao de somito
3) auséncia ou deslocamento do saco vitelinico

4) auséncia de batimento cardiaco

Expressao do resultado

CEso (concentragdo mediana que causa efeito em 50 % dos organismos) ou
andlise estatistica quali e quantitativa de toxicidade em rela¢éo ao controle (Fator
de Toxicidde (FT), ou toxico e ndo toxico).

g) RRDM -

Procedimento Operacional

Padrdo (POP) - N. 07: Manutencdo e ensaio

ecotoxicoldgico com larvas de Danio rerio

e Descricdo e aplicacdo

Este documento apresenta o procedimento operacional padrdo (POP) para ensaios para a

determinacdo da toxicidade cronica de amostras liquidas utilizando como modelo larvas do peixe
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Danio rerio (zebrafish). A base deste documento é a Norma Técnica ABNT NBR 15499, terceira
edicdo, de 08 de abril de 2016.

Como principio do teste, larvas de Danio rerio sdo expostas a diferentes concentracdes da
substancia-teste, por um periodo de 7 dias. Os individuos séo verificados quanto a sua sobrevivéncia

ao final do teste, e comparados ao grupo controle.

e Material e equipamentos

» racdo comercial de peixe;

» sistema de aquarios com recirculacdo de agua;

» incubadora ou ambiente climatizado com fotoperiodo e temperatura controlados ;
» balanca analitica;

» estereomicroscopio;

» baléo volumétrico;

» béqueres de volumes variados;

» bastéo de vidro para mistura de solugéo;

» medidor de condutividade, oxigénio dissolvido (OD) e pH;
» pipeta graduada;

> proveta,

» recipiente-teste de vidro;

» rede para manipular o organismo-teste;

» termémetro.

e Material biolégico

» Os organismos-teste sdo larvas de Danio rerio (zebrafish), obtidas de desovas do sistema de
cultivo do Biotério Aquético do ICB — FURG.

e Solucdes

- Agua para diluicdo e manutengdo: agua da torneira filtrada e declorada com aeragéo por, no minimo
48 h. A 4gua de diluicdo esta disponivel do Biotério Aquatico do ICB-FURG, pois faz parte da rotina

deste biotério aerar agua para os cultivos;

- SolucBes-testes: referem-se aos diferentes tratamentos seja com amostra ambiental ou substancia

referéncia.
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e Obtencao das larvas

» As larvas sdo obtidas através do cruzamento de adultos de Danio rerio, com a liberagcdo de
gametas na agua (fecundacgéo externa), mantidos em sistema de cultivo;

> E importante salientar que qualquer material que venha a entrar em contato com o cultivo deve
ser lavado antes do uso de acordo com procedimentos laboratoriais adequados, descritos no

Procedimento Operacional Padrdo n° 01.
e Desova

» Para a obtencao dos ovos, as condi¢cbes de alimentacéo e qualidade da agua em biotério devem
ser mantidas constantes, ver POP para manuten¢do e ensaio de toxicidade aguda com adultos Danio

rerio;

» Realizar a sexagem de Danio rerio, separando machos e fémeas e mantendo as fémeas em

tanque separado por até 3 dias antes da montagem dos tanques de reproduco;

» Apdbs, montar caixas de reproducdo no sistema, com uma proporcao de 2 machos para 1 fémea,
respeitando a densidade de 1g de animal por litro de agua. Devem ser colocados, no minimo, 12
machos e 6 fémeas para uma boa desova, ou seja, para que a desova seja suficiente para obtencao
do numero de larvas necessario para o ensaio. Os animais podem ser distribuidos em diferentes

aquarios;

» Para evitar viés genético, os ovos séo, de preferéncia, coletados de no minimo trés grupos de

reprodutores, misturados e selecionados aleatoriamente;

» Ao final da tarde (17-19h) inserir o aparato artesanal de retencdo de ovos (bandeja, rede e

substrato artificial) nos aquarios de reproducao;

» Na manha seguinte, monitorar o aparato a partir de uma hora ap6s acender a luz do biotério, e ao

visualizar a desova, retirar a mesma,;

» Passar o conteddo do aparato em um coador e posteriormente, lavar o mesmo com agua do

sistema para um béquer limpo;

» Com auxilio de pipeta pasteur, limpar os ovos delicadamente, retirando residuos de racdo, bem

como ovos ja fungados que possam estar presentes junto a desova;
» Passar ovos limpos para meio M3 previamente feito (Quadro 18);
» Estimar o nimero de ovos e anotar na planilha de controle de desovas do biotério;

» Monitorar constantemente a desova, para a retirada de ovos fungados. Esse procedimento é
muito importante visto que a presenca do fungo se alastra rapidamente. Nas primeiras 6 horas apés
retirada do aparato, monitorar a desova de 2 em 2 horas. Apés 0 monitoramento de ovos pode ser
realizado no minimo 3 vezes ao dia, até a eclosdo, com uso de estereomiscroscépio para avaliar se
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estdo em bom desenvolvimento. O guia da OECD 236 pode ser usado como base para o critério de

bom desenvolvimento embrionarios e traz ilustracdes;

» De 72 a 96 h, os ovos iniciam e eclosdo em larvas. Devem ser utilizadas para o ensaio crénico

larvas com até 24 h de eclosdo.

Quadro 18. Preparo do meio M3. Preparar 1 L e armazenar em geladeira.

Reagente Concentracédo (mM) Pesar (mg) e adicionar em 1 L de agua de diluicédo
NaCl 13,7 58,5
KCI 0,54 75,5
MgSOa4. 7H20 1,0 246,47
CaClz 1,3 1110
NazHPO4 0,025 141,96
KH2PO4 0,044 136,0
NaHCOs 4,2 84,0

e - Ensaio de toxicidade com substancia de referéncia

» Iniciar o ensaio com substancia de referéncia apenas se o niUmero de ovos em desenvolvimento
para obtenc¢ao de larvas for suficiente para preencher o nUmero de organismos necessarios para o

ensaio;

» O ensaio com substancia de referéncia é realizado em agua de diluicdo. As condi¢des da agua de

diluicdo encontram-se no Quadro 19;
» A substancia referéncia indicada é o NaCl;

» No caso de se usar o NaCl como substéncia referéncia, considerar a seguinte faixa de
concentragdo: 1, 2, 4, 8 e 16 g/L de NacCl;

» Quadro 20 mostra o preparo das solugbes-teste. NaCl é diretamente dissolvido na agua de
diluicdo num volume suficiente para todas as réplicas (1,2 L de volume total para preencher 4
bégueres com 250 mL de meio), sob agitacdo com agitador magnético e colocado nos aquérios de

experimentacao.

Quadro 19. Parametros da dgua para manutengéo dos reprodutores e diluicdo das amostras e substancias de referéncia.

Pardmetro Condicbes
Agua Declorada da rede de abastecimento
pH 6,5a75
Temperatura 23az27°C
oD >5 mg/L
Dureza 10 a 60 mg CaCOs/L
Alcalinidade 15 a 250 mg CaCOa/L
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Paréametro Condi¢des
Amonia < 0,05 mg/L NHg4*
Fotoperiodo 12 h a 16 h de luz com luminosidade difusa
Relacdo massa / volume 1 g de peixe por litro de agua de cultivo

Quadro 20. Exemplo de preparo de solu¢des-teste para o ensaio com substancia referéncia.

Solucéo-teste (g/L) Quantidade de NaCl (g) para 1,2 L de agua de dilui¢do
Controle -
1 1,2
2 2,4
4 4,8
8 9,6
16 19,2

» O preparo das solucbes-teste deve ser feito no dia do ensaio. Os recipientes devem ser

devidamente identificados e a data de inicio do ensaio anotada;

» Medir o oxigénio dissolvido (OD), temperatura, dureza, condutividade e pH das solucdes,
incialmente, antes de colocar os organismos e antes de distribuir o volume final de solucdo nos

béqueres (recipientes experimentais);
» Colocar as larvas nos recipientes experimentais com auxilio de puga, uma a uma,;

» O ensaio com a substancia de referéncia deve ser realizado, em quadruplicata, com 10 animais
por réplica em recipiente com 250 mL: sao utilizadas 5 concentracbes mais o controle, totalizando 24

recipientes-teste (ver Quadro 21);
» Na&o ha necessidade de aeracéo;

» O teste tem duracdo de 7 dias ou 168 horas e as condicBes abidticas séo: 14C: 10E e
temperatura 24°C * 2 °C;

» Avaliar a mortalidade das larvas (imobilidade a estimulos tateis) ao longo do teste e remover as

mortas;
» No grupo controle, a mortalidade dos peixes néo deve ultrapassar 20%;

» Os organismos que sobreviveram ao fim do ensaio devem ser eutanasiados por congelamento

em nitrogénio liquido ou em freezer -800 C;

» Descartar os organismos em freezer para recolhimento por empresa competente;
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» Avaliar as condicdes finais do ensaio em uma das réplicas apés a retirada dos animais: oxigénio

dissolvido (OD), dureza, pH, temperatura e condutividade;
» A Quadro 21 apresenta um resumo das condi¢cdes do ensaio com substancia referéncia;
» Inserir os dados do ensaio no respectivo formulario de registro do ensaio;

» Preencher relatério / planilha com resultados do ensaio.

Quadro 21. Resumo dos requisitos para o ensaio com substancia referéncia e amostra ambiental.

Requisitos Condigdes

Sugestao de recipiente para o 3
Béqueres de 500 mL

ensaio
Semiestatico com renovagao total de meio no 3° e 5 dia de ensaio.
) No 2° e 4° dia de ensaio deve-se realizar os processos de descongelamento
Ensaio de agua e sedimento para producéo do elutriato conforme item 6.1, para que o
meio seja renovado
Duracao do ensaio 7 dias
Requisitos Condigdes
Organismo-teste Danio rerio - larvas
Meio do ensaio Agua da torneira filtrada e declorada
Substéncia referéncia NacCl
Controle + 5 concentracdes da substancia referéncia (ver Quadro 3) ou + 6
Tratamentos
concentra¢des da amostra ambiental (ver Quadro 5)
Sedimento Ausente
Volume final de meio por
. 250 mL
aquério
Numero de Réplicas 4 réplicas de cada tratamento
NUmero de organismos por
réplica 10
Alimentacéo Sem alimentacao
Temperatura 24°C £+ 2°C
Fotoperiodo 14hC:10hE
Aeracao Ausente
Valores médios dos
parametros fisico-quimicos da Ver Quadro 19
agua
Efeito observado Mortalidade
Para substancia referéncia: CLso (concentra¢éo mediana que causa
mortalidade em 50 % dos organismos)
Expresséo do resultado Para amostra ambiental: CLso ou andlise estatistica quali e quantitativa de

toxicidade em relacéo ao controle (Fator de Toxicidde (FT), ou téxico e ndo

téxico).
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e Ensaio de toxicidade crénica com amostra ambiental (dgua e elutriato)

Preparo para o ensaio
Dia anterior ao ensaio com amostra ambiental

» Descongelar as amostras de sedimento e 4gua em caixa térmica a temperatura ambiente over

night (aproximadamente 25° C).

No dia do ensaio

» Para preparar o elutriato, mistura-se sedimento bruto e agua de diluicdo na proporcdo de 1:4.
Tem que se fazer o célculo de que volume de dgua sera necessario para rodar o teste e a partir dai
calcular o volume de sedimento a ser usado. Para cada renovacdo de meio, fazer um volume total de
elutriato de 2,5 L. A utilizacéo do elutriato ndo pode passar de 24 h depois de feito. A espera deve ser

sobre refrigeracéo.

» Nomear os recipientes de acordo com as concentracBes das solucBes-teste para as amostras de

agua ou elutriato;

» Adicionar 4gua de diluicao e amostra ambiental (agua ou elutriato) nos recipientes;
» O ensaio deve iniciar somente com as solu¢fes em temperatura de 240 C.

Ensaio

O Quadro 22 traz as condi¢des do ensaio.

» Medir o oxigénio dissolvido (OD), dureza, condutividade, temperatura e pH da solucéo-teste
inicial, antes de dividir o volume total feito de cada solucdo nos 4 recipientes-teste (cada um
compreendera volume de 250 mL). Caso haja necessidade de ajustar o pH para inicio do teste, este
deve ser ajustado de maneira a ndo alterar significativamente a concentracdo da solucdo-estoque, e
ndo provocar reacdes ou precipitacfes na substancia-teste. HCl e NaOH séo os reagentes preferidos

para os ajustes necessarios. O pH ndo deve ser ajustado durante o ensaio;

» Adicionar 10 larvas em cada recipiente-teste, um a um, com auxilio de pipeta de pasteur de

plastico com a ponta cortada;
» O ensaio deve ser encerrado apés 7 dias;

» Avaliar a mortalidade das larvas (imobilidade a estimulos tateis) ao longo do teste e remover as

mortas;
» No grupo controle, a mortalidade dos peixes ndo deve ultrapassar 20%;

» Os organismos que sobreviveram ao fim do ensaio devem ser eutanasiados por congelamento

em nitrogénio liquido ou freezer — 800 C;
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» Descartar os organismos em freezer para recolhimento por empresa competente;

» Avaliar as condi¢des finais do ensaio em uma das réplicas apés a retirada dos animais: oxigénio

dissolvido (OD), dureza, pH, temperatura e condutividade;
» Inserir os dados do ensaio no respectivo formulario de registro do ensaio;

» Preencher relatério / planilha com resultados do ensaio.

Quadro 22. Exemplo de preparo de solugdes-teste para o ensaio com amostras de 4gua do ambiente previamente

descongelada ou com elutriato de sedimento.

% de Amostra ambiental Agua de diluicéo Volume final (mL) para as 4 réplicas do teste
Amostra (mL) (mL) (350 mL) + Extra (200 mL)
100 1.200 - 1.200
50 600 600 1.200
25 300 900 1.200
12,5 150 1.050 1.200
6,2 74,4 1.126 1.200
3,1 37,0 1.163 1.200

h) RRDM - Procedimento Operacional Padrdo (POP) - N. 08: Manutencdo e ensaio

ecotoxicolégico com Danio rerio adulto

e Descricdo e aplicacdo

Este documento apresenta o procedimento operacional padrédo (POP) para a realizagcdo do cultivo e
ensaios para a determinagdo da toxicidade aguda de amostras liquidas utilizando como modelo o
peixe Danio rerio (zebrafish) adulto. A base deste documento € a Norma Técnica ABNT NBR 15088,

terceira edicdo, de 13 de dezembro de 2016.

Como principio do teste, adultos de Danio rerio sdo expostos a diferentes concentracdes da
substancia-teste, por um periodo de 48 ou 96 h. Os individuos sado verificados quanto a sua

sobrevivéncia ao final do teste, e comparados ao grupo controle.

e Material e equipamentos:

» racdo comercial de peixe ;

» sistema de aquarios com recirculacdo de agua;

» ambiente climatizado com fotoperiodo e temperatura controlados;
» balanca analitica;

> baldo volumétrico;
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» béqueres de volumes variados;

» aquarios;

» bastao de vidro para mistura de solugéo;

» medidor de condutividade, oxigénio dissolvido (OD) e pH;
» pipeta graduada;

> proveta,

» recipiente-teste de vidro;

» rede para manipular o organismo-teste;

» termbmetro;

e Material biolégico:

» Os organismos-teste sdo exemplares de Danio rerio (zebrafish) adultos (Figura 3, Figura 4 e

Figura 5), obtidos de fonte comercial.

Figura 3. Danio rerio adulto.

Figura 4. Danio rerio fémea (acima) e macho.
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Figura 5. Larva de zebrafish Danio rerio.

e Solucdes

> Agua para diluicio e manutencio: agua da torneira filtrada e declorada com aerac&o por, no
minimo 48 h. A agua de diluicdo esta disponivel do Biotério Aquatico do ICB-FURG, pois faz parte da

rotina deste biotério aerar agua para os cultivos.

» SolucBes-testes: referem-se aos diferentes tratamentos seja com amostra ambiental ou

substancia referéncia;
e Cultivo

Condi¢des de uso do material de cultivo
» Qualquer material que venha a entrar em contato com o cultivo deve ser lavado antes do uso de
acordo com os procedimentos laboratoriais adequados, descritos no Procedimento Operacional

Padrdo n° 01, ou desinfetado com hipoclorito;

» O sistema de tanques com recirculacdo de agua deve estar previamente limpo para receber os

animais, com seu filtro biolégico e sistema de purificacdo UV e termostato funcionando;

» O sistema é preenchido com agua da torneira filtrada. A decloracdo ocorre pela recirculagcdo da
agua. O preenchimento com agua deve ocorrer uma semana antes da chegada dos animais.

Condi¢6es de manutencéo e alimentacdo dos animais
» As condicdes da agua de cultivo e para as diluicdes do ensaio devem seguir o descrito na Quadro
23.

Quadro 23. Parametros da agua para manutengéo e dilui¢éo.

Parametro Condicdes
Agua Declorada da rede de abastecimento
pH 6,5a75
Temperatura 23 a27°C
oD >5 mg/L
Dureza 10 a 60 mg CaCOs/L
Alcalinidade 15 a 250 mg CaCOs/L
Ambdnia < 0,05 mg/L NH4*
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Pardmetro Condicdes
Fotoperiodo 12 h a 16 h de luz com luminosidade difusa
Relacdo massa / volume 1 g de peixe por litro de agua de cultivo

» Alimentar no minimo 2 vezes ao dia (manhd e tarde) com ragdo comercial para peixes
(Tetramin®). No caso dos animais reprodutores, alimentar 3 vezes ao dia (alimentacéo extra ao final
do dia);

» Realizar limpeza do sistema no minimo duas vezes por semana: 1) Desligar a circulacdo de agua
no sistema 2) Sifonar racdo e outros residuos do fundo dos aquéarios com cuidado; 3) Ligar
novamente a circulacdo de agua do sistema. Se necessario, devido a alteragdo nos parametros da
agua, o sistema deve ser esvaziado parcial ou totalmente. Os aquérios lavados com esponja e o filtro
biolégico com agua corrente. Neste periodo os peixes devem ficar acomodados em caixas e a agua

destes deve ser parcialmente trocada todos os dias;
» Realizar o controle de amdnia, nitrito e pH semanalmente

» Caso a amo6nia, nitrito ou pH esteja fora das condi¢es indicadas no realizar a limpeza do sistema

imediatamente;

» Todo o material utilizado no sistema de cultivo de Danio rerio deve ser nomeado e utilizado

exclusivamente para esta espécie e sistema,;

» Anotar na planilha de alimentacdo nome, data e horario em que os peixes foram alimentados;
» Anotar limpeza do sistema e controle de pardmetros da agua em planilhas apropriadas.

- Ensaio de toxicidade com substancia de referéncia

» Calcular o nimero de organismos previstos para o teste e fazer a compra;

» O ensaio com substancia de referéncia é realizado em agua de diluigcéo;

» A substancia referéncia indicada € o NaCl;

» No caso de se usar o NaCl como substéncia referéncia, considerar a seguinte faixa de
concentragdo: 8, 9,6, 11,5, 13,8 e 16,5 g/L de NaCl. O Quadro 24 mostra o preparo das solu¢des-
teste. Nao h& necessidade de se fazer uma solucéo-estoque de NaCl. O sal é diretamente dissolvido

na agua, sob agitacdo com agitador magnético e colocado nos aquarios de experimentagéo.

Quadro 24. Exemplo de preparo de solugdes-teste para o ensaio com substancia referéncia.

Solucéo-teste (g/L) Quantidade de NaCl (g) para 5 L de 4gua de diluicédo
Controle -
8,0 40,0
9,6 48,0
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Solucéo-teste (g/L) Quantidade de NaCl (g) para 5 L de agua de diluigéo
11,5 57,5
13,8 69,0
16,1 80,5

» O preparo das solucdes-teste deve ser feito no dia do ensaio. Os recipientes devem ser
devidamente identificados e a data de inicio do ensaio anotada;

» Medir o oxigénio dissolvido (OD), temperatura, dureza, condutividade e pH das solugdes,

incialmente, antes de colocar os organismos;
» Colocar os organismos nos aquarios com auxilio de puca, um a um;

» O ensaio com a substancia de referéncia deve ser realizado, em apenas 1 replicata, com 10
animais por réplica na proporcdo de 1 g de organismo / L de agua: sdo utilizadas 5 concentracdes

mais o controle, totalizando 6 aquarios (Quadro 24);
» Colocar aeracdo em todos 0s aquarios;

» O teste tem duracgédo de 48 ou 96 h e as condi¢Bes abidticas sao: 14C: 10E e temperatura 24°C +
2°C;

» Avaliar a mortalidade dos peixes (parada de batimentos operculares e perda de equilibrio) ao

longo do teste e remover os peixes mortos;
» No grupo controle, a mortalidade dos peixes ndo deve ultrapassar 10%;

» Os organismos que sobreviveram ao fim do ensaio devem ser eutanasiados com hidrocloridrato

de benzocaina a 500 mg/L;
» Descartar os organismos em freezer para recolhimento por empresa competente;

» Avaliar as condicfes finais do ensaio apds a retirada dos animais: oxigénio dissolvido (OD),

dureza, pH, temperatura e condutividade;
» O Quadro 25 apresenta um resumo das condi¢c6es do ensaio com substancia referéncia;
» Inserir os dados do ensaio no respectivo formulario de registro do ensaio;

» Preencher relatorio / planilha com resultados do ensaio.
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Quadro 25. Resumo dos requisitos para o ensaio com substancia referéncia e amostra ambiental.

Requisitos

Condicdes

Sugestao de recipiente para o

ensaio

Aquérios de 8 ou 10 L

Ensaio

Estatico para ensaio de 48 h
Semiestatico com renovacao total de meio em 48h do teste de 96 h

Duracéo do ensaio

48 ou 96 horas

Organismo-teste

Danio rerio - adultos

Meio do ensaio

Agua da torneira filtrada e declorada

Substancia referéncia

NacCl

Tratamentos

Controle + 5 concentragdes da substancia referéncia ou + 6 concentragdes

da amostra ambiental

Sedimento

Ausente

Volume final de meio por aquario

5L (1 g de organismo / L de agua)

Numero de Réplicas

1 réplica de cada tratamento

NuUmero de organismos por

o 10
réplica

] . Sem alimentagéo — evitar iniciar ensaios as segundas-feiras, pois no fim de

Alimentagéo L
semana os animais ndo séo alimentados

Temperatura 24°C £ 2°C
Fotoperiodo 14hC:10hE

Aeracao Sim

Valores médios dos parametros

fisico-quimicos da agua

Ver Quadro 23

Efeito observado

Mortalidade

Expressao do resultado

Para substancia referéncia: CLso (concentracdo mediana que causa
mortalidade em 50 % dos organismos)
Para amostra ambiental: CLso ou andlise estatistica quali e quantitativa de
toxicidade em relacéo ao controle (Fator de Toxicidde (FT), ou téxico e ndo

téxico).

e Ensaio de toxicidade aguda com amostra ambiental (agua e elutriato)

- Preparo para o ensaio

Dia anterior ao ensaio com amostra ambiental:

» Descongelar as amostras de sedimento e agua em caixa térmica a temperatura ambiente over

night (aproximadamente 250 C).

No dia do ensaio:
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» Para preparar o elutriato, mistura-se sedimento bruto e agua de diluicdo na proporcdo de 1:4.
Tem que se fazer o célculo de que volume de dgua sera necessario para rodar o teste e a partir dai
calcular o volume de sedimento a ser usado. Para cada ensaio, fazer um volume total de elutriato de
12 L. A utilizagdo do elutriato ndo pode passar de 24 h depois de feito. A espera deve ser sobre

refrigeracéo.

» Nomear os recipientes de acordo com as concentracfes das solucdes-teste para as amostras de

agua ou elutriato;

» Adicionar agua de diluicdo e amostra ambiental (Agua ou elutriato) nos recipientes de acordo com
0 Quadro 26;

» O ensaio deve iniciar somente com as solu¢cdes em temperatura de 240 C;

» A Quadro 26 traz informac8es sobre o preparo das solugbes com amostra ambiental e 0 Quadro

25 traz as condi¢des do ensaio.

- Ensaio:

» Medir o oxigénio dissolvido (OD), dureza, condutividade, temperatura e pH da solugdo-teste
inicial. Caso haja necessidade de ajustar o pH para inicio do teste, este deve ser ajustado de maneira
a ndo alterar significativamente a concentragdo da solucdo-estoque, e ndo provocar reacfes ou
precipitacbes na substancia-teste. HCl e NaOH sdo os reagentes preferidos para 0s ajustes

necessérios. O pH ndo deve ser ajustado durante o ensaio;
» Adicionar 10 organismos em cada recipiente-teste, um a um, com auxilio de puca;
» O ensaio deve ser encerrado apés 48 ou 96 h;

» Avaliar a mortalidade dos peixes (parada de batimentos operculares e perda de equilibrio) ao

longo do teste e remover 0s peixes mortos;
» No grupo controle, a mortalidade dos peixes ndo deve ultrapassar 10%;

» Os organismos que sobreviveram ao fim do ensaio devem ser eutanasiados com hidrocloridrato

de benzocaina a 500 mg/L;
» Descartar os organismos em freezer para recolhimento por empresa competente;

» Avaliar as condi¢cBes finais do ensaio ap0s a retirada dos animais: oxigénio dissolvido (OD),

dureza, pH, temperatura e condutividade;
» Inserir os dados do ensaio no respectivo formulario de registro do ensaio;

» Preencher relatério / planilha com resultados do ensaio.
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Quadro 26. Exemplo de preparo de solucdes-teste para o ensaio com amostras de dgua do ambiente previamente

descongelada ou com elutriato de sedimento.

% de Amostra

Amostra ambiental (L)

Agua de diluicdo (L)

Volume final para as 1 réplica do

teste (L)
100 5 - 5
50 2,5 2,5 5
25 1,25 3,75 5
12,5 0,83 4,17 5
6,2 0,625 4,375 5
3,1 0,5 4,5 5

i) RRDM - Procedimento Operacional Padrdo (POP) — N. 09: Ensaio ecotoxicolégico com o

ourico do mar Echinometra lucunter — fertilizacdo e desenvolvimento embrio-larval

e Descricdo e aplicacdo

Este documento apresenta o procedimento operacional padrdo (POP) para a realizacdo de ensaios
para a determinacédo da toxicidade crénica de curta duracdo de substancia referencia e amostra

ambiental para o ourigo-do-mar Echinometra lucunter Linnaeus, 1758 (Echinodermata: Echinoidea).

A base deste documento € a Norma Técnica ABNT NBR 15350, segunda edicdo, de 12 de janeiro de
2012, que avalia a toxicidade crénica de curta duragdo de amostras de agua marinha, estuarina,
intersticial de sedimento, interface sedimento e agua, efluentes liquidos, elutriato, substancias
quimicas sollveis ou dispersas em &gua, para o desenvolvimento embrio-larval de Echinometra
lucunter; e no livro "Métodos em Ecotoxicologia Marinha: Aplicagbes no Brasil” de Nascimento, |,A;
Sousa, E,C,P,M, & Nipper, M,G para avaliacdo da toxicidade aguda das mesmas amostras sobre a

fertilizac@o de gametas de E. Lucunter.

e Material e equipamentos:

» Agulha e seringa de 2 a 5 mL para aplicacdo de KCL nos organismos adultos;
» Balanca analitica;

» Bald@o volumétrico;

» Béquer,;

» Céamara de Sedgwick-rafter;

» Medidor de oxigénio dissolvido;

» Medidor de ph;
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Medidor de salinidade;

Medidor de condutividade;

Microscépio 6ptico;

Peneira com malha de 350 um;

Pipeta pasteur de plastico para manuseio dos 6vulos e ovos;
Pipeta automatica;

Proveta;

Recipiente para manuten¢éo dos organismos adultos;
Termdmetro;

Tubo de ensaio com capacidade para 20 ml, com tampa, para armazenamento das amostras ao

final do experimento ou frascos de cintilagdo de 20 mL;

» Incubadora ou sala climatizada com capacidade para manter temperatura controlada entre 20 e
30°C

e Material biol6gico

» Gametas e ovos de Echinometra lucunter fecundados in vitro, obtidos de fémeas e machos

adultos (Figura 6 e Figura 7).

Figura 6. Ovo fecundado
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Figura 7. Ovulo ndo fecundado

e Solucdes

> Agua para diluicdo e manutencdo: agua natural do mar filtrada (malha 5, 10 e 100 pm),
esterilizada com UV na salinidade e pH ambientes, captada por sistema de captagdo de agua do mar
da Base Oceanografica da UFES. Deve ser obtida logo antes de seu uso no ensaio;

» Solugédo de KCI 0,5M;

» SolucBes-testes: referem-se aos diferentes tratamentos seja com amostra ambiental ou

substancia referéncia;

» Elutriato: solu¢do aquosa obtida ap6s adicdo de 4gua de diluicdo a uma amostra sélida submetida

a agitacao e posterior decantag¢éo ou, quando necessario, centrifugacao ou filtracéo.

e Coleta dos organismos adultos

- Preparo para coleta

» Checar a tAbua de maré, evitando dias chuvosos e escolhendo 0 momento de maré baixa (0.0).
Chegar no local com 30 min de antecedéncia;

» Separar caixa térmica, luvas e forméo;
» Levar alicenca do SISBIO para a coleta.
- Coleta

» Coletar manualmente de 12 a 20 exemplares de Echinometra lucunter que apresentem boa
formacéo corporal de médio a grande;

» Colocar os organismos em caixa térmica com pouca agua e transporta-los imediatamente para o
laboratorio, onde eles devem ser acondicionados em caixas com agua natural marinha e salinidade

correspondente a do local da coleta, e aeragéo forte;
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» Anotar as condi¢8es da coleta na ficha de amostragem.
- Desova
» Lavar os organismos com 4gua natural do mar filtrada para remocéo de fezes e outros detritos.

» Injetar 2,5 mL de KCI 0,5M na regiéo perioral do ourico, agitar 0 ourico suavemente. Os gametas
sdo liberados através dos gonodporos, localizados na superficie aboral do ourico. Gametas laranjas
sdo indicativos de fémeas e brancos de espermatozoides;

» Os gametas devem ser coletados separadamente;

» Para coleta dos 6vulos (coloragdo amarelo-alaranjadas), as fémeas devem ser apoiadas com a
superficie aboral voltada para baixo em um recipiente (béquer) menor que seu didmetro, de modo
gue os gonodporos figuem imersos na agua do mar natural filtrada;

» Os oOvulos devem ser coletados, assim que a fémea desovar, por um periodo maximo de 15 min,

para evitar que sejam utilizados os imaturos;

» Com pipeta Pasteur, retirar uma subamostra dos 6évulos de cada fémea e observa-los ao
microscopio, estes devem ser arredondados, lisos e de tamanho homogéneo. Os lotes de vulos com
tamanho irregular devem ser descartados;

» Selecionar os lotes viaveis e reuni-los em um béquer de 2 L, esperar a sedimentacdo dos ovulos,
descartar 0 sobrenadante e, se possivel filtra-lo em malha de 350 um para um outro béquer de 2 L.
Acrescentar 4gua do mar natural filtrada até o volume de 600 ml aos 6vulos sedimentados ou
filtrados.

» Fazer uma diluicdo de 100% de uma aliquota para contagem (1 mL de solu¢do de 6vulos em 99
mL de agua marinha natural). Contar os dvulos em camara de Sedgwick-rafter. O resultado de contar
a camara toda € o num de 6vulos / mL x 100 (diluigdo). Calcular volume 0 necessario para se pipetar

2 mil 6vulos.

» Para coleta dos espermatozoides, identificado por sua cor branca, coletar com pipeta automéatica
no volume aproximado de 100 pyL para cada macho, e anotar os valores coletados. Esse esperma

deve ser colocado em béquer, separado para cada macho, em recipiente com gelo.

» Para ativar os espermatozoides, preparar uma solucdo de espermatica na propor¢ao de 0,5 mL
de esperma para 25 mL de &gua natural do mar filtrada, misturando-se bem para dissolugéo de

grumos.

» A solucdo espermatica deve ser preparada apdés o término da contagem dos évulos e usada
imediatamente para os ensaios de toxicidade.

» Primeiro prepara-se 0 ensaio com gametas, pipetando 0s espermas separadamente nas

solugbes-teste previamente preparadas (item e);
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» Em segundo lugar, mistura-se de 4 a 5 mL de espermas de macho com os 600 mL de 6vulos, na
proporgdo preferencial de 3 fémeas para 3 machos, ou 1:1, e aguarda 2 horas para fecundagéo dos
ovulos. Os ovos fecundados sdo contados para o ensaio de desenvolvimento embrio-larval (item f).
Antes sdo diluidos 100% (1 mL de solucdo de 6vulos em 99 mL de &gua marinha natural). A
contagem ocorre igualmente na Sedgwick-rafter. O resultado de contar a camara toda € o num de
ovos fecundados / mL x 100 (diluigdo). Calcular o volume necessario para se pipetar 600 ovos

fecundados nos tratamentos.

Apés a desova, devolver os organismos para seu ambiente natural. Para o descarte dos 6vulos e da

solugdo espermatica, adicionar hipoclorito (5%), aguardar 24 h e descartar na pia.

e Ensaio de toxicidade com gametas — teste agudo de fertilizacdo

Este método consiste na exposicdo de gametas de ourico-do-mar a diferentes concentracbes de
substancia referéncia ou diluigbes de amostra ambiental e ao fim do periodo de exposigdo, observa-

se o percentual de ovos fertilizados.
- Preparo para o ensaio - Dia anterior & coleta dos organismos

» Descongelar as amostras de sedimento e agua em caixa térmica a temperatura ambiente

(aproximadamente 250 C);

» Para preparar o elutriato (no fim do dia anterior ao ensaio), mistura-se sedimento bruto e agua
salgada natural e filtrada na proporcdo de 1:4. Tem que se fazer o calculo de que volume de agua
sera necessario para rodar o teste e a partir dai calcular o volume de sedimento a ser usado. Para

cada ensaio o volume total de elutriado é de 250 ml;

» Nomear os frascos de acordo com as concentracBes das solucbes-teste para as amostras de

agua, elutriato e substancia de referéncia;

» Pipetar nos frascos as solugbes-teste contendo as amostras ambientais de agua, elutriato e

substancia referéncia. Armazenar na geladeira;

» Os Quadro 27 e Quadro 28 trazem informacBes sobre o preparo das solu¢cdes com substancia

referéncia e amostra ambiental, respectivamente.

- No dia da coleta retirar os tubos de ensaio da geladeira antes de coletar os ouricos para que
estabilizem a temperatura ambiente.

Preparo de solucBes-teste com substancia referencia

A substéncia de referéncia utilizada € Zinco (Zn), a partir de solucdo de sulfato de Zinco
(ZnS0O4.7H20):

Calculo para solucédo de 1 g/L de Zn:

287,54 g ZnS04.7H20 — 65,4 g Zn

Protocolo de Analises — Rede Rio Doce Mar 65



rede
RIO
Fundacdo Espirito-santense de Tecnologia MI\R

X-1g2Zn/x=4,49 ZnSO4.7H20 em 1L x 0,1L = pesar 0,440 g em 100 mL de agua MiliQ (acidificar

com H2NOs 0,5 % - adicionar 750 pL do &cido antes de completar os 100 mL de volume total no baldo

volumétrico) — Esta solucdo pode ficar estocada e sendo usada por 60 dias na geladeira (4° C).

Antes de preparar as solugdes-teste para o ensaio, diluir 100 x a solucdo de 1g/L de Zn (estoque),
sendo 1 ml da solugdo estoque em 9 ml de agua natural do mar, para obter uma solucdo a 10 mg/L
de Zn (esta € a solugao-mae adicionada aos recipientes do ensaio). A diluicdo deve ser feita em agua

natural marinha, mesma agua de diluicdo usada para os ensaios.

Quadro 27. Exemplo de preparo de solu¢des-teste para o ensaio com substancia referéncia.

Concentracédo da Solugao-mée de Zn a 10 i o Volume final no
Solucéo de Zn (mg/L) mg/L (mL) Agua de diluigdo (L) frasco (mL)
Controle 0 10 10
0,015 0,015 9,99 10
0,03 0,03 9,97 10
0,06 0,06 9,94 10
0,12 0,12 9,88 10
0,24 0,24 9,76 10
0,48 0,48 9,52 10

* A Cls, fica em torno de 0,2 mg/L de Zn

Preparo de solu¢des-teste com amostra ambiental

Quadro 28. Exemplo de preparo de solucdes-teste para o ensaio com amostras de dgua do ambiente previamente

descongelada ou com elutriato de sedimento.

% de Amostra Amostra ambiental (mL) Aguade diluigdo (mL) Volume final no frasco (mL)
100 10 - 10
50 5 5 10
25 2,5 7,5 10
12,5 1,25 8,75 10
6,2 0,62 9,38 10
3,1 0,31 9,69 10

Nomear os tubos de ensaio de acordo com as concentragdes.
- Ensaio com gametas

» O ensaio deve ser feito em quintuplicata, sendo quem uma delas é adicional para medidas dos
paradmetros fisico-quimicos iniciais do ensaio, como oxigénio dissolvido (OD), pH, salinidade e
condutividade. Neste frasco extra ndo serdo pipetados 0os gametas. Estes parametros iniciais sédo
considerados tanto para 0 ensaio com gameta como para o embrio-larval;

» Pipetar 20 pL de espermatozoéide recém-ativado (final do item 4.3) em cada frasco contendo 10

mL de solugdo-teste ou controle (em quadriplicata). Esperar 20 minutos;
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» Apos pipetar o volume necessario para ter 2 mil ovos em cada um dos frascos (ver item 4.3 — este

IIFEST

Fundacao Espirito-santense de Tecnologia

volume vai depender da concentracdo de évulos (n. De 6vulos / mL resultante das desovas bem-

sucedidas);

» Ap0s 40 min analisa-se um dos controles na camara de Sedgwick-rafter e conta-se 1 [Amina. Se
os ovos fecundados forem superiores a 85 %, encerra-se 0 ensaio, caso contrario espera-se mais 10

min e faz-se outra contagem, até atingir o percentual de fecundacgdo desejado para o controle;

» O teste é encerrado através da adi¢cdo de 0,5 ml de formol a 40%, tamponado com bérax. Dessa

forma, as amostras ficam preservadas para posterior analise;

» A contagem de ovos fecundados e dos 6vulos ndo fecundados é feita ao microscépio com um
aumento de 100 vezes (Figuras 1 e 2). Para o célculo o percentual de ovos fecundados indicativos de

fertilizacdo bem-sucedida, devem ser considerados os 100 primeiros 6vulos/ovos observados;
» Faz-se uma contagem para cada réplica;

» As condicdes gerais do ensaio encontram-se no Quadro 29;

» Inserir os dados do ensaio no respectivo formulario de registro do ensaio;

» Preencher relatorio / planilha com resultados do ensaio.

Quadro 29. Resumo dos requisitos para o ensaio com gametas — fertilizacédo

Requisitos Condigdes

Sugestao de recipiente o )
} Frasco de cintilagdo de 20 mL ou tubo de ensaio de 20 mL
para o ensaio

Ensaio Estéatico — sem renovagédo do meio

Duracao do ensaio 40 min até 2 h — até fecundag&o no controle atingir 85 % dos évulos

Organismo-teste Esperma (20 pL) + 6vulos (2 mil)

Meio do ensaio Agua de diluicdo, ou seja, 4gua do mar natural filtrada e esterilizada com UV

Substancia referéncia ZnS04.7H20

Controle + 5 concentra¢gfes da substancia referencia ou Controle + 6 diluicdes da
Tratamentos . i )
amostra ambiental (Agua ou elutriato)

Solucdes-tese Substéancia referencia ou amostra ambiental

Volume final de meio
10 mL
por frasco

4 réplicas de cada tratamento + 1 réplica sem adicdo de gametas para leitura inicial

Numero de Réplicas

dos parametros fisico-quimicos

* sdo 30 frascos para o ensaio referencia e 35 para ensaio com amostra ambiental

Numero de

organismos por réplica

20 pL de esperma (diluido na proporcao de 0,5 mL de esperma para 25 mL de agua do

mar natural) + 2 mil 6vulos

Alimentacéo Sem alimentacao
Temperatura 26a28°C
Salinidade 30 a 37 — de preferéncia igual ao do local / momento de amostragem dos ouri¢os
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Requisitos Condigdes

Luz Usual em laboratério

Fotoperiodo -

Aeracao Ausente

Valores médios dos

parametros fisico- 45a6mg/LOD,pH7,6-8,4
quimicos da agua
Efeito observado Proporcéo de ovos fecundados / numero total de ovos
Expressao do Clso (concentracdo mediana de inibicdo de fertilizagdo para 50 % dos ovos), ou anélise
resultado estatistica quali e quantitativa de toxicidade em relacdo ao controle.

e Ensaio de toxicidade cronico de curta duracdo — teste embrio-larval

Este método consiste na exposicdo de ovos de ourico-do-mar a diferentes concentracBes de
substancia referéncia ou diluicbes de amostra ambiental e ao fim do periodo de exposi¢édo, observa-

se o0 desenvolvimento embrio-larval dos ouricos.

O preparo das amostras 1 dia antes do ensaio € 0 mesmo do item (e). As amostras descongeladas
sdo usadas para ambos o0s ensaios, pode-se inclusive fazer um volume maior de solucbes-teste e

distribui-las entre os ensaios com gametas e embrio-larval.
Para o ensaio embrio-larval usa-se os ovos fecundados, descrito no item (d).

» Em resumo: pipetar de 4 a 5 ml da solugdo espermatica no béquer contendo os 6évulos
avolumados em 600 ml e levar para a incubadora, esperar 2 horas. Ap6s 2 horas, pegar 1 ml dos
ovos e avolumar para 100 ml com agua natural do mar filtrada em um baldo volumétrico, depois
observéa-los ao microscépio em camara de Sedgwick-rafter. Deve-se ter uma proporcdo de 90% de
ovos fecundados em 1 Iamina, caso isso ndo ocorra-esperar mais 30 min e analisar novamente até

que este valor de 90 % seja atingido.

» Assim que 90 % dos 6vulos estiverem fecundados fazer o célculo do volume necessério para se
ter 600 ovos. A contagem de 1 lamina oferece o valor de num de ovos/ mL, usa-se esse valor de

contagem para calcular o volume para 600 ovos.

» Adicionar os 600 ovos em cada frasco previamente preenchido com 10 mL da solucdo-teste (ver

item 5.1). O teste é feito em quadriplicata, exceto o controle que é feito em sextuplicata;

» Levar o ensaio a incubadora, anotar o horario, e deixar por, no minimo, 36 h. A partir desse tempo
iniciar as contagens nos controles aleatoriamente de 1 em 1 hora ou 2 em 2 horas, até que sejam
registradas 90 % de larvas bem desenvolvidas na contagem de 1 cdmara Sedgwick-Rafter inteira.
Estagio bem desenvolvido é quando as larvas atingem estagio de pluteus bem desenvolvido, com
bracos de comprimento no minimo igual ao comprimento do corpo da larva (Figura 3). Isto &
verificado em microscopio dptico. Se esse valor de 85 % de larvas bem desenvolvidas for alcangado,

0 ensaio deve ser encerrado;
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» Antes de encerrar 0 ensaio, 0s parametros fisico-quimicos (OD, pH, salinidade e condutividade)

devem ser novamente medidos em uma das réplicas;

» O teste é encerrado através da adi¢do de 0,5 ml de formol tamponado com bdrax a 10%, com

leve agitacdo. Dessa forma, as amostras ficam preservadas para posterior analise;

» Para leitura do ensaio, analisar em camara de Sedgwick-Rafter o estagio de desenvolvimento e a
ocorréncia de anomalias nos 100 primeiros organismos em cada réplica. Primeiramente, deve ser
analisado o controle, pois este deve ser utilizado como referéncia para leitura das solu¢des-teste, que

deve ser aleatdria. Anotar os valores para cada réplica em cada concentragéo-teste;

» Sao considerados anormais 0s estagios anteriores a larva pluteus (ovo, moérula, blastula e
gastrula), os pluteus com atraso no desenvolvimento em relacdo ao controle e 0s organismos

deformados;

» As anomalias s@o consideradas efeito, devendo-se somar, em cada solucdo-teste, o total de
organismos afetados. Os Ovulos eventualmente encontrados nas amostras ndo podem ser

considerados, pois ndo foram fecundados;
» As condigbes gerais do ensaio encontram-se no Quadro 30;
» Inserir os dados do ensaio no respectivo formulario de registro do ensaio;

» Preencher relatério / planilha com resultados do ensaio.

e Figura 3 - Larva desenvolvida

Ay
I 1@

X,
< 4

Quadro 30. Resumo dos requisitos para o ensaio cronico de desenvolvimento embrio-larval

Requisitos Condigdes

Sugestao de recipiente o )
. Frasco de cintilagéo de 20 mL ou tubo de ensaio de 20 mL
para o ensaio

Ensaio Estéatico — sem renovagéo do meio

. ) 36 & 48 h - até que 90% das larvas do controle estejam desenvolvidas (larvas pluteus
Duragéo do ensaio )
normais).
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Requisitos

Condicbes

Organismo-teste

ovos fecundados

Meio do ensaio

Agua de diluicéio, ou seja, agua do mar natural filtrada e esterilizada com UV

Substancia referéncia

ZnS04.7H20

Tratamentos

Controle + 5 concentrag6es da substancia referencia ou Controle + 6 diluicdes da

amostra ambiental (Agua ou elutriato)

Solugdes-tese

Substancia referencia ou amostra ambiental

Volume final de meio
por frasco

10 mL

Numero de Réplicas

6 réplicas para o controle e 4 réplicas de solugBes-teste de substancia referéncia ou
amostra ambiental. A réplica para medida inicial dos parametros fisico-quimicos € a
mesma do ensaio de fertilizagéo

* s80 26 frascos para o ensaio referencia e 30 para ensaio com amostra ambiental

Numero de organismos

600 ovos fecundados

por réplica
Alimentagao Sem alimentagéo
Temperatura 26a28°C
Salinidade 30 a 37 — de preferéncia igual ao do local / momento de amostragem dos ourigos
Luz Usual em laboratério
Fotoperiodo 12hC:12hE
Aeracao Ausente

Valores médios dos
parametros fisico-

quimicos da agua

4,5a6 mg/L OD, pH7,6-8,4
Os parametros iniciais séo os mesmos do teste de fertilizacéo, os finais sdo medidos
em uma das réplicas antes de adi¢do de formalina para fixagao

Preservacédo da

amostra

Ao fim do ensaio adicionar 0,5 ml de formol tamponado com bérax a 10% e agitar

levemente

Efeito observado

Retardo ou anomalias embrio-larvais

Validade do ensaio

Minimo de 80 % das larvas pluteus normais no controle

Expressao do resultado

Proporgéo de larvas desenvolvidas / numero total de larvas; Clso (concentra¢éo
mediana de inibicdo de desenvolvimento para 50 % das larvas); andlise estatistica
quali e quantitativa de toxicidade em relagao ao controle; CENO, CEO, VC Clp — olhar
norma ABNT NBR 15350

i) RRDM -

Procedimento Operacional

Padrdo (POP) - N. 10: Manutencdo e ensaio

ecotoxicoldégico com Poecilia vivipara

e Descricdo e aplicacdo

Este documento apresenta o procedimento operacional padrdo (POP) para a realizacdo e
manutencdo do cultivo e reproducdo do peixe Poecilia vivipara e ensaios com substancia de
referéncia e amostra ambiental. A base deste documento € a Norma Técnica OECD (Organisation for

Economic Co-operation and Development) 203 — Fish acute toxicity test.
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Como principio do teste, adultos de Poecilia vivipara sdo expostos a diferentes concentracbes da

substancia-teste, por um periodo de 48 ou 96 h. Os individuos sdo verificados quanto a sua

sobrevivéncia ao final do teste, e comparados ao grupo controle.

e Material e equipamentos

» racao comercial de peixe;

» sistema de aquarios com recirculagéo de agua;

» ambiente climatizado com fotoperiodo e temperatura controlados;
» balanca analitica;

» baldo volumétrico;

» béqueres de volumes variados;

» bastdo de vidro para mistura de solucéo;

» medidor de condutividade, oxigénio dissolvido (OD) e pH;
» pipeta graduada,;

> proveta;

» recipiente-teste de vidro;

» rede para manipular o organismo-teste;

» termdmetro;

» recipiente para coleta dos filhotes.

- Material biolégico

» Os organismos-teste sdo exemplares de Poecilia vivipara (espécie de “barrigudinho”) juvenis
(Figura 8), obtidos de matrizes coletadas no ambiente e mantidas no Biotério Aquatico do ICB -
FURG.

Figura 8. Poecilia vivipara fémea (maior) e juvenil (menor) e Sistema de cultivo de P. vivipara.
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e Solucdes

> Agua para diluicio e manutencéo: dgua da torneira declorada com adi¢do de sal marinho na

salinidade 30 (ex. para 1 litro de 4gua, pesar 30 g de sal marinho);

» SolucBes-testes: referem-se aos diferentes tratamentos seja com amostra ambiental ou

substancia referéncia.
e Cultivo
- Condic¢des de uso do material de cultivo

» Qualquer material que venha a entrar em contato com o cultivo deve ser lavado antes do uso de
acordo com os procedimentos laboratoriais adequados, descritos no Procedimento Operacional

Padrdo n° 01, ou desinfetado com hipoclorito;

» O sistema de tanques com recirculagdo de agua deve estar sempre limpo para receber os

animais, com seu skimmer, filtro bioldgico e sistema de purificacdo UV e termostato funcionando;

» O sistema é preenchido com agua da torneira filtrada e salinizada a 30. A declorac&o ocorre pela

recirculacdo da agua.
- Condicdes de manutencgédo e alimentag¢do dos animais:

» As condicdes da agua de cultivo e para as diluicbes do ensaio devem seguir o descrito no Quadro
31.

Quadro 31. Parametros da agua para manutengéo e diluicao.

Parametro Condicdes
Agua Declorada da rede de abastecimento com adi¢do de sal marinho
Salinidade 302
pH 6,5a8,5
Temperatura 23 a27°C
oD >5 mg/L
Ambdnia < 0,05 mg/L NH4*
Fotoperiodo 12 h a 16 h de luz com luminosidade difusa
Relagdo massa / volume 1 g de peixe por litro de agua de cultivo

» Alimentar no minimo 2 vezes ao dia (manhd@ e tarde) com racdo comercial para peixes
(Tetramin®). No caso dos animais reprodutores, alimentar 3 vezes ao dia (alimentacao extra ao final
do dia);
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» Realizar limpeza do sistema no minimo duas vezes por semana: 1) Desligar a circulacdo de agua
no sistema 2) Sifonar racdo e outros residuos do fundo dos aquéarios com cuidado; 3) Ligar
novamente a circulacdo de agua do sistema. Se necessario, devido a alteracdo nos parametros da
agua, o sistema deve ser esvaziado parcial ou totalmente. Os aquarios lavados com esponja e o filtro
biol6gico com agua corrente. Neste periodo os peixes devem ficar acomodados em caixas e a agua

destes deve ser parcialmente trocada todos os dias;
» Realizar o controle de amonia, nitrito e pH semanalmente;

» Caso a amdnia, nitrito ou pH esteja fora das condig¢des indicadas no Quadro 31, realizar a limpeza

do sistema imediatamente;

» Todo o material utilizado no sistema de cultivo deve ser nomeado e utilizado exclusivamente para

esta espécie e sistema;

» Anotar na planilha de alimentacdo nome, data e horario em que os peixes foram alimentados;
» Anotar limpeza do sistema e controle de parametros da agua em planilhas apropriadas.

- Obtencéo de organismos jovens:

» Os aquarios devem ser mantidos com machos e fémeas da espécie Poecilia vivipara. As fémeas
devem ser separadas e isoladas dos machos em aquarios com chocadeiras para liberar seus filhotes;

» Os filhotes devem ser recolhidos apdés seu nascimento para outro aquario, onde serao

engordados com racdo até que atinjam o tamanhédo de 2 + 1 cm para serem usados no ensaio.
» Ensaio de toxicidade com substéncia de referéncia

» Calcular o nimero de organismos previstos para o teste;

» O ensaio com substancia de referéncia é realizado em agua de dilui¢éo;

» A substancia referéncia indicada é o dodecil sulfato de sédio (DSS);

» Utilizar as concentracfes de 0,4, 0,7, 1,2, 2,3 e 4,1 mg/L de DSS. O Quadro 32 mostra o preparo
das solugbes-teste. O volume final de cada solucéo teste € de 600 ml, respeitando a densidade de 1g

de animal/L;

» Fazer uma solucdo estoque de 1g/L de DSS: pesar 0,1g em 100ml de agua de diluicdo para
adicionar nos recipientes-teste. A solucdo deve ser preparada logo antes do ensaio, devido a sua

rapida degradacéo.
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Quadro 32. Exemplo de preparo de solugbes-teste para o ensaio com substancia referéncia.

Solucéo-teste Volume de solucéo- Volume de agua de diluicdo na Volume final para as
(mg/L) trabalho de 1 g/L de DDS salinidade 30 (mL) 1 réplicado teste
(mL) (mL)
Controle - 600 600
0,4 0,24 599,76 600
0,7 0,42 599,58 600
1,2 0,72 599,28 600
2,3 1,73 598,27 600
4,1 2,46 597,54 600

» O preparo das solucbes-teste deve ser feito no dia do ensaio. Os recipientes-teste devem ser

devidamente identificados e a data de inicio do ensaio anotada;

» Medir o oxigénio dissolvido (OD), temperatura, salinidade, condutividade e pH das solucdes,

incialmente, antes de colocar os organismos;
» Colocar os organismos nos aquarios com auxilio de puga, um a um;

» O ensaio com a substancia de referéncia deve ser realizado, em apenas 1 replicata, com 10
animais por réplica na proporcdo de 1 g de organismo / L de 4gua: sdo utilizadas 5 concentracdes

mais o controle, totalizando 6 recipientes-teste (ver Quadro 32);
» Colocar aeracdo em todos os recipientes;
» O teste tem duracédo de 48 ou 96 h e as condig¢bes abioticas estdo no Quadro 31;

» Avaliar a mortalidade dos peixes (parada de batimentos operculares e perda de equilibrio) ao

longo do teste e remover 0s peixes mortos;
» No grupo controle, a mortalidade dos peixes nédo deve ultrapassar 10%;

» Os organismos que sobreviveram ao fim do ensaio devem ser eutanasiados com hidrocloridrato

de benzocaina a 500 mg/L;
» Descartar os organismos em freezer para recolhimento por empresa competente;

» Avaliar as condi¢des finais do ensaio apos a retirada dos animais: oxigénio dissolvido (OD), pH,

temperatura, salinidade e condutividade;
» O Quadro 33 apresenta um resumo das condi¢8es do ensaio com substancia referéncia;
» Inserir os dados do ensaio no respectivo formulario de registro do ensaio;

» Preencher relatério / planilha com resultados do ensaio.
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Quadro 33. Resumo dos requisitos para o ensaio com substancia referéncia e amostra ambiental.

Requisitos

Condicdes

Sugestao de recipiente para o

ensaio

Aquarios ou béqueres com capacidade para 1 L

Ensaio

Estatico para ensaio de 48 h
Semiestatico com renovacao total de meio em 48h do teste de 96 h

Duracéo do ensaio

48 ou 96 horas

Organismo-teste

Poecilia vivipara — juvenis (2 £ 1 cm)

Meio do ensaio

Agua da torneira filtrada e declorada com adicnao de sal marinho para obter
salinidade 30 (adi¢cdo de 30 g de salem 1 L de agua)

Substéancia referéncia

DSS

Tratamentos

Controle + 5 concentrag6es da substancia referéncia ou + 6 concentragfes da

amostra ambiental

Sedimento

Ausente

Volume final de meio por
aquario

600 mL (1 g de organismo / L de agua)

Numero de Réplicas

1 réplica de cada tratamento

NuUmero de organismos por

. 10
réplica

] . Sem alimentagéo — evitar iniciar ensaios as segundas-feiras, pois no fim de

Alimentacao o
semana os animais ndo séo alimentados

Temperatura 24°C £ 2°C
Fotoperiodo 14hC:10hE

Aeracao Sim

Valores médios dos
parametros fisico-quimicos da

agua

Ver Quadro 31

Efeito observado

Mortalidade

Expressao do resultado

Para substancia referéncia: CLso (concentragdo mediana que causa
mortalidade em 50 % dos organismos)
Para amostra ambiental: CLso ou andlise estatistica quali e quantitativa de
toxicidade em relacéo ao controle (Fator de Toxicidde (FT), ou téxico e ndo

téxico).

e Ensaio de toxicidade aguda com amostra ambiental (dgua e elutriato)

- Preparo para o ensaio

Dia anterior ao ensaio com amostra ambiental

e Descongelar as amostras de sedimento e dgua em caixa térmica a temperatura ambiente over

night (aproximadamente 250 C).
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No dia do ensaio:

» Para preparar o elutriato, mistura-se sedimento bruto e agua de diluicdo na salinidade 30 na
proporgdo de 1:4. Tem que se fazer o célculo de que volume de agua sera necessario para rodar o
teste e a partir dai calcular o volume de sedimento a ser usado. Para cada ensaio, fazer um volume
total de elutriato de 2 L. A utilizacdo do elutriato ndo pode passar de 24 h depois de feito. A espera

deve ser sobre refrigeracéo.

» Nomear os recipientes de acordo com as concentragdes das solucbes-teste para as amostras de

agua ou elutriato;
» Adicionar agua de diluicdo e amostra ambiental (Agua ou elutriato) nos recipientes;
» O ensaio deve iniciar somente com as solu¢des em temperatura de 240 C;

» O Quadro 34 traz informacdes sobre o preparo das solu¢gdes com amostra ambiental e o Quadro

33 traz as condi¢des do ensaio.

- Ensaio:
» Medir o oxigénio dissolvido (OD), salinidade, condutividade, temperatura e pH da solucédo-teste

inicial;
» Adicionar 10 organismos em cada recipiente-teste, um a um, com auxilio de puca;
» O ensaio deve ser encerrado apés 48 ou 96 h;

» Avaliar a mortalidade dos peixes (parada de batimentos operculares e perda de equilibrio) ao

longo do teste e remover os peixes mortos;
» No grupo controle, a mortalidade dos peixes ndo deve ultrapassar 20%;

» Os organismos que sobreviveram ao fim do ensaio devem ser eutanasiados com hidrocloridrato

de benzocaina a 500 mg/L;
» Descartar os organismos em freezer para recolhimento por empresa competente

» Avaliar as condicdes finais do ensaio ap6és a retirada dos animais: oxigénio dissolvido (OD), pH,

temperatura, salinidade e condutividade;
» Inserir os dados do ensaio no respectivo formulario de registro do ensaio;

» Preencher relatorio / planilha com resultados do ensaio.
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Quadro 34. Exemplo de preparo de solugdes-teste para o ensaio com amostras de agua do ambiente previamente

descongelada ou com elutriato de sedimento.

% de Amostra ambiental Agua de diluicdio na salinidade Volume final para as 1 réplicado
Amostra (mL) 30 (mL) teste (L)
100 % 600 - 600
50 % 300 300 600
25 % 150 450 600
12,5% 75 525 600
6,2 % 37,5 562,5 600
3,1% 18,7 581,3 600

k) RRDM - Procedimento Operacional Padrdo (POP) - N. 11: Manutencdo e ensaio

ecotoxicoloégico com Nitokra spp

e Descricdo e aplicacdo

Este documento apresenta o procedimento operacional padréo (POP) para a manutencéo do cultivo
do copépode Nitokra sp e realizac@o de ensaios com substancia referencia e amostra de sedimento
ambiental. A base deste documento o livio "Métodos em Ecotoxicologia Marinha: Aplicacdes no
Brasil” de Nascimento, ILA,; Sousa, E,C,P,M, & Nipper, M,G para avaliacdo da com sedimento total e

agua intersticial utilizando copépodos bentdnicos.

e Material e equipamentos

» Lupa;

» Erlenmeyersdele2L;

» Béqueres de volumes variados;

» Fracos de cintilagdo de 20 mL com tampa,;

» Incubadora ou sala climatizada com capacidade para manter temperatura controlada entre 20° C
e 25°C;

» Medidores de oxigénio dissolvido, pH e condutividade;
» Pipetas pasteur e automaticas;

» Sal marinho;

» Refratdbmetro;

» Malhas de 120 um e 60 um;

» Placas de petri;
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> Pisseta;

» Ponteiras (10 -100 uL e 100 — 1000 pL);
» Bal&@o volumétrico — volumes variados;
» Racao comercial de peixe;

» Fermento biolégico;

» Gaze,;

» Algodao.

e Cultivo

- Condicdes de uso do material de cultivo
» Qualquer material que venha a entrar em contato com o cultivo deve ser feito de vidro ou outro

material quimicamente inerte.

» O material deve ser lavado antes do uso, de acordo com procedimentos laboratoriais adequados,

descritos no Procedimento Operacional Padrdo n° 01.
» Os recipientes lavados devem ser tampados para evitar a entrada de poeira.

- Meio de cultivo (agua processada)
» Em um recipiente resistente a autoclave (por ex. erlenmeyer de 2 L) fazer 4gua processada na
salinidade 17, a qual é recomendada para o cultivo (ex. para 1 litro de agua, pesar 17 g de sal

marinho).
» Agitar a mistura de 4gua e sal até que todo sal esteja completamente dissolvido;
» Verificar a salinidade em refratbmetro previamente calibrado;

» Caobrir o recipiente contendo a agua processada com papel pardo e levar a autoclave por 25-30

minutos apos a pressado chegar a 1 kgf/cm2

» Autoclavar dgua destilada adicional para possiveis necessidades de diluicdo da agua processada

autoclavada;

» Esperar que o material autoclavado resfrie e medir novamente a salinidade. Caso necessario,

aferir a salinidade para 17 com adi¢éo de agua autoclavada ou sal marinho.

- Montagem do cultivo
» O cultivo deve ser mantido em erlenmeyers de 1 L. Cada cultivo deve possuir identificacdo:

namero do cultivo, data de inicio do cultivo e nome do responsavel pelo cultivo;
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» Para fazer o cultivo, filtrar as Nitrokra sp em malha de 20 a 60 um. As malhas de 20 a 60 pm
retém nauplios, copepoditos e fémeas adultas. Para iniciar um cultivo apenas com fémeas deve-se
fazer a filtragem somente em malha de 120 pm;

» O material que passar pela malha (filtrado) deve ser descartado;

» A malha contendo organismos deve ser lavada com &gua processada na salinidade 17,
previamente autoclavada, para um béquer com diametro maior do que o suporte onde a malha esta

fixada (pode utilizar uma pisseta para esta lavagem);

» Levar parte desta solucéo concentrada de organismos para uma placa de petri e observar na lupa
a presenca dos mesmos, identificando fémeas ovadas/ndo ovadas, nauplios e copepoditos. Para
melhor visualizacdo na lupa, pode-se colocar a placa de petri em cima de uma caixa de luz e pipetar
0s organismos em “gotas” ou “pogas” para outra placa e levar essa 2a placa a lupa para

caracterizacdo dos organismos;

» Despejar o contetdo do béquer com os organismos em um erlenmeneyer de 1 L e aferir o volume

para 700 mL com &gua autoclavada a 17.

» O procedimento deve ser repetido com renovacao parcial do meio a cada 15 dias e renovacao

total uma vez por més;

» Caso o cultivo esteja com alta densidade, dividir o contetdo do erlenmeyer em 2 (abrir novo
cultivo), repetindo os passos anteriores, inclusive com relacdo a identificacdo. A primeira renovacao

de meio de um cultivo novo deve ocorrer 20 a 25 dias apds seu inicio.

- Alimentag&o e condi¢des abidticas do cultivo

»  Preparo de racdo: em um béquer de 2 L colocar 10 g de racdo comercial para peixe em 1L de
agua MiliQ ou destilada autoclavada e deixar agitando em agitador magnético por 1 h. Apés deixar
decantar por mais 1 hora. Retirar o sobrenadante e adicionar fermento biolégico na proporcao de 0,5
g a cada 100 mL, agitar por 5 min em agitador magnético, esperar decantar por 5 min e retirar o
sobrenadante. Armazenar em geladeira e identificar o material incluindo data de fabricacdo da racéo
(validade de 30 dias);

» Colocar 1 mL da racdo preparada em cada cultivo (volume de 700 mL) 3 vezes por semana

(preferéncia: segundas, quartas e sextas);

» Alimentagdo adicional pode ser feita com microalgas vivas, para tanto adicionar de 1 a 2 mL de
uma espécie de alga marinha em concentracdo que varie de 104 a 106, 3 vezes por semana
(preferéncia: segundas, quartas e sextas). Sugestdo de algas marinhas: lIsocrysis galbana,
Thalassiosira sp, Nannochloropsis sp. As algas devem ser cultivadas em meio F2 e mantidas sob luz

constante. O meio de cultivo das algas deve ser previamente autoclavado.

» Os cultivos devem ser mantidos em sala climatizada ou em incubadora (cAmara de germinacéo)
com fotoperiodo ajustado para 16 h C: 8 h E, e temperatura 24 + 20 C;
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» Os cultivos devem receber alimentacdo por 3 dias consecutivos antes do ensaio apenas com

racao.

e Ensaio de toxicidade com substancia de referéncia

» O ensaio com substancia de referéncia é realizado em agua, sem necessidade de sedimento;
» As substancias referencias indicadas sao Zn (ZnS04.7H20) ou dodecil sulfato de sédio (DDS);

» No caso de se usar 0 Zn como substancia referéncia, considerar a seguinte faixa de concentracao
variando de 0,25 a 4,0 mg/L de Zn. Os Quadro 35 e Quadro 36 mostram o célculo para solucéo-

estoque a partir do ZnS0O4.7H20 e exemplo de preparo de solugcbes-teste, respectivamente.

Quadro 35. Célculo para solugéo-estoque a ser usada no ensaio com substancia referéncia.

Reagente Quantidade (g) Preparo
ZnS04.7H20 22 Dissolver em &gua MiliQ e aferir o volume em
Para solucéo de Zn 10 g/L ' balédo volumétrico para 50 mL

O sal deve ser dissolvido em agua MiliQ, acidificar com 0,5 % de HNO; e o volume final da solucdo aferido em balao
volumétrico. Logo antes do preparo das solugdes-teste, diluir 100 x a solugdo estoque de 10 g/L de Zn (colocar 100 pL de
solugdo estoque a 10 g/L de Zn em 100 mL de agua na salinidade 17) — dessa forma tém-se uma solugdo-trabalho de 100
mg/L de Zn. Caso a solucéo seja feita imediatamente antes do seu uso, calcular a mesma para 100 mg/L de Zn (pesar 0,022 g

em 50 mL e &gua na salinidade 17) e ndo acidificar.

Quadro 36. Exemplo de preparo de soluges-teste para o ensaio com substancia referencia

Volume de solugéo- i — )
B Volume de dgua de diluicdo na | Volume final no
Solugdo-teste (mg/L) trabalho de 100 mg/L Zn o
salinidade 17 (mL) teste (mL)
(mL)

0,25 0,04 14,96 15
0,5 0,075 14,92 15
1,0 0,15 14,85 15
2,0 0,3 14,7 15
4,0 0,6 14,4 15

» Medir o oxigénio dissolvido (OD) e salinidade inicial da agua de diluicdo (dgua processada

autoclavada na salinidade 17), e anotar no formulario referente ao ensaio;

» Os frascos para o teste de referéncia devem ser preparados de 12 a 24 h antes do teste e

deixados na incubadora onde o ensaio vai ocorrer;
» Os frascos devem ser devidamente identificados e a data de inicio do ensaio anotada;

» O ensaio com a substancia de referéncia deve ser realizado, em triplicata, com 10 animais por

frasco: sdo utilizadas 5 concentragdes mais o controle, totalizando 18 frascos de exposicao;

» O volume final de solugao a ser adicionada em cada frasco de cintilagao é de 15 ml;
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» Para o inicio dos ensaios, exemplares fémeos de Nitokras sp devem ser triadas e adicionadas

nos frascos uma a uma (fazer a triagem com auxilio de caixa de luz e lupa);
» Para o ensaio referéncia ndo existe necessidade de se utilizar fémeas ovadas;
» Por fim, tampa-se os frascos com parafilme furado com agulha fina;

» O teste tem duracéo de 96 h e as condicGes abidticas sdo: 16 h C: 8 h E e temperatura 24 + 20 C

e sem aeracao;
O Quadro 37 apresenta um resumo das condi¢8es do ensaio com substancia referéncia;

» Ao fim do ensaio (96 h de exposicao), filtrar as fémeas em malha de 120 ym e realizar a
contagem e verificacdo na lupa, sendo 1 frasco por vez. Obs. Caso as 10 fémeas nao sejam

encontradas para contagem, refiltrar o contetdo do frasco em malha de 60 pm;

» Fémeas sado consideradas mortas quando ndo ha movimentagdo espontanea ou reacdo a

estimulos tateis usando ponteira fina (pipeta pasteur de vidro, por exemplo);

» Avaliar as condic¢des finais do ensaio em uma das réplicas antes ou apés a retirada dos animais,

como oxigénio dissolvido (OD), salinidade inicial, pH, temperatura e condutividade;
» Inserir os dados do ensaio no respectivo formulario de registro do ensaio;

» Descartar a solu¢do que contenha Zn em descarte de residuos;

» Inserir os dados do ensaio no respectivo formulario de registro do ensaio;

» Preencher relatério / planilha com resultados do ensaio.

Quadro 37. Resumo dos requisitos para o ensaio com substéncia referéncia

Requisitos Condigdes
Sugestao de recipiente para o ensaio Frasco de cintilagdo de 20 mL
Ensaio Estatico — sem renovagdo do meio
Duragao do ensaio 96 horas
Organismo-teste Fémeas adultas — Nitokra sp
Meio do ensaio Agua processada autoclavada na salinidade 17
Substancia referéncia ZnS04.7H20
Tratamentos Controle + 5 concentra¢des da substancia
referencia
Sedimento Ausente
Volume final de meio por frasco 15 mL
Numero de Réplicas 3 réplicas de cada tratamento
Numero de organismos por réplica 10
Alimentacéo Sem alimentacéo
Temperatura 24+ 2°C
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Requisitos Condigdes
Fotoperiodo 16hC:8hE
Aeracao Ausente
Valores médios dos parametros fisico-quimicos da agua 45a6mg/LOD,pH7,6-8,1
Efeito observado Mortalidade das fémeas
Expressao do resultado ClLso

e Ensaio de toxicidade crénica com amostra ambiental (sedimento)

O ensaio de toxicidade crbnica consiste na avaliacdo da toxicidade de uma amostra de sedimento do
ambiente, onde 10 fémeas ovadas sao expostas ao sedimento bruto por 10 dias e sua reproducao é
avaliada (n. de prole / fémea). Abaixo seguem o0s pontos para o ensaio:

» Preencher os frascos de cintilagdo com 2 mL ou 0,5 cm de sedimento controle ou ambiental por

volta de 12 h antes do ensaio;

» Como sedimento controle, usa-se sedimento de local referéncia (ndo poluido), ou areia grossa
previamente lavada com agua da torneira e peneirada em malha de aproximadamente 1 cm. Esse
sedimento controle deve ser seco a temperatura ambiente e 1 dia antes do experimento, antes de se
montar os frascos, deve-se colocar a quantidade necessaria de sedimento para o ensaio dentro de
um papel filtro, este dentro de um funil e o funil apoiado em um recipiente qualquer, como um béquer.
Adiciona-se ao sedimento agua salgada natural filtrada até que a areia grossa fique encharcada,
esperar que toda agua em excedente seja filtrada e quando a filtragem cessar, o sedimento ja pode

ser adicionado aos frascos de cintilacdo controle;

» Quanto ao sedimento ambiental, se ele estiver congelado, deve ser descongelado a temperatura
ambiente e no escuro 24 h antes do ensaio e uma vez descongelado deve ser adicionado aos frascos

de cintilacéo;
» Apobs a adicdo do sedimento colocar 15 mL de agua na salinidade 17 previamente autoclavada;

» Os fracos devem ser montados para 0s ensaios 12 h antes do mesmo para que o sedimento fique

bem decantado;
» Os frascos devem ser devidamente identificados e a data de inicio do ensaio anotada;

» O ensaio deve ser realizado em quadriplicata, com 10 animais por frasco (4 controles + 4 réplicas
de cada amostra ambiental — o sedimento é testado bruto), no entanto, monta-se uma réplica
adicional para medicdo dos parametros abiéticos: oxigénio dissolvido (OD), salinidade inicial, pH,
temperatura e condutividade, apenas para o inicio do experimento, pois as medidas destes
parédmetros ao final do ensaio devem ser feitas em uma das réplicas de cada grupo experimental
(controle, amostra ambiental 1, amostra ambiental 2, etc.);

» Para o inicio dos ensaios, exemplares de fémeas ovadas de Nitokra sp devem ser triadas e

adicionadas nos frascos uma a uma (fazer a triagem com auxilio de caixa de luz e lupa);
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» Adiciona-se 0,1 mL de alimento (racdo preparada — item 3.4) apenas no 1o dia do ensaio, e

tampa-se os frascos com parafilme furado com agulha fina;

» O teste tem duracdo de 10 dias e as condi¢des abidticas sdo: 16 h C: 8 h E, e temperatura 24 +

20 C e sem aeracao;

O Quadro 38 apresenta um resumo das condi¢cdes do ensaio com amostra ambiental;
» No 100 dia de ensaio, antes de finalizar, deve-se em 1 das réplicas de cada tratamento medir os

parametros: oxigénio dissolvido (OD), salinidade, pH, temperatura e condutividade;

» ApoOs, deve ser adicionado 0,5 mL de Rosa de Bengala 4% dissolvido em formaldeido a 10 %
(coracdo e fixacdo), tampar o frasco e agitar levemente. Deixar o material em repouso por, pelo

menos, 48 h antes da analise do ensaio;

» Para andlise do material, o conteiudo do frasco (sedimento e agua, agora corados) pode ser
peneirado e malha de 0,45 um e o que ficar na peneira ser contado em lupa, mas essa filtragem é
opcional. Os organismos devem ser identificados como adultos (fémeas) e prole (nauplios e

copepoditos);

» Conferir se ndo ficou nenhum organismo no filtrado, filtrando-o novamente em malha de 0,45 um.

Ap6s descartar o filtrado no descarte de residuos;
» Inserir os dados do ensaio no respectivo formulario de registro do ensaio;

» Preencher relatério / planilha com resultados do ensaio.

Quadro 38. Resumo dos requisitos para o ensaio com amostra ambiental.

Requisitos Condigdes

Sugestao de recipiente para o o
Frasco de cintilagdo de 20 mL

ensaio
Ensaio Estéatico — sem renovacgédo do meio
Duracéo do ensaio 10 dias
Organismo-teste Fémeas adultas ovadas — Nitokra sp
Meio do ensaio Agua processada autoclavada na salinidade 17 + sedimento
Tratamentos Controle + amostra ambiental de sedimento bruto
Sedimento 0,5 cm ou 2 mL por frasco

] i 15 mL — adicionar depois do sedimento e aguardar 12 h antes de
Volume final de 4gua por frasco ) ) . )
comecar o ensaio para sedimentacéo do material no frasco

Numero de Réplicas 4 réplicas de cada tratamento
NUmero de organismos por réplica 10
Alimentacéo 0,1 mL de racgéo no 1° dia do ensaio
Temperatura 24+2°C
Fotoperiodo 16hC:8hE
Aeracao Ausente
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Requisitos Condigdes

Valores médios dos parametros
. o ) 45a6mg/LOD,pH7,6-8,1
fisico-quimicos da agua

Fixacao do material ao fim do 2 mL de Rosa de Bengala 4% dissolvido em formaldeido 10 % por no
ensaio minimo 48 h
Efeito observado Numero de fémeas / prole

Toxico ou ndo toxico em relagdo ao controle — aplicar teste estatistico (ex.

Expressao do resultado
ANOVA)

Figura 9. Fémea ovada e nédo ovada.

Figura 10. Nauplio (a) e copepodito (b).

¥ -

) RRDM - Procedimento Operacional Padrdo (POP) - N. 12: Manutencdo e ensaio

ecotoxicoldgico com Hyalella spp

e Descricao e aplicacado

Este documento apresenta o procedimento operacional padrdo (POP) para a manutencgédo do cultivo
do anfipoda Hyalella sp e realizacdo de ensaios com substancia referéncia e amostra ambiental. A
base deste documento € a norma da ABNT NBR 15470, segunda edicdo de 25 de novembro de

2013, que avalia a toxicidade aguda e crbnica de sedimento em Hyalella spp.

O método do ensaio consiste na exposicdo de jovens de Hyalella spp a amostra de sedimento

ambiental ou contaminado, durante um periodo de 10 dias em sistema semiestatico. A toxicidade é
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determinada pela letalidade e/ou inibicdo do crescimento dos organismos-teste, sob as condicfes de

ensaio.

e Material e equipamentos

» Balanca analitica;

» Baldo volumétrico;

» Medidor de oxigénio dissolvido;

» Medidor de condutividade;

» Medidor de pH;

» Pipeta graduada, volumétrica ou micropipeta;

» Pipeta ou conta-gotas com didmetro adequado para manuseio dos organismos;
» Proveta;

» Recipiente-teste;

» Termbmetro;

» Incubadora ou sala com controlador de fotoperiodo e de temperatura;
» Cloreto de sédio (NaCl);

» Pincas ou um instrumento similar;

» Incubadora ou sala climatizada com capacidade para manter temperatura controlada entre 22° C
e 26 °C;

» Racéo de peixe;

» Polivitaminico Centrum;
» Fermento bioldgico;

> Oleo de primula;

» Substrato;

> Lupa;

» Caixa de luz;

» Aeracéo;

- Material biolégico
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Os organismos utilizados nos ensaios séo jovens de Hyalella spp com idade de 7 a 14 dias (Figura 11
e Figura 12). Para obtencdo dos jovens é necessario manter organismos adultos em reproducdo. Um
neonato demora em torno de 40 dias para atingir a fase adulta.

Figura 11. Individuo fémea com aproximadamente 2,5 mm de tamanho corpoéreo total.

Figura 12. Individuo macho com aproximadamente 3 mm de tamanho corpéreo total.

e Reagentes e solucdes

- Agua para diluigdo e manutenc&o: agua natural da torneira filirada (malha 60 e 80 um) e declorada
(aerada por 48 h) com pH entre 7,0 e 7,6, dureza total entre 40 mg CaCOs/L e 48 mg CaCOslL,
condutividade entre 190 a 250 uS/cm e oxigénio dissolvido acima de 5,0 mg/L. Deve ser obtida logo

antes de seu uso.

- Sedimento: como sedimento controle deve ser utilizado areia grossa previamente lavada. Remover
0s organismos e as particulas > 1 cm, utilizando pingas ou um instrumento similar. N&o é

recomendado peneirar o sedimento.

- Solugbes-testes: referem-se aos diferentes tratamentos seja com amostra ambiental ou substancia

referéncia.
e Cultivo
- Condic¢des de uso do material de cultivo

» Qualquer material que venha a entrar em contato com o cultivo deve ser feito de vidro ou outro
material quimicamente inerte. Tubos de ensaio, béqueres e Erlenmeyers podem ser utilizados,
havendo padronizacéo no uso (mesmo tamanho/volume, material e fabricante).
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» O material deve ser lavado antes do uso, de acordo com procedimentos laboratoriais adequados,

descritos no Procedimento Operacional Padréo n° 01.
» Os recipientes lavados devem ser tampados para evitar a entrada de poeira.
- Meio de cultivo (agua processada)

» Encher recipiente plastico com agua da torneira e colocar aeracao forte (ja tem disponivel do
Biotério Aquético do ICB-FURG, pois faz parte da rotina deste biotério aerar 4gua para os cultivos). A
agua deve ser aerada por, no minimo, 48 h antes de ser usada para eliminacdo do cloro. A 4gua deve
estar nas seguintes condicbes: pH entre 7,0 e 7,6, dureza total entre 40 mg CaCOs/L e 48 mg

CaCOa/L, condutividade entre 190 a 250 uS/cm e oxigénio dissolvido acima de 5,0 mg/L.

- Montagem e manuteng¢é&o do cultivo
» Individuos adultos e jovens devem ser acomodados separadamente em aquarios de vidro ou de

plastico com alta superficie de fundo;

» Os organismos devem ser separados um a um com uso de pipeta plastica cortada mna ponta.
Para facilitar essa separa¢éo, os organismos do cultivo podem ser concentrados, filtrando-se o meio

em malha de 145 a 300 pm;

» Uma vez por semana fazer a troca total do meio (manutencdo semanal). No momento da troca,
separar as fémeas dos jovens. Os jovens devem ser acomodados em outro recipiente e 0 mesmo
deve ser datado. Caso seja s6 para o cultivo, sem a necessidade de ensaio, jovens de diferentes
idades podem ser misturados num aquario para compor nova matriz reprodutora (inicio de novo

cultivo);

» Aos aquarios devem ser acrescentadas plantas, como a Elodea, ou pedaco de fil6 de naylon

verde ou peto (malha de 150 a 600 pm);
» Manter os cultivos na propor¢cédo minima de 1 adulto para 25 mL de agua de diluicéo;
» Manter um cultivo por 3 meses, aproximadamente;

» Iniciar novo cultivo sempre que necessario ou quando a mortalidade for 20 % em 2 trocas de agua
subsequentes. Neste caso, descarta-se o cultivo com alta mortalidade. Recomenda-se iniciar um

cultivo com no minimo 100 organismos para garantir a diversidade.

» Registrar alteracbes que ocorrerem nas condicfes de cultivo como, por exemplo, mudanca na

colora¢do dos organismos, etc.
- Alimentagé&o e condi¢Bes abidticas do cultivo

» A alimentacdo é constituida de racdo de peixe, polivitaminico (Centrum®) e adicional de
espirulina. Para tanto colocar 10 g de racao comercial de peixe em 1 L de agua de diluicdo e deixar
aerando por uma semana. No final deste periodo, esperar decantar por 1 h e retirar o sobrenadante.
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O sobrenadante deve ser filtrado em malha de 45 um. Esta solu¢éo pode ser congelada em aliquotas

menores;

» Separadamente, acrescentar fermento biolégico diluido na propor¢do de 0,5 g em 100 mL de

agua de diluicdo e agitar até a dissolugéo total;

» Misturar em proporcéo iguais (1:1) as 2 solugbes acima (racdo de peixe e fermento) e adicionar

uma capsula de Centrum® macerada. Agitar por 15 mim;
» Deixar decantar, separar o sobrenadante e filtrar em malha de 45 um;
» Acrescentar 0,1 mL de 6leo de primula a cada 200 mL de racdo composta;

» A mistura da solucdo de racdo com fermento e os outros aditivos deve ser feita 1 vez a cada 15

dias e armazenada em geladeira.

» Os cultivos devem receber alimentacao na proporgdo de 25 L por organismos, diariamente e as

sextas-feiras colocar o dobro;
» Adicionar uma pitada de espirulina 500 mg (Naturlife®) em cada aquario 3 vezes por semana;

» Os cultivos devem ser mantidos em sala climatizada ou em incubadora (cAmara de germinacéo)

com fotoperiodo ajustado para 12C: 12E, e temperatura 24 + 20 C.
- Ensaio de toxicidade com substancia de referéncia

» Uma semana antes da realizacdo do ensaio, retirar os organismos jovens (0 a 7 dias) de um

cultivo adulto e reservar para outro recipiente;

» Verificar se 0 numero de jovens obtidos dos cultivos de adultos é suficiente para realizagdo do
ensaio. Se nao for as alternativas sdo: diminuir o nimero de organismos expostos em cada réplica de

10 para 5, e/ou verificar presenca de jovens nos dias subsequentes ao 70 dia ho mesmo cultivo;

» Verificar a sobrevivéncia do lote de jovens separados logo antes do ensaio, sob as mesmas
condicdes de cultivo. Caso a mortalidade seja inferior ou igual a 20 %, os organismos podem ser

utilizados nos ensaios. Registrar esse dado na folha de registro;
» O ensaio com substancia de referéncia é realizado em agua, sem necessidade de sedimento;
» As substancias referencias indicadas sdo KCI ou NaCl;

» No caso de se usar o KClI como substancia referéncia, considerar a seguinte faixa de
concentragdo de exposicdo: 100, 168, 284, 369 e 480 mg/L. No caso, de usar o NaCl como
substancia referéncia, considerar a faixa de concentra¢édo: 0,8, 1,2, 1,8, 2,7, 4,0 g/L de NaCl. Os
Quadro 39 e Quadro 40 mostram o célculo para solugcdo-estoque a partir do NaCl e exemplo de

preparo de solu¢bes-teste, respectivamente.
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Quadro 39. Célculo para solugdo-estoque a ser usada no ensaio com substancia referéncia.

Reagente Quantidade (g) Preparo
NacCl 10 Dissolver em 4gua de diluicdo e aferir o volume
Para solugdo de 10 g/L g em baldo volumétrico para 1 L

Fazer a solucéo previamente a cada ensaio.

Quadro 40. Exemplo de preparo de solugBes-teste para o ensaio com substancia referencia

Volume final para as
Volume de solugao- 3 o o
Volume de 4gua de diluicédo 3 réplicas do teste
Solucédo-teste (g/L) trabalho de 10 g/L de
(mL) (600) + Extra (200)
NaCl (mL)
(mL)
Controle - 800 800
0,8 64 736 800
1,2 96 704 800
1,8 144 656 800
2,7 216 584 800
4,0 320 480 800

» Medir o oxigénio dissolvido (OD), temperatura, dureza, condutividade, pH e concentracao total de
amodnia — das solugdes no volume e 800 mL, antes de serem distribuidas nos béqueres para
experimento;

» Os béqueres para o teste de referéncia podem ser preparados no dia em que o teste vai ocorrer.

Eles devem ser devidamente identificados e a data de inicio do ensaio anotada;

» O ensaio com a substancia de referéncia deve ser realizado, em triplicata, com 10 animais por
frasco: sdo utilizadas 5 concentragdes mais o controle, totalizando 18 béqueres de cada tratamento
(ver Quadro 40);

» Deve-se fazer um volume de 800 mL para cada tratamento. Estes serdo divididos em 3 béqueres

contendo 200 mL como volume de solucdo-teste. Faz-se 800 mL para se ter um volume extra;

» Para o inicio do ensaios, exemplares jovens de Hyalella spp (1 a 14 dias) devem ser triados e
adicionadas nos béqueres um a um (fazer a triagem com auxilio de caixa de luz e lupa) em um n de

10 organismos por béquer;
» Alimentar os organismos no inicio do ensaio e apés 48 h. Adicional 50 uL de racéo por béquer;

» Por fim, tampa-se os béqueres com parafilme furado com agulha fina ou placa de petri;
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» O teste tem duracdo de 96 h e as condi¢des abidticas sdo: 12C: 12E e temperatura 24 + 20C e
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sem aeracao;
» O Quadro 41 apresenta um resumo das condi¢Bes do ensaio com substancia referéncia;

» Ao fim do ensaio (96 h de exposicao), filtrar os organismos com malha de 145 pum ou coletar um a

um e verificar letalidade dos jovens;

» Os animais sao considerados mortos quando ndo ha movimentagdo espontanea ou reacdo a
estimulos tateis usando ponteira fina (pipeta pasteur de vidro, por exemplo). No grupo controle, a

imobilizacdo ou mortalidade ndo deve ultrapassar 10%;

» Avaliar as condicdes finais do ensaio em uma das réplicas antes ou ap0s a retirada dos animais:

oxigénio dissolvido (OD), temperatura, dureza, condutividade, pH;

» Inserir os dados do ensaio no respectivo formulario de registro do ensaio. Contar e registrar

somente 0s organismos Vvivos e relativizar pelo total de organismos expostos;

» Descartar a solugédo que contenha NaCl na pia;

» Deixar os organismos de molho no hipoclorito antes de descartar na pia;

» Inserir os dados do ensaio no respectivo formulario de registro do ensaio;

» Preencher relatério / planilha com resultados do ensaio.

Quadro 41. Resumo dos requisitos para o ensaio com substancia referéncia

Requisitos

Condigdes

Sugestao de recipiente para o

Béqueres de 500 mL

ensaio
Ensaio Estatico
Duragdo do ensaio 96 horas

Organismo-teste

Jovens de 1 a 14 dias

Meio do ensaio

Agua de diluicdo — agua da torneira declorada

Substancia referéncia

NacCl

Tratamentos Controle + 5 concentra¢gdes da substancia referencia
Sedimento Ausente
Volume final de meio por béquer 200 mL

Numero de Réplicas

3 réplicas de cada tratamento

NUmero de organismos por

) 10
réplica
] . Inicio do ensaio e em 48 h com ragéo (50 uL por béquer com 10
Alimentagéo ) . .
organismos, 25 pL por béguer com 5 organismos)
Temperatura 24+£2°C
Fotoperiodo 12hC:12hE
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Requisitos Condigdes

Aeracao Branda (uso de ponteira na extremidade de mangueira de aeracao)

pH entre 7,0 e 7,6, dureza total entre 40 mg CaCOa/L e 48 mg CaCOxl/L,

Valores médios dos parametros B R ) i
condutividade entre 190 a 250 uS/cm e oxigénio dissolvido acima de 5,0

fisico-quimicos da agua

mg/L
Efeito observado Mortalidade dos jovens
Expressao do resultado Clso

- Ensaio de toxicidade aguda e cronica com amostra ambiental (sedimento)

» Uma semana antes da realizacdo do ensaio, retirar os organismos jovens (0 a 7 dias) de um

cultivo adulto e reservar para outro recipiente;

» Verificar se o nimero de jovens obtidos dos cultivos de adultos é suficiente para realizagdo do
ensaio. Se ndo for as alternativas sdo: diminuir o nimero de organismos expostos em cada réplica de

10 para 5, e/ou verificar presenca de jovens nos dias subsequentes ao 70 dia ho mesmo cultivo;

» Verificar a sobrevivéncia do lote de jovens separados para o ensaio, sob as mesmas condi¢des
de cultivo. Caso a mortalidade seja inferior ou igual a 20 %, os organismos podem ser utilizados nos

ensaios. Registrar esse dado na folha de registro.
- Preparo para o ensaio - Dia anterior ao ensaio com amostra ambiental

» Descongelar as amostras de sedimento em caixa térmica a temperatura ambiente

(aproximadamente 250 C);

» Nomear os béqueres de acordo com as concentracdes das solugdes-teste para as amostras de

sedimento;

» Acrescentar 100 mL de sedimento bruto (de maneira que se obtenha de 1 cm a 2 cm de altura no

béquer) em 4 réplicas;

» Adicionar 200 mL de agua de diluicdo em cada béquer devagar para evitar a suspensdo do

sedimento;

» Como sedimento controle, usa-se sedimento de local referencia (ndo poluido), ou areia grossa
previamente lavada com agua da torneira. Esse sedimento controle deve ser seco a temperatura
ambiente e 1 dia antes do experimento, antes de se montar os frascos, deve-se colocar a quantidade
necessaria de sedimento para o ensaio dentro de um papel filtro, este dentro de um funil e o funil
apoiado em um recipiente qualquer, como um béquer. Adiciona-se ao sedimento agua de diluigdo até
gue a areia grossa fique encharcada, esperar que toda agua em excedente seja filtrada e quando a

filtragem cessar, o sedimento ja pode ser adicionado aos frascos de cintilacdo controle;

» Os recipientes-teste devem ser cobertos e colocados na geladeira.
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- No dia do ensaio retirar os béqueres da geladeira bem cedo e aguardar que sua temperatura
estabilize a temperatura ambiente.
» Retirar as amostras preparadas da geladeira para que atinjam a temperatura ambiente na hora do

ensaio;

» O ensaio deve ser mantido a temperatura de 24 °C + 2 °C, com fotoperiodo de 12C:12E (ver
Quadro 42);

» Medir o oxigénio dissolvido (OD), condutividade, pH e concentracdo total de ambnia de 1 das
réplicas, antes de inserir 0s organismos-teste. Caso o oxigénio dissolvido esteja abaixo de 2,5 mg/L,
aerar todas as réplicas da amostra até o término do ensaio, tomando-se o cuidado de medir

novamente o teor de oxigénio dissolvido antes de inserir 0s organismos-teste;

» Manter a aeragdo a aproximadamente 2 cm abaixo da superficie da agua, garantindo que nao

ocorra ressuspenséo do sedimento;
» Adicionar 10 organismos (jovens de 1 a 14 dias) em cada recipiente-teste, um a um;

» Durante o ensaio, renovar aproximadamente 2/3 da 4gua de diluicdo no minimo trés vezes, com
intervalo de, preferencialmente, 48 h a 72 h. Essa remocao deve ser muito cuidadosa para evitar a

resuspensao de sedimento, pode-se usar pipetas para isso.

» No inicio do ensaio e nos dias de renovagdo da agua, alimentar os organismos-teste com 1,0 mL

a 1,5 mL do alimento composto;
» O ensaio deve ser encerrado apos 10 dias;

» Ao fim do ensaio determinar o oxigénio dissolvido, o pH e a condutividade da agua do recipientes-

teste;

» Em seguida separar os organismos-teste da amostra de sedimento. Caso necessario, separar 0s
organismos peneirando a amostra em rede com abertura de malha de 145 pm a 300 ym utilizando

agua de torneira;

» Contar e registrar somente 0s organismos vivos e relativizar pelo total de organismos expostos.

No grupo controle, a imobilizagcdo ou mortalidade ndo deve ultrapassar 10%;
» Deixar os organismos de molho no hipoclorito antes de descartar na pia;

» Caso ndo haja mortalidade, pode-se avaliar o crescimento dos organismos vivos de cada
recipiente-teste e do controle como medida de toxicidade cronica (item f);

» Inserir os dados do ensaio no respectivo formulario de registro do ensaio (vale para o item f);

» Preencher relatério / planilha com resultados do ensaio (vale para o item f).
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e Ensaio cronico

Quando nédo for observado efeito agudo (mortalidade) nos organismos-teste, pode-se proceder a
avaliacdo do efeito crbnico, pela medida do crescimento. O crescimento dos organismos pode ser

determinado pela massa seca ou pela medida do comprimento.
e Massa seca

» Ao final do periodo de exposicdo (10 dias), determinar o peso seco médio de Hyalella spp. Para
tanto, coloca-se o organismo num pedaco de papel filtro e depois pesa-o0 em superficie ou recipiente

previamente tarado, utilizando balanca analitica com carga minima de 0,00001 g;

» Lavar os organismos-teste com agua processada, deforma delicada (pode mergulha-los em

recipiente com 4gua de diluicdo ou usar uma pisseta);
» Transferir os organismos-teste para recipientes previamente identificados e pesados;

» Colocar em estufa com temperatura entre 60 °C e 90 °C, durante 24 h, aproximadamente. Deixar
esfriar em um dessecador e pesar em balanca tarada. Repetir o procedimento de pesagem algumas

vezes até que seja atingido peso constante;

> Determinar o peso seco pela diferenca entre o recipiente vazio (previamente pesado) e com o

organismo.

e Comprimento

» O comprimento de Hyalella spp pode ser determinado utilizando-se um analisador digital de

imagens acoplado a lupa esteoroscopica;
» Ao término do ensaio, preservar os organismos-teste de cada recipiente-teste em alcool 70 %;

» Realizar a medida dos organismos-teste, considerando desde a base da antena até a base do

urossomo;
» Determinar o comprimento médio dos anfipodos;

> E recomendado que os organismos-teste sejam o mais homogéneo possivel, para a avaliagéo do
efeito crénico, com o objetivo de se evitar variagdes no comprimento/peso que possam afetar os
resultados.

Quadro 42. Resumo dos requisitos para o ensaio com amostra ambiental.

Requisitos Condigdes

Sugestao de recipiente para o 3
Béqueres de 500 mL

ensaio
Ensaio Semiestatico — renovacado de 2/3 da agua superficial a cada 48 horas
Duracdo do ensaio 10 dias
Organismo-teste Hyalella spp - jovens de 1 a 14 dias
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Requisitos

Condicdes

Meio do ensaio

Agua de diluicio — agua da torneira declorada

Tratamentos

Controle + 5 concentracdes da substancia referencia

Amostra ambiental

Controle + amostra ambiental de sedimento bruto

Volume final no béquer

1a2cmou 100 mL de sedimento bruto + 200 mL de agua de diluicdo

Requisitos

Condicdes

Numero de Réplicas

4 réplicas de cada tratamento

Numero de organismos por

- 10
réplica
] . 1,0 mL a 1,5 mL de alimento composto no inicio e a cada renovacao de agua
Alimentacao L
de diluicdo
Temperatura 24+£2°C
Fotoperiodo 12hC:12hE

A . Branda apenas 2 cm abaixo da superficie para ndo provocar suspenséo do
eracéo ) ) ) ) .
sedimento (uso de ponteira na extremidade de mangueira de aeracao)

Valores médios dos parametros pH entre 7,0 e 7,6 e oxigénio dissolvido acima de 5,0 mg/L, condutividade

fisico-quimicos da agua entre 190 a 250 pS/cm

) Agudo - imobilidade - mortalidade dos jovens
Efeito observado ] ]
Crdnico — peso e tamanho dos jovens

Agudo - Clsp
Cronico - CEO, CENO, Toxico ou nédo téxico em relagdo ao controle — aplicar
teste estatistico (ex. ANOVA)

Expresséo do resultado

4.1.5. Avaliacdo da microbiota na agua, sedimentos e corais

As andlises da microbiota total em amostras de agua, sedimentos e associada aos corais seréo
realizadas através da extracdo do DNA total, utilizando o PowerSoil DNA isolation kit (MoBio, USA
[Catalog No. 12888-50]), e posterior sequenciamento de DNA, utilizando-se sequenciadores de nova
geragdo. As leituras geradas serdo processadas utilizando o programa Mothur v.1.33. A analise das
sequencias obtidas permitira a avaliacdo do core microbiano e 0s microrganismos presentes nas
diferentes amostras, nos diferentes pontos e nos diferentes tempos de coleta, correlacionando
estatisticamente os resultados de diversidade microbiana obtidos com as demais andlises realizadas
no programa de monitoramento, com concomitante andlise de possiveis impactos que estejam
presentes em pontos de coleta ao longo do tempo. Essa avaliagdo permitira ndo apenas indicar
possiveis alteragBes ambientais temporais e/ou pontuais, como ainda apontar bioindicadores
microbianos especificos da presenca de sedimentos e/ou de impactos nas diferentes éareas

amostradas, que podem ser rastreados em areas adjacentes.
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4.1.6. Andlises de biomarcadores em amostras de invertebrados e peixes

Biomarcadores sdo alteracdes bioldgicas que expressam a exposicdo e os efeitos toxicos dos
poluentes presentes no ambiente e podem ser mensuradas em nivel molecular, celular e fisioldgico
(Walker et al., 1996). Portanto, os biomarcadores selecionados para um programa de monitoramento
ambiental devem detectar a exposicdo do organismo aos contaminantes através de qualquer
alteracdo biolégica mensuravel (biomarcadores de exposi¢cdo) e/ou a magnitude de resposta do
organismo aos contaminantes (biomarcadores de efeito). Assim, os biomarcadores serdo analisados
de forma seletiva nas amostras de invertebrados e peixes coletados no presente programa de
monitoramento, considerando-se os potenciais efeitos bioldgicos dos metais (desequilibrio idnico e
osmotico, inibicdo enzimdtica, oxidacdo de biomoléculas, danos morfolégicos e desequilibrio
endocrino) nos respectivos tecidos e organismos a serem analisados, bem como a quantidade de
amostra disponivel para a realizacdo das analises em questdo e os resultados ja obtidos nas 5
expedi¢cdes de pesquisa e monitoramento ecotoxicolégico promovidas pelo ICMBIo (janeiro/2016 -
fevereiro/2018) na foz do Rio Doce e regido costeira adjacente. Os biomarcadores a serem
analisados nas respectivas amostras de tecidos e organismos coletados no presente programa de

monitoramento ambiental encontram-se listados abaixo (Quadro 43).

Quadro 43. Lista dos biomarcadores a serem analisados nas amostras de organismos coletados nas diferentes areas de

monitoramento.

AMOSTRA BIOMARCADOR

) Concentracdo de metalotioneinas (exposi¢éo)
Fitoplancton ) o ]
Peroxidagéo lipidica (efeito)

Concentracdo de metalotioneinas (exposi¢ao)
Zooplancton Peroxidagao lipidica (efeito)

Composicao ibnica corporal (efeito)

Concentracdo de metalotioneinas (exposi¢ao)
Larvas de quironomideos Composicao idnica corporal (efeito)
Atividade da Na,K-ATPase (efeito)

Concentracdo de metalotioneinas (exposi¢ao)
Girinos de anfibios Composicao idnica corporal (efeito)
Atividade da Na,K-ATPase (efeito)

Concentracdo de metalotioneinas (exposi¢ao)

Poliquetos, anfipodos, isbpodos e moluscos ) o )
Peroxidagao lipidica (efeito)

Composicéo ibnica hemolinfatica (efeito)

Hemolinfa de camar@es dulcicolas e estuarinos )
Danos de DNA (efeito)

Hemolinfa de camardes marinhos e de )
Danos de DNA (efeito)

caranguejos de manguezais e de praias.

Atividade da Na,K-ATPase (efeito)

Branquias de camardes dulcicolas e estuarinos L )
Peroxidagéo lipidica (efeito)

Branquias de camardes marinhos e de ) o )
Peroxidagéo lipidica (efeito)

caranguejos de manguezais e de praias
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AMOSTRA BIOMARCADOR

Hepatopancreas de camardes (dulcicolas, Concentracdo de metalotioneinas (exposi¢&o)

estuarinos e marinhos) e caranguejos L )
] ) Peroxidacéo lipidica (efeito)
(manguezais e praias)

Composicdo idnica plasmética (efeito)
Danos de DNA (efeito)

Desreguladores enddcrinos (efeito)

Sangue de peixes (dulcicolas, estuarinos e
marinhos)

) ) ) Atividade de enzimas antioxidantes (efeito)
Branquias de peixes (dulcicolas, estuarinos e

. Atividade de enzimas do metabolismo energético (efeito)
marinhos)

Danos morfolégicos (efeito)

Concentracdo de metalotioneinas (exposi¢ao)

. ) . ) Peroxidagéo lipidica (efeito)
Figado de peixes (dulcicolas, estuarinos e
. Atividade de enzimas antioxidantes (efeito)
marinhos)
Atividade de enzimas do metabolismo energético (efeito)

Danos morfoldgicos

As metodologias a serem empregadas para as analises dos biomarcadores encontram-se descritas
abaixo. Devido ao grande numero de amostras a serem analisadas para avaliacdo dos
biomarcadores, para fins de praticidade e rapidez na realizacdo destas analises, bem como de
precisdo e reprodutibilidade dos dados, foi proposto no Plano de Trabalho Detalhado do Anexo 1
apresentado pela RRDM a Fundagdo RENOVA e aprovado pela Camara Técnica de biodiversidade
(CTBIio) que, sempre que possivel, serdo utilizados kits comerciais de reagentes especificos que
utilizem metodologia semelhante aquelas descritas no Anexo 1 do TR4 para a determinacdo dos

respectivos biomarcadores.

e Concentracdo de metalotioneinas

A determinacédo da concentracdo de metalotioneinas sera realizada conforme descrito por Viarengo et
al. (1997). A amostra sera homogeneizada e centrifugada (6.000 xg) durante 10 min. O sobrenadante
serd descartado e o precipitado sera homogeneizado com 1 mL de etanol 87% e cloroférmio 1%
diluidos em tampao Tris-HCI (20 mM). A solucéo resultante sera centrifugada a 6.000 xg durante 10
min. O sobrenadante sera novamente descartado e o novo precipitado obtido serd homogeneizado
em 150 yL de NaCl (250 mM) e serdo adicionados posteriormente 150 uL de solucdo de EDTA (4
mM) e HCI (1 N). A seguir, 100 yL de cada amostra (em duplicata) serao adicionadas a 1,4 mL de
solucdo de DTNB preparada em um tampé&o (pH 8,0) contendo Na2HPO4.7H20 (200 mM), NaCl (2
M) e DTNB (0,43 mM). Apds nova centrifugagéo a 3.000 xg por 5 min, 350 pyL do sobrenadante obtido
a partir de cada amostra seréo entéo transferidos, em duplicata, para as pocas de uma microplaca. A
leitura de absorbancia (405 nm) sera feita em espectrofotdmetro de microplacas. Os resultados seréo
expressos em pmol GSH/g de peso umido de tecido. Para fins de praticidade e rapidez na realizagéo
das analises, bem como de precisdo e reprodutibilidade dos dados, podera ser utilizado um kit
comercial de reagentes (Fish Metallothionein ELISA Kit, MyBiosource, USA [Cat.No: MBS038414]),

Protocolo de Andlises — Rede Rio Doce Mar 96




réde
pIO

cujo principio de analise também utiliza um método espectrofotométrico em microplacas cujos pocos

séo revestidos com o anticorpo purificado de MT de peixes.

e Composicao ibnica corporal, hemolinfatica ou plasmatica

Para a determinacdo da composicdo idnica corporal, os microinvertebrados serdo coletados,
rapidamente (30 s) lavados em &gua tipo MilliQ, pesados, anestesiados e eutanasiados. Apds 96 h de
secagem em estufa (70 °C), serd determinado o peso seco do material digerido e este digerido em
acido nitrico 65% (SupraPur, Merck). Apds completa digestdo, as amostras serdo apropriadamente
diluidas para a analise da composicao ibnica (Ca, K, Mg e Na), as quais serdo determinadas por
espectrofotometria de absor¢do atbmica no modo chama. Por sua vez, a concentracdo de cloretos
serd analisada pelo método de formacdo de cianeto férrico de enxofre. Os resultados serdo ser
expressos em mg/g de peso umido. No que se refere & composic¢do idnica hemolinfatica e plasmaética,
esta sera analisada nas amostras de hemolinfa (crustaceos) e sangue (peixes) que foram coletadas
durante o monitoramento, conforme descrito acima. As analises dos ions (Ca, K, Mg, Na e Cl) serédo

realizadas conforme descrito para a analise da composigdo corporal.

e Atividade da Na+,K+-ATPase

As amostras de material bioldégico para a determinacdo da atividade da Na*K*-ATPase seréo
preparadas com base nos procedimentos descritos por Péqueux e Chapelle (1982). As amostras,
coletadas conforme descrito acima, serdo homogeneizadas num meio contendo 1 mL de tampéo Sl
(sacarose - Imidazol em pH 7,6) e mantidas em banho de gelo. Apds serdo centrifugadas a 5.000 rpm
e a 5°C, por 5 min. O sobrenadante obtido sera coletado para determinagéo da atividade da Na*,K*-
ATPase, a qual sera determinada utilizando-se um método colorimétrico. Para tal, serdo usados 100
puL do sobrenadante do homogeneizado, onde serdo adicionados 2,5 mL de uma solugdo salina A
contendo 77 mM de NaCl; 20 mM de KCI; 6 mM de MgCl2 e 3 mM de ATP. O pH da solucéo sera
ajustado a 7,6 com tampao Tris-HCI 0,1 mM. As amostras serdo incubadas durante 60 min a 25°C, no
escuro e a leitura sera feita a 620 nm. A mesma reagao sera realizada com 100 pL de sobrenadante e
2,5 mL de uma solucéo salina B contendo 83 mM de NaCl; 6 mM de MgClz, 3 mM de ATP e 1 mM de
ouabaina. Ambas as rea¢cfes serdo mantidas por 1 h, quando entdo seréo inibidas pela adicao de
acido tricloroacético 50%. A quantidade de fdsforo produzido em cada reagdo sera determinada
utilizando-se um kit de reagentes especificos para a determinacdo do fésforo. A diferenca na
producdo de fosforo entre as duas reacgbes realizadas acima serd entdo considerada como sendo
aquela atribuida a atividade da Na*,K*-ATPase. A concentracdo da proteina no homogeneizado sera
determinada colorimetricamente, com base no método de Bradford, usando-se albumina de soro
bovino como padrdo. A atividade da enzima sera entdo expressa em mmoles Pi/mg proteina/h. Para
fins de praticidade e rapidez na realizacdo das analises, bem como de preciséo e reprodutibilidade
dos dados, podera ser utilizado um kit comercial de reagentes (Na*/K* ATPase Assay Kit, fornecido
pela MyBiosource, USA, [MBS8243226]), cujo principio de analise também utiliza um método

espectrofotométrico em microplaca.
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e Atividade de enzimas envolvidas na calcificacao

A preparacgdo das amostras para analise dos parametros de calcificacdo sera realizada macerando-se
as amostras em nitrogénio liquido e separando-as em aliquotas de 150-200 mg. Para cada analise,
as amostras serdo homogeneizadas em tampéao especifico (1:1; peso/volume) para cada ensaio, com
o auxilio de um sonicador. As amostras homogeneizadas serdo entdo centrifugadas (10.000 xg, 20
min, 4°C) e o sobrenadante coletado para as andlises, sendo imediatamente utilizado para as
medidas de atividade enzimatica (Ca?*-ATPase, Mg?*-ATPase e anidrase carbonica). A quantificacéo
de proteinas totais nas amostras homogeneizadas sera realizada baseando-se no método de
Bradford. A determinacédo da atividade da anidrase carbdnica sera realizada medindo-se a reducéo
de pH associada a catalise da hidratacdo do CO2, com a correspondente liberagdo de H* (Henry,
1991). O tampao utilizado para homogeneizagcdo das amostras sera constituido de Tris-Base (10 mM,
pH 8,5), sacarose (75 mM), inibidor de proteases (fluoreto de fenilmetanosulfonil - PMSF 1 mM) e
ditritiotreitol (DTT 1 mM). Para isso, 15 pL do homogeneizado serdo adicionados a 3 mL de uma
solucdo de reacéo composta por Tris-Base (10 mM, pH 8,5), sacarose (75 mM), manitol (225 mM) e
fosfato (10 mM). Em seguida, serdo adicionados 280 uL de substrato (agua destilada saturada com
CO2) e o pH registrado a cada 5s, durante 30s, com o auxilio de um pHmetro de bancada.
Paralelamente, serdo realizadas determinagdes do “branco de reacgao”, onde 15 yL do tampéao de
homogeneizacéo serdo adicionados a solu¢éo de reagéo e ao substrato. Ser4 utilizado o modelo de
regressao linear (variavel dependente: pH, variavel independente: tempo) para determinar a
declividade das retas de reacdo. A média dos dados obtidos nos homogeneizados sera a taxa de
reacdo catalisada, enquanto a média dos dados obtidos nos brancos indicara a taxa da reagdo nao
catalisada. Os resultados serdo normalizados considerando a quantidade de proteinas nas amostras
e expressos em unidades de anidrase carbdnica/mg proteina. Para fins de praticidade e rapidez na
realizacdo das andlises, bem como de precisdo e reprodutibilidade dos dados, sera utilizado um kit
comercial de reagentes (Fish Carbonic Anhydrase ELISA Kit, fornecido pela MyBiosource,

[MBS032136], USA), cujo principio de andlise utiliza um método espectrofotométrico em microplaca.

A determinacdo das atividades da Ca®*-ATPase e da Mg**-ATPase sera realizada utilizando-se o
método descrito por Vajreswari et al. (1983), com modificagdes. O homogeneizado da amostra sera
preparado utilizando-se tampao composto por Tris-HCI (100 mM, pH 7,6), sacarose (500 mM), DTT (1
mM) e PMSF (1 mM). O homogeneizado sera centrifugado (20 min, 10.000 xg, 4°C) e 20 yL do
sobrenadante serdo utilizados para a analise. O meio de reacgdo utilizado na andlise da atividade da
Ca?*-ATPase sera composto por NaCl (189 mM), MgCI2 (5 mM), CaCl2 (5 mM) e Tris-HCI (20 mM,
pH 7,6). A incubacdo da reacdo sera realizada a 30°C, por 30 min. Por sua vez, o meio de reagao
utilizado na analise da atividade da Mg?*-ATPase serda composto por NaCl (189 mM), MgClz (5 mM),
EGTA (0.2 mM) e Tris-HCI (20 mM, pH 7,6). A incubacdo da reacdo sera realizada a 30°C, por 30
min. No inicio da incubacdo, ATP (3 mM) e ouabaina (1mM) serdo adicionados aos meios de reacéo.
A concentragdo de fosfato inorgéanico (Pi) liberada pela atividade das enzimas no meio de reagéo sera

determinada utilizando-se o método colorimétrico (630 nm). Os resultados serdo normalizados com
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base na quantidade de proteinas totais presentes nos homogeneizados e serdo expressos em mM
Pi/mg proteina/min. Para fins de praticidade e rapidez na realizacdo das andlises, bem como de
precisdo e reprodutibilidade dos dados, sera utilizado um kit comercial de reagentes (General
Ca?*/Mg?* ATPase Assay Kit, fornecido pela MyBiosource [MBS8243201]), cujo principio de analise

também utiliza um método espectrofotométrico em microplaca.

e Atividades de enzimas do metabolismo energético

As atividades da lactato desidrogenase (LDH) e malato desidrogenase (MDH) serdo analisadas em
homogeneizados das amostras das branquias e figado dos peixes coletados durante o
monitoramento, conforme descrito acima. Os homogeneizados das amostras de branquias e figado
serdo realizados por macera¢do mecéanica em mistura contendo 0,9% de NaCl e 0,05% de Triton x
100. Apo6s centrifugagdo, o sobrenadante obtido serd utilizado para as analises das atividades da
LDH e MDH. A avaliagcdo da atividade da LDH serd realizada pela mistura de solucdo de piruvato de
sédio (1 mM), KCI (100 mM), tampéo Tris-HCI (50 mM, pH 7,4) e NADH (250 uM) a uma aliquota do
sobrenadante de cada homogeneizado de branquia ou figado. Para a determinagéo da atividade da
MDH, serdo adicionados a aliquota do sobrenadante dos homogeneizados uma solugdo de acido
oxaloacético (0,4 mM), MgCI2 (20 mM), NADH (150 pM) em tampao Tris-HCI (50 mM, pH 7,4). Os
procedimentos para as analises enzimaticas serdo aqueles descritos por Thuesen et al. (2005) e
Childress e Somero (1979) para LDH e MDH, respectivamente, e adaptada por Ribeiro et al. (2015).
A taxa de oxidacdo de NADH na reacéo catalisada pelas enzimas em analise sera determinada por
espectrofotometria UV em 340 nm. A dosagem de proteinas totais dos homogeneizados sera
realizada pelo método de Bradford. As atividades enzimaticas serdo expressas em U/mg de proteina.
Para fins de praticidade e rapidez na realizacdo das analises, bem como de precisdo e
reprodutibilidade dos dados, poderdo ser utilizados kits comerciais de reagentes (Desidrogenase
Latica, LDH UV (K014) fornecido pela Bioclin, Brasil), cujos principios de analise também estéo

baseados em métodos espectrofotométricos.

e Atividades de enzimas antioxidantes

As atividades da catalase (CAT) e da superéxido dismutase (SOD) serdo analisadas nos
homogeneizados de tecidos preparados conforme descrito no item "Atividades de enzimas do
metabolismo energético”. A atividade da CAT sera determinada através da analise do decréscimo da
concentracdo de peroxido de hidrogénio (H202), conforme descrito por Aebi (1984). Por sua vez, a
atividade da SOD sera analisada medindo-se o grau de redugéo do citocromo C, conforme descrito
por McCord e Fridovich (1969). A dosagem de proteinas dos homogeneizados serd realizada pelo
método de Bradford. As atividades da CAT e da SOD serédo expressas em U/mg de proteina. Para
fins de praticidade e rapidez na realizacdo das analises, bem como de precisdo e reprodutibilidade
dos dados, poderdo ser utilizados kits comerciais de reagentes, cujos principios de andlise também
estdo baseados em métodos espectrofotométricos em microplaca (Superoxide Dismutase Assay Kit

[7500-100-K] fornecidos pela Trevigen, USA), seguindo recomendac@es técnicas da fabricante.
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e Peroxidacao lipidica

A peroxidagao lipidica (LPO) serd determinada nas amostras do material biolégico utilizando-se o
método fluorescente baseado nas substancias reativas ao &cido tiobarbitdrico (TBARS) descrito por
Oakes e van Der Kraak (2003). Este método quantifica os danos em lipidios por meio da reacéo do
malondialdeido (MDA), produto da peroxidacéo lipidica, com o &acido tiobarbitlrico. Esta reacgdo
ocorre em condi¢cdes de acidez e alta temperatura (95 °C) cromdogeno fluorescente. Para serem
analisadas, as amostras serdo homogeneizadas (1:9 ; peso : volume) utilizando-se uma solucao
tampéo especifica. A fluorescéncia gerada (excitacdo: 520 nm; emissdo: 580 nm) serd medida
utilizando com base em uma curva construida com solucdes padrdes de tetrametoxipropano (TMP)
gue apo6s hidrolise gera MDA. Os resultados serdo normalizados em relacdo ao conteldo de
proteinas nas amostras, o qual sera determinado utilizando expressos em nmol MDA/mg proteina. As
analises de lipoperoxidacdo pelo método TBARS poderao ser realizadas utilizando kits importados de
alta confiabilidade (TBARS - TCA Method Assay Kit [No.700870] Kayman Chemical, USA).

e Oxidacao de proteinas

Os danos oxidativos em proteinas seréo analisados utilizando-se o método descrito por Dalle-Done et
al. (2003). Portanto, para quantificar a concentragdo de proteinas carboniladas nas amostras
biol6gicas serdo utilizadas as técnicas de eletroforese unidimensional e de ensaio imunolégico por
"Western blotting". Neste caso, a deteccdo das proteinas carboniladas envolve a derivatizacdo do
grupamento carbonil com 2,4-dinitrofenilhidrazine (DNPH), a qual leva a formacao de um produto
estavel, a 2,4-dinitrofenil hidrazona (DNP). Antes da derivatizacdo, o contetdo de proteinas da
amostra serd padronizada em 0,2 mg/ml de homogenizado, visando normalizar as amostras para a
realizac@o do ensaio de eletroforese (SDS-PAGE) e "Western blotting". No processo de derivatizagéo,
as proteinas reagirdo com DNPH em uma soluc¢édo contendo 12% SDS e uma solu¢do de DNPH/TFA
[20 mM DNPH em 20% (v/v) de TFA (&cido trifluoroacético). Adicionalmente, trés amostras servirdo
como controle positivo, as quais conterdo 1, 2 e 4 mM de H202 para induzir o dano oxidativo na
amostra. Apés incubac&o por 15 min na temperatura ambiente, a mistura de reac¢éo sera neutralizada
com uma solugdo 2M de Tris-Base contendo 30% de gliceraldeido. Para cada amostra, as proteinas
derivatizadas com DNPH serdo separadas para eletroforese unidimensional em gel de poliacrilamida
12% (1D SDS-PAGE), eletroprecipitadas em membranas de PVDF e submetidas ao ensaio
imunolégico para determinacdo do contetdo de proteinas carboniladas com um anticorpo anti-DNP
(Invitrogen, EUA). As bandas obtidas serd@o visualizadas utilizando-se um kit de reagentes para
imunodeteccdo colorimétrica (Invitrogen, EUA). As densidades das bandas obtidas serdo analisadas
para cada amostra apés escaneamento da membrana de PVDF. Os resultados serdo expressos em
pixels de densidade ¢tica. Para fins de praticidade e rapidez na realiza¢do das analises, bem como
de precisédo e reprodutibilidade dos dados, podera ser utilizado um kit comercial de reagentes, cujo
principio de andlise de proteinas oxidadas é semelhante aquele descrito acima, porém que utiliza um
método espectrofotométrico em microplaca (OxiSelect™ Protein Carbonyl Fluorometric Assay,

fornecido pela MyBioSource [MBS 168032]), seguindo as especifica¢des técnicas da fabricante.
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e Danos no DNA

O Anexo 1 do TR4 prevé cinco metodologias diferentes para avaliacdo de danos a molécula de DNA
(deteccdo de sitios AP através de kit comercial, ensaio do vermelho neutro, teste de micronucleo,
ensaio cometa, e deteccdo de caspases por imunohistoquimica). Considerando que todas estas
metodologias estdo associadas ao mesmo biomarcador de efeito (danos ao DNA) e, portanto,
fornecem dados semelhantes, foi proposto no Plano de Trabalho Detalhado do Anexo 1 apresentado
pela RRDM a Fundacdo RENOVA que as amostras de hemolinfa de crustdceos e sangue de peixes
sejam testadas através de duas destas técnicas, principalmente em funcé@o da disponibilidade de
material coletado em campo. Cabe ressaltar que esta abordagem permite a avaliagcdo de danos ao
material genético, conforme originalmente proposto no Anexo 1 do TR4, mesmo em condi¢cdes
limitantes de quantidade de material biologico disponivel e de processamento deste material campo.
Cabe salientar ainda que esta abordagem também viabiliza a possibilidade de comparacdo dos
resultados obtidos com diferentes técnicas de andlise de dano ao DNA nas amostras coletadas
durante o monitoramento. Portanto, conforme foi aprovado pelo CTBio, as amostras de hemolinfa de
crustaceos e sangue de peixes serdo testadas através de apenas duas metodologias para avaliagédo
de danos a molécula de DNA, a saber: (1) detecgéo de sitios AP através de kit comercial; e (2) teste

de micronucleo.

Para a analise de danos oxidativos no material genético, o DNA gendmico podera ser isolado
utilizando-se um kit de reagentes para isolamento de DNA (Wizard® Genomic DNA Purification Kit,
Promega, [A1120], USA) conformes recomendacdes da fabricante (vide Anexo Xlll). Por sua vez, a
analise de danos oxidativos no DNA serd realizada com base na identificacdo de sitios
apurinicos/apirimidicos (AP). Os sitios AP serdo medidos utilizando-se uma sonda capaz de reagir
com o grupo aldeido destes sitios, a qual sera detectada por colorimetria (450 nm) em uma leitora de
microplacas. Para tal, sera utilizado um kit de reagentes de deteccdo de dano de DNA, seguindo-se
as instrugfes do fabricante (DNA Damage Quantification Colorimetric Kit, [K253-25], Biovision, USA).
Os resultados serdo expressos em sitios AP/mg de proteina, considerando a concentracdo de

proteinas nas amostras, a qual sera determinada utilizando-se o método de Bradford.

Para a avaliacdo do dano no material genético através do ensaio de microndcleo seréo utilizadas as
amostras de hemolinfa dos crustaceos e de sangue dos peixes coletadas durante o monitoramento,
conforme descrito acima. As amostras serdo coletadas com seringas (1 mL), munidas de agulhas 21
gauge, para evitar danos aos hemdcitos. As amostras serdo transferidas para tubos siliconizados,
que serdo dispostos em microcentrifuga (1.000 rpm, por 5 min), com retirada de 50 pyL com
micropipeta, colocada junto ao fundo do tubo. Este volume de material sera gotejado na lateral da
lamina, sendo entdo espalhado por esfregaco com outra lamina. O procedimento serd realizado
individualmente, com a obtenc¢éo de trés laminas/individuo, as quais serdo secas ao ar e fixadas com
solugdo de Carnoy (3 metanol: 1 acido acético), por cerca de 20 min, com nova secagem a
temperatura ambiente. Em seguida, as laminas serdo coradas com solucdo de Giemsa 2%,
preparada em tampéo fosfato pH 8,0 (Na2HPOs4 + KH2PO4), também por 20 min. Apos este
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procedimento, as laminas serdo lavadas com agua deionizada, secas ao ar e com adesdo de
laminulas com Entellan® (Merck). Posteriormente, as laminas serdo examinadas sob microscépio
Optico comum, integrado a um sistema de analise de imagens por computador, com contagem das
células micronucleadas pelo programa KS300® (Carl Zeiss, Alemanha) ou alternativamente o
software livre ImageJ. As trés laminas de cada individuo serdo avaliadas em aumento de 1.000X,
com avaliagdo de 1.000 hemdcitos em cada lamina, sendo entdo quantificado o nimero de células

micronucleadas por 1.000 células analisadas (MN%o).

e Danos morfolégicos

Efeitos histopatolégicos serdo avaliados nas amostras de branquias e figado dos peixes coletados
durante o monitoramento, conforme descrito acima. Fragmentos de figado e branquias serdo imersos
em solucao alcéolica de Bouin por até 24 h, a 4 °C, desidratados em concentracdes crescentes de
alcool, diafanizados em xilol e incluidos em paraplast. O material sera seccionado em micr6tomo
rotativo. As seccdes obtidas serdo coradas com hematoxilina/eosina e tricomio de Mallory. Algumas
laminas serdo submetidas a técnica de coloracdo PAS, sendo para isso banhadas em acido periédico
1% por 10 min, lavadas em &gua destilada e mergulhadas em Reativo de Schiff por 20 min. Em
seguida, sera realizada uma nova lavagem em agua corrente por 10 min, seguida de coloragdo com
hematoxilina de Harris por 3 min, lavagens em agua destilada, desidratacdo e montagem. Este
material sera utilizado para analises histopatoldgicas, onde serdo avaliados: areas de necrose,
esteatose, goticulas lipidicas, colestase, neoplasias, melanomacréfagos, alteracBes nucleares,
congestdo hemorragica, infiltrados inflamatorios, fibrose e aneurisma lamelar. Considerando o
reduzido nimero de amostras estabelecido originalmente no Anexo 1 do TR4 e posteriormente pela
Nota Técnica n° 3/2017/CTBio/DIBIO/ICMBIio, recomenda-se que as andlises de ecotoxicologia
reprodutiva e de histopatologias gonadais em peixes sejam realizadas posteriormente, através de um
planejamento amostral especifico e adequado, caso os resultados das avaliacdes dos estudos
populacionais em peixes detectem impactos negativos na reproducdo das populacfes de peixes

estudadas ao longo do programa de monitoramento em curso.

e Biomarcadores de desrequlacdo enddcrina

As anadlises dos biomarcadores de desregulagao endécrina contemplam vitelogenina (Vtg) e proteinas
da zona radiata (Zrp) em amostras de plasma sanguineo dos peixes coletados durante o
monitoramento. O sangue total sera imediatamente centrifugado em mini centrifuga por 2 min a 4700
Xg apo6s adicdo de coquetel inibidor de protease (Sigma-Aldrich) na propor¢do 1:100. O plasma
isolado sera imediatamente armazenado em nitrogénio liquido (-80 °C) para andlise posterior.

Para fins de praticidade e rapidez na realizacdo das andlises, bem como de precisdo e
reprodutibilidade dos dados, serd utilizado um kit comercial de reagentes (Semi-Quantitative
Biomarker ELISA Component Kit For Fish Samples, Biosense Laboratories, [B00400402], Norway)
seguindo instru¢cdes de protocolo do fabricante cujo principio de analise utiliza um método

espectrofotométrico em microplaca (ELISA). Considerando o reduzido nimero de amostras
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estabelecido originalmente no Anexo 1 do TR4 e posteriormente pela Nota Técnica n°
3/2017/CTBio/DIBIO/ICMBIo, recomenda-se que a determinagcdo da razdo sexual e da proporcao de
peixes intersexo nas amostras sejam realizadas posteriormente, através de um planejamento
amostral especifico e adequado, caso os resultados das avaliacdes dos estudos populacionais em
peixes detectem impactos negativos na reproducdo das populacdes de peixes estudadas ao longo do

programa de monitoramento em curso.

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

4.2.1. Matriz coluna d’agua
a) Hidrodindmica
- Modelagem Numérica

e Perfilagem CTD

Em laboratério, os dados obtidos pelo equipamento devem ser baixados seguindo as orienta¢des do
manual de instru¢des disponivel no LabPosseidon. Os dados hidrograficos obtidos por um CTD serdo
tratados com o auxilio do software Matlab® ou com o software disponibilizado pelo préprio fabricante
do equipamento. Serdo separados os perfis de descida e subida dos equipamentos para cada
propriedade, a fim de avaliar e minimizar o impacto da mistura vertical promovida pela descida do

equipamento.

A primeira etapa do tratamento dos dados é a filtragem, na qual sera utilizado um filtro de passa-
baixa para eliminar as altas frequéncias (ruidos) dos dados obtidos pelo equipamento. Ou seja, nos
dados serdo detectados e retirados valores discrepantes (spikes) utilizando o critério de separar
verticalmente os perfis em 5 m e, em cada bloco, eliminando os valores que forem superiores
(inferiores) a ele mesmo somado (subtraido) de trés vezes o desvio padrdo do bloco. A segunda
etapa de tratamento € o alinhamento dos dados, que inclui a correcdo da diferenga entre os tempos
de resposta dos sensores de condutividade e oxigénio em relacdo a presséo para garantir que todos
0s parametros se tratam da mesma parcela de agua. A terceira etapa é a binagem, que consiste na
realizacdo de médias verticais dos dados a cada 1 dbar de coluna de agua de forma que os dados
figuem equi-espacados verticalmente. Em seguida, os dados coletados passardao por um alisamento
por janela mével que consiste na substituicdo dos valores de temperatura e salinidade por uma média
ponderada entre eles mesmos e os valores adjacentes. O tamanho da janela seré ajustado de acordo
com a profundidade de cada ponto amostral. A janela aplicada sera do tipo Hanning cuja distribuicao
de peso é de carater gaussiano, ou seja, 0 maior peso € atribuido ao valor central. Por fim, serdo
estimadas outras propriedades oceanograficas a partir da temperatura, condutividade e pressdo com
0 auxilio do pacote de rotinas GSW Oceanographic Toolbox desenvolvido por McDougall e Barker
(2011).
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Ap6s o pré-processamento descrito acima, os dados serdo plotados e analisados de maneira a obter
secdes verticais das propriedades. Serdo criados mapas horizontais das diferentes propriedades por
meio de interpolagdo 6tima, de forma a observar a distribuicdo das propriedades préxima a superficie
e junto ao fundo, por exemplo. Perfis verticais de estagdes individuais e estatisticas basicas dos
dados (média, desvio-padréo, variancia, etc) também serdo analisados de modo que se estabelecam
cenarios que auxiliem na compreensao de como a dindmica oceanografica local condiciona o padrdo

de distribuicdo e destino final do rejeito no ambiente marinho.
e Fundeios

Um total de quatro linhas de fundeio sera instalado prioritariamente na regido do entorno da foz do
Rio Doce em pontos especificos previamente determinados. Nelas deverdo ser obtidas medidas de
ondas, correntes, dados termohalinos e, no minimo fluorescéncia e turbidez. A linha de fundeio
devera contemplar, pelo menos, uma medi¢éo junto ao fundo e outra proxima a superficie. Todos os
equipamentos serdo alimentados por baterias internas e o armazenamento dos dados também sera
interno, ndo havendo transmissdo de dados em tempo real. As linhas de fundeio terdo basicamente
uma boia na superficie conectada a uma poita por uma sequéncia de correntes e manilhas de ago. A
tonelagem da poita ser& decidida conforme o empuxo da boia de superficie. As medi¢cdes de ondas e
correntes seréao realizadas por um equipamento perfilador acustico colocado proximo ao fundo numa
estrutura de sustentacéo de aco inoxidavel fixada a poita. O equipamento acustico serd programado
conforme as instru¢des do manual de usuario utilizando o software fornecido pela empresa, e os
dados serdo submetidos as seguintes andlises, abaixo discretizadas: (a) andlises estatisticas; (b)
analises harmoénicas; (c) analises espectrais; (d) anadlises de ondaleta (wavelet), e; (e) analises EOF

(Empiric orthogonal function).

e Parametros estatisticos

Nos dados de nivel e de correntes serdo realizadas analises estatisticas basicas, tais como, calculos
da média, desvio padrédo, variancia, etc. Para tanto, serdo utilizados os pacotes de rotinas disponiveis

no ambiente Matlab (Descriptive Statistics — Basic Statistics).

e Andlises harmonicas e previsdo da maré

Neste trabalho sera utilizado o pacote de rotinas T-Tide, desenvolvido por Pawlowicz et al. (2002) em
linguagem Matlab®, na andlise harmonica e na previsdo de maré. Neste tipo de andlise se parte do
pressuposto que a onda de maré é constituida pelo somatério de componentes representadas por
ondas senoidais, que apresentam amplitudes e fases constantes, sendo os registros das amplitudes e
fases determinados a partir das oscilagdes do nivel da agua e da velocidade das correntes medidas.
Este pacote de rotinas também sera utilizado para a investigacdo do comportamento das correntes de
maré da regido, uma vez que estas poderdo ser obtidas a partir da subtracédo entre os dados medidos
in situ e os previstos com o programa t_predic do pacote T-Tide.

e Andlises espectrais
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Utilizadas para a investigacdo de fen6menos periddicos que resultam da superposicdo de ondas
senoidais que apresentam periodos e amplitudes caracteristicos (Emery; Thomson, 2001), as
andlises espectrais, denominadas especificamente de Transformada de Fourier, também serdo
utiizadas neste estudo. Pela andlise de Fourier, uma série temporal é desmembrada em
componentes que apresentam diferentes frequéncias, sendo os componentes mais significativas

identificadas através de picos identificados nos espectros de energia.

Neste trabalho, analises espectrais serdo utilizadas para identificacdo das oscilagdes presentes na
area de estudo, sendo possivel determinar quais as frequéncias mais energéticas que atuam no
sistema e a origem destas oscilacbes, que poderdo ser investigadas a partir da utlizacdo da

modelagem numérica.

e Andlise de Ondaleta (Wavelet)

A analise de ondaleta consiste na decomposicdo da série temporal em tempo e frequéncia
simultaneamente, sendo possivel determinar sua variabilidade no tempo. Comparada a andlise de
Fourier, a andlise de ondaleta capta o comportamento local do sinal, enquanto a analise de senos e
cossenos, que oscilam indeterminadamente, capta apenas o comportamento global. Isso faz com
que, quando comparado ao espectro de Fourier, o espectro de ondaletas seja menos afetado pelo
comportamento ndo-estacionario de um intervalo pequeno de tempo (Torrence e Compo, 1998).
Daubechies (1990) aponta que a transformada de ondaleta pode ser utilizada para a andlise de séries
temporais que contenham energia ndo estacionaria de varias frequéncias diferentes. Para este
trabalho, provavelmente, serd utilizada a ondaleta de Morlet (Torrence; Compo, 1998), que permite

gue sejam obtidas a amplitude e a fase das oscilacdes.

e Empiric orthogonal function (EOF)

Para se determinar a importancia relativa das componentes barotropica e ndo-barotrdpica do fluxo
residual de correntes serdo realizadas analises EOF (empiric orthogonal function) Thompson e
Wallace (1998; 2000), Kutzbach (1967), Wilks (1995), Storch (1993) e Joliffe (2002).

Além disso, serdo realizadas analises relacionando os diferentes parametros (temperatura,
salinidade, correntes, fluorimetria), tanto no dominio do tempo quanto em andlises espectrais
cruzadas. Essas analises serdo focadas (mas nédo limitadas) ao entendimento das diferengas entre a
circulagdo da superficie e do fundo na regido e na inter-comparacdo entre os dados obtidos para

cada um dos pontos de fundeios.

Associadas as medig8es de correntes, serdo realizadas medi¢des de ondas de gravidade superficiais.
O estudo das ondas se faz necessario visto que mesmo em areas abrigadas, as ondas raramente
podem ser ignoradas, uma vez que, mesmo apresentando pequenas amplitudes, estas podem
ressuspender sedimentos finos em muitas areas rasas, e assim, contribuir para a estabilidade, ou néo
estabilidade, ao longo do tempo (Le Hir et al., 2000). Carniello et al. (2011) apontam que em regides

costeiras, com regime de micromarés, as correntes de maré e as ondas geradas pelos ventos sao os
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principais responsaveis pela evolucdo morfolégica. De acordo com Rusu et al. (2011), evidéncias
observacionais e modelos matematicos tém demonstrado que h& uma relagdo crucial entre as ondas
geradas pelos ventos e o sedimento em suspensdo em regifes onde a maré nado é suficiente para
remobilizar os sedimentos, sendo que as interagbes entre maré e onda descrevem os padrfes de
erosao e deposigdo nestas areas. Assim, nesta etapa do trabalho sera realizada uma descri¢cdo da
evolugdo da onda a medida que estd se aproxima da linha de costa. Para tanto, inicialmente sera
realizada uma caracterizacdo das ondas incidentes na regido, sendo prioritariamente, realizada a
classificagcdo das ondas, determinagdo das frequéncias, célculo das alturas médias significativas,
porcentagem de ocorréncia das alturas significativas, periodos médios de pico, esbeltez e direcéo
predominante. Parametros estatisticos (Mediana, média, desvio padrdo, variancia, erro médio
guadratico) serdo aplicados nos resultados das analises de altura significativa, periodo de pico e
direcéo principal da onda. Além disso, serdo construidas rosas de dire¢cdes das ondas, avaliadas as
correlacbes entre os ventos e ondas (velocidade média dos ventos versus altura significativa das
ondas e direcdo dos ventos e altura significativa). Analises para que se possa investigar a interagao

das ondas com as correntes de maré (periodo de pico versus velocidade) estao previstas

A divisdo da dinamica local em diferentes escalas temporais de processos oceanograficos permitira
melhor caracterizar os processos fisicos que atuam na foz do Rio Doce e adjacéncias e avaliar a

capacidade dos resultados numéricos de reproduzir 0s principais processos locais e regionais.

¢ Modelo — implementacao

O modelo oceénico tridimensional ROMS (Regional Ocean Modeling System, http://www.myroms.org,
Haidvogel et al., 2000; Marchesiello et al., 2001) sera utilizado para evidenciar processos de pequena
e mesoescala ao longo da plataforma continental do Espirito Santo e oceano adjacente. Duas
simulacBes numéricas de distintas resolu¢des espaciais serdo utilizadas. Na primeira, a resolucéo
espacial serd de 1/24° (~4,6 km) e 40 niveis sigma. Nela serdo implementadas forcantes datadas
para um periodo de spinup. Aninhada a esta grade sera utilizado o nesting do tipo one-way, a uma
segunda grade numérica com resolucao espacial de 1/120° (~0,9 km) com foco sobre a plataforma do
ES entre o Banco de Abrolhos e o sul do Estado. Esta segunda simulacdo contemplara o periodo
agudo de chegada dos rejeitos e o periodo crénico subsequente. A batimetria a ser utilizada derivara
dos dados do GEBCO (General Bathymetric Chart of the Oceans) com resolucéo espacial de 30 arco
segundo. Esses dados deverdo ser suavizados e complementados/ajustados com dados medidos in
situ sobre a plataforma continental da regido. As condicfes de contorno Radiation/Nudging serao
impostas para os tracadores (temperatura/salinidade), bem como para as componentes baroclinicas,
e as condicdes de Flather para as condi¢des barotropicas, com o modo explicito de Chapman para a
superficie livre. O Nudging seré aplicado em 30 pontos de contorno de cada grade, durante 5 dias
nos contornos. Uma camada de esponja de 25 pontos de grade serd implementada nos contornos
abertos (norte, sul e leste), onde o coeficiente de viscosidade horizontal devera ser mantido constante
em 50 m2.s-1. O modelo de fechamento turbulento a ser utilizado devera ser o Generic Length Scale
(GLS vertical mixing) (Umlauf e Burchard, 2003), o qual foi introduzido ao ROMS por Warner et al.
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(2005). O cisalhamento de fundo sera parametrizado usando-se a lei de arrasto de fundo quadratico,
com um valor de CD = 3 x 10°3. As forcantes atmosféricas aplicadas a ambos o0s experimentos ser&o
provenientes do European Centre for Medium-Range Weather Forecasts (ERA Interim/ECMWF) o
gual possui resolucéo espacial de 0,3° a cada 3h, aplicado em todo o todo o dominio do modelo. As
condicbes de contorno laterais alimentadas ao dominio de menor resolucdo espacial serdo
provenientes do modelo oceénico global HYCOM-NCODA (Hybrid Coordinate Data Assimilation-Navy
Coupled Ocean Data Assimilation, Wallcraft et al. (2009)), com uma resolucao horizontal de 1/12°
(~9,2 km). Os constituintes da maré que serdo aplicadas as condi¢cdes de contorno sdo provenientes
do Finite Element Solution (FES2014, AVISO, 2014) que fornece informacdes de 34 componentes de
maré, com resolucédo de 1/16°. Na segunda simulacdo numérica sera avaliada a dispersdo da pluma
do Rio Doce tendo como base a distribuicdo halina na plataforma continental. A principio, serédo
utilizados dados médios diarias de vazao da estacdo de Colatina/ES distribuidas exponencialmente
ao longo da coluna d'agua em um canal estuarino de distante ~90 km da foz do rio. Os resultados do
modelo hidrodindmico aliados ao da climatologia do WOA 2013 (World Ocean Atlas) também
alimentarao o modelo biogeoquimico Fennel (Fennel et al., 2006a, 2008a), o qual descreve de forma
simplificada o ciclo do nitrogénio com sete varidveis de estado: nitrato, aménia, fitoplancton,
zooplancton, detritos pequenos e grandes, e clorofila-a (Fennel et al., 2006). O oxigénio dissolvido foi
adicionado ao modelo original como uma variavel de estado como descrito em Fennel et al. (2013).
Os detalhes do modelo podem ser obtidos em Fennel et al. (2006, 2013). As constantes dos
parametros do modelo serdo mantidas como em Fennel et al. (2011, 2013). O modelo biogeoquimico
Fennel foi utilizado com sucesso em estudos envolvendo o papel da plataforma continental no ciclo
do nitrogénio (Fennel, 2010), nas de condicdes de hipoxia (Fennel et al., 2013; Fennel et al., 2016) e
nos impactos do ferro na producéo fitoplanctonica (Fennel et al., 2003). As variaveis biolégicas como
amonia, fitoplancton, clorofila-a, zooplancton e detritos e as concentracbes de NO3 e oxigénio
dissolvido serdo inicializadas com valores climatolégicos de acordo com os dados globais do WOA
2013 e os dados obtidos in situ. Para simular os efeitos que a pluma do Rio Doce causa sobre o ciclo
do nitrogénio na plataforma continental, sero utilizadas concentragbes base de NO3 na forcante
fluvial de acordo com dados primarios obtidos in situ antes da chegada da lama de rejeitos no mar.
Os resultados do modelo servirdo para analisar, juntamente com as imagens de satélite, os
processos de ressurgéncia costeira com enriqguecimento de nutrientes (também oriundas da descarga

continental) e a floracao fitoplancténica.

No processamento dos resultados serd realizada uma andlise de campos e secdes verticais das
diferentes variaveis dos resultados numéricos (temperatura, salinidade, velocidade, etc.). Essas
andlises compreenderdo estatisticas basicas dos diferentes campos (médias, desvio-padréo,
variancia, etc.), bem como a analise de campos instantaneos de condi¢des oceanograficas, anélise
de eventuais padrdes sazonais e variabilidade interanual. As analises serdo focadas (mas nao
limitadas a) as condicbes oceanogréficas de superficie e fundo da regido, visando melhor
compreender a disperséo e o transporte de sedimentos, nutrientes e plancton na foz do Rio Doce.

Durante as simula¢Bes numéricas serdo implementados fundeios virtuais onde serdo armazenados
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dados horéarios de temperatura, salinidade, componente zonal e meridional da velocidade em
diferentes profundidades e elevagéo da superficie do mar. Inicialmente, deverdo ser contempladas as
38 estacbes onde ja foram realizadas coletas de dados em campanhas anteriores na regiao, além
dos pontos de fundeios descritos neste documento. Serdo feitas comparagdes entre os resultados
numéricos obtidos a partir dos fundeios virtuais com os dados in situ obtidos a partir dos cruzeiros e
fundeios. As séries temporais serdo decompostas em diferentes escalas temporais de maneira a
poder avaliar a capacidade do modelo de reproduzir os diferentes processos que ocorrem na regido,

como as correntes de maré, correntes induzidas pelo vento, ressurgéncia, entre outros.

e Sensoriamento remoto

O sensoriamento remoto sera desenvolvido em trés niveis, isto €, a partir do uso de, pelo menos, dois
conjuntos de imagens de satélite: temperatura da superficie do mar e cor do oceano /concentracdo de
clorofila-a, provenientes do sensor MODIS, a bordo dos satélites Aqua e Terra. Em laboratério seréo
realizados a aquisicdo e o processamento dessas imagens (ou dados) e a unido dessas informacdes
resultard em uma avaliagdo da dispersao espacgo-temporal da pluma de turbidez superficial e/ou da

sua influéncia, por exemplo, na cadeia tréfica marinha.

A turbidez superficial da dgua a uma distancia minima de um quilémetro da costa sera derivada a
partir de técnicas de processamento de dados de reflexdo da luz (Remote Sensing Reflectance — Rrs)
nos comprimentos de onda de 645 nm (banda da cor vermelha do espectro visivel) e 859 nm
(reflectancia no comprimento de onda no infravermelho pré6ximo) em ambientes marinhos de alta e
baixa turbidez de acordo com (Dogliotti et al., 2015; Aurin et al., 2013). Empregar-se-a também o uso
da reflectancia no comprimento de onda associado a banda da cor verde do espectro visivel (Rrs em
555 nm). Esses processamentos consistem na conversao de arquivos nivel 1A de processamento em
nivel 2, (L1A > L1B > L2) utilizando o software SeaDAS, disponibilizado pelo portal Oceancolor da
NASA.

Os dados de Rrs_645 e Rrs_859 serdo processados de duas formas com 250 m de resolugéo
espacial. Na primeira, para aguas consideradas mais turvas, se alterardo as bandas para deteccao de
aerossois atmosféricos do infravermelho préximo para o infravermelho: 1240 e 2130 nm. Também se
aplicard um filtro de remoc&o 3 x 3 pixels ao redor de nuvens e da costa para se reduzir interferéncias
do tipo stray lights e se aplicard médias em 3 x 3 pixels para a remocdo de ruidos provenientes
dessas bandas. Para deteccdo de nuvens sera considerado o limite de 0.018 no comprimento de
onda de 2130 nm.

Na segunda, para aguas consideradas menos turvas, o procedimento é semelhante ao anterior,
porém assumindo-se as bandas do infravermelho proximo para a deteccdo de aerossois

atmosféricos: 748 e 869 nm.

Os dois produtos de Rrs_645 e Rgrs_859 (para aguas mais e menos turvas) serdo mesclados
baseados no limiar de 0,01 sr! de Rrs_645 processado para aguas mais turvas, onde pixels com

valores maiores ou iguais ao limiar nas matrizes de Rrs_645 e Rrs_859 processadas para aguas
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mais turvas, se mantém, caso contrario séo substituidos pelos pixels processados para aguas menos

turvas.
Apoés isso se aplicara o modelo de estimativa de turbidez:

A turbidez sera calculada para as reflectancias de 645 nm e 859 nm. O resultado final serd produzido

a partir de uma nova mesclagem.

Turbidez usando a reflectancia em 645 nm:

(228,1 % Rgs, . )
T =
- J_ _ (RRS!I:-:I )
0,1641

Turbidez usando a reflectancia em 859 nm:

T — (3078,9%Rgs, )
859 l_(ERSgsg‘]
0,2112)

%

Tesz = Turbidez baseada em 645 nm em NTU
Tg:z = Turbidez baseada em 859 nm em NTU

Rgs,,. = Reflectancia na banda dos 645 nm em srt
Rgs,., = Reflectancia na banda dos 859 nm em srt

Definigdo de um fator de peso:

Cada pixel tera um fator de peso entre 0 e 1. Pixels com Rgs,,. entre 0 e 0.05 sr! terdo fator de peso
igual a 0. Pixels com Rz, . maior ou igual a 0.07 sr! terdo fator de peso igual a 1. Pixels com Rgs,...

com valores entre 0.05 e 0.07 sr? terdo fator de peso variando de forma linear entre 0 e 1:
Fp (0,05 < Ry, = 0.07) = (50 x Rgs,, ) — 2.5
Fp = fator de peso

Rgs, .. = Reflectancia na banda dos 645 nm

Tendo os trés produtos - turbidez com base em 645 nm, turbidez com base em 859 nm e fator de

peso - compdBe-se o produto final:
T = ((1—Fp) X Teys) + (Fp X Tys)

T = Turbidez em NTU.
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Os dados de Rgs,.. serdo processados da mesma forma que os dados de Rg;,,. € Rgs,., para aguas

menos turvas. Esse produto ndo sera convertido em outro produto geofisico por meio de modelos

matematicos.

A avaliagdo dos ciclos de variages espago-temporais de biomassa fitoplanctdnica superficial sera
realizada com o emprego da técnica Empirical Ortogonal Function (EOF) sobre os dados de
concentragao superficial de clorofila-a. Apés isso, esses ciclos poderdo ser associados entre os ciclos
de variacbes de forcantes fisicas, tais como a vazdo do Rio Doce, turbidez superficial e/ou a

circulacdo oceénica de pequena e meso-escala.

Imagens de cor verdadeira também serdo utilizadas na identificacdo visual (qualitativa) da pluma de
sedimentos oriunda do rio. Por meio dessas imagens serdo avaliadas as areas de agao superficial da
pluma, bem como seus deslocamentos. Por fim, os dados obtidos via sensoriamento fardo parte do

banco de dados utilizados na calibragdo do modelo proposto no referido tépico.

b) Material particulado em suspenséo

e Pré-campo

Previamente a pesagem, os filtros (fibra de vidro; diametro 47 mm; porosidade 0,45 pm) limpos
devem ser colocados em placas de Petri (limpas) para secar em estufa & 40°C por no minimo 24
horas. ApOs secagem, os filtros devem esfriar em um dessecador por 2 horas e proceder para
pesagem em uma balanca analitica (0,1 mg). Cada filtro deve ser identificado com um numero e ter
seu peso anotado em uma planilha. Ap6s pesagem, cada filtro deve ser individualmente embalado

(papel aluminio ou saco plastico) com sua respectiva identificagéo.

e Pds-campo

As amostras devem ser organizadas (Superficie, Meio e Fundo) para evitar qualquer confusdo. As

amostras deverao ser filtradas em duplicata para envio para analise de mineralogia do MPS.

Em uma planilha, anotar a amostra a ser filtrada e o nimero do respectivo filtro a ser utilizado.
Posicionar o filtro a ser utilizado no aparato de filtracdo, com o auxilio de uma pinga sem ponta, entre
0 suporte do aparato e o copo de filtragdo. Agitar a amostra vigorosamente, preencher cada copo
com uma amostra a ser analisada e iniciar a filtragem. Lembrar sempre de anotar o nome da amostra
ao respectivo nimero do filtro utilizado e do volume filtrado de cada amostra. Terminada a filtragem,
os filtros devem ser novamente colocados em placas de petri (limpas) identificadas de acordo com a
amostra referente ao filtro utilizado e serem levadas para a estufa & 40°C para secar por 48 horas.
Terminadas as 48 horas, remover os filtros da estufa e deixar esfriar em um dessecador por 1 hora

para entdo proceder para pesagem.

e Andlise do teor de matéria organica total (MOT) do MPS
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Apés pesagem dos filtros, os mesmos devem seguir para queima de matéria orgéanica total em mufla.
Os filtros devem ser colocados em cadinhos de porcelana devidamente identificados a lapis e levados
a Mufla. A queima deve ser realizada por um periodo de 4h a 450°C. Terminadas as 4h, colocar o
cadinho de porcelana contendo o filtro para esfriar em um dessecador por, no minimo, 1h. Apds,

pesar o filtro em uma balanca de precisao.

A massa de matéria organica total sera o peso do filtro antes de ser levado a Mufla subtraido do peso
do filtro apdés queima (MOT = filtro pré-queima — filtro pos-queima). O teor sera a conversdo deste

valor em porcentagem.
c) Nutrientes

As analises de nutrientes deverao ser realizadas por meio de analise de fluxo continuo (“Continuous
Flow Analysis” - CFA), com o uso de um Seal Autoanalyzer (AA3), o qual possui métodos certificados
pela USEPA. As amostras de agua coletadas em garrafas de 1L serdo filtradas em membrana de
fibra de vidro para separacdo da fracdo dissolvida de nutrientes. Amostras sem filtragem ser&o

separadas para a andlise de nutrientes totais.
e Nitrato e nitrito

Para essa andlise sera realizada pelo método EPA 353.2, no qual a amostra de agua filtrada
atravessa uma coluna redutora de cadmio, sendo o nitrato presente quantitativamente reduzido a
nitrito. O reagente sulfanilamida devera ser introduzido na amostra seguido pelo reagente N-(1-natftil)
etilenodiamina dicloridrato, que se associam e formam o azo corante vermelho. O fluxo devera passar

por uma célula de 10mm e a absorbancia medida a 520nm.
Procedimentos e materiais para andlise de nitrato:

Material: Vidraria volumétrica propriamente limpas com o uso de Extran, depois lavadas com &cido

cloridrico 10% e agua ultrapura.

e Reagentes:

Céadmio granular (40-60 mesh) — Amalgama Cd-Cu: O cadmio precisa ser lavado com o uso de &cido
cloridrico 6N. O améalgama Cd-Cu precisara ser feito com a adicao de cerca de 100mL de sulfato de
cobre a 2% em 10g de cadmio até a formacéo de um precipitado coloidal marrom ser formado. Lavar

0 amalgama com &agua ultrapura até a completa remocao do precipitado.

e Reagente estoque:

Reagente colorifico: Em aproximadamente 800mL de &gua ultrapura, adicionar 100mL de &cido
fosfdrico concentrado, 40g de sulfanilamida e 2 g de N-(1-naftil) etilenodiamina dicloridrato. Apos total

dissolucéo, diluir para 1L. Estocar em garrafas &mbar e armazenar no escuro. Estavel por meses.

Solucdo de Cloreto de ambnio — EDTA: Dissolver 85g de cloreto de aménio e 0,1g de acido

etilenodiamino tetra-acético (EDTA) em 900mL de agua ultrapura. Ajustar o pH para 9,1 para
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amostras preservadas ou 8,5 para amostras ndo preservadas com hidréxido de amonio concentrado

e diluir para 1L. Adicionar cerca de 0,5mL de Brij 35.
Solugéo estoque de nitrito e nitrato de 2000ppm.

e Calibracdo e padronizacao:

Deveré ser preparado uma série de padrées com a dilui¢do da solucéo estoque de nitrato, a0 menos
7, cobrindo a faixa de concentracdo desejada, juntamente com um branco (Agua ultrapura e
reagentes). Ao menos um padréo de nitrito em igual concentracdo de um padrdo de nitrato precisara

ser feito para verificacdo da eficiéncia da coluna redutora de cadmio.

O manifold do AutoAnalyzer AA3 precisara ser configurado conforme a Figura 13. Cuidado para ndo
introduzir ar dentro da coluna de reducéo.

Preparar a curva de calibragdo pela plotagem da resposta instrumental contra os valores de

concentracdo. A curva concentracdo/resposta sera baseada na curva de regressdo com R220,99.

ApOs a calibracdo ser estabelecida, precisa ser verificada pela analise do material certificado de
referéncia (CRM) como controle de qualidade da amostra, ndo podendo exceder 10% do valor do
CRM.

O condicionamento da coluna devera ser realizado com a corrida de um padrédo de 1 ppm por 10
minutos se uma coluna nova for preparada. Subsequentemente, lavar a coluna com agua ultrapura
por 20 minutos.
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Figura 13. Manifold Nitrito-Nitrato
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e Procedimento:

Caso o pH da amostra esteja abaixo de 5 ou acima de 9, ajuste precisa ser realizado para entre
esses valores com a adicao de HCI concentrado ou hidréxido de aménio concentrado.

O manifold do AutoAnalyzer AA3 precisard ser configurado conforme a Figura 13. Cuidado para nédo

introduzir ar dentro da coluna de reducéo.

Permita que o sistema se equilibre como requerido. Obtenha uma linha base estavel com todos os

reagentes, alimentando agua ultrapura através da linha da amostra.

Cologue os padrées de nitrato e/ou nitrito na amostradora em ordem decrescente de concentracdo e

complete preenchendo a amostradora com as amostras.
Troque a linha de amostras para a amostradora e comece a analise.
e Nitrito

A analise devera ser realizada conforme descrito para nitrato + nitrito, com a exce¢éo da coluna de

cadmio.
e Ortofosfato

Devera ser utilizado o método EPA 365.5. Molibdato de am6nio e Tartarato de antim6nio e potassio

reagem em meio acido com a solucdes de fosfato para formagdo de um complexo antiménio-fosfo-
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molibdato. Esse complexo é reduzido para um complexo de coloracdo azul intenso pelo &cido

ascorbico. A coloracdo produzida é proporcional a concentracdo de fosfato presente na amostra.

e Procedimentos e materiais para andlise de ortofosfato:

Material: Vidraria volumétrica propriamente limpa com o uso de Extran, depois lavadas com &cido

cloridrico 10% e agua ultrapura.

e Reagentes:

- Reagentes estoque:

Solucdo de molibdato de aménio (40 g/L): Dissolva 20,0g de molibdato de aménio tetrahidratado
((NH4)sM07024-4H20) em aproximadamente 400mL de agua ultrapura e afira para 500mL. Armazenar

em garrafa plastica e no escuro. Estavel por até trés (3) meses.

Solucao de tartarato de antiménio e potassio (3,0 g/L): Dissolver 0,3g de tartarato de antimonio e
potéassio (K(SbO)C4sH40e-1/2H20) em aproximadamente 90mL de agua ultrapura e aferir para 100mL.

Estavel por até trés (3) meses.

Solucdo de &cido ascorbico (18,0 g/L): Dissolver 18,0g de acido ascérbico (CeHeOs) em
aproximadamente 800mL de &gua ultrapura e aferir para 1L. Armazene cerca de 75mL em um frasco
limpo de polietileno no freezer. Estabilidade da solucdo é de trés (3) meses para o acido congelado e

de dez (10) dias para refrigerado.

Solucéo de lauril sulfato de sédio (SLS)/ dodecil sulfato de sédio (30,0 g/L; CH3(CH2)1:0SOsNa):
Dissolver 3,0g de SLS em aproximadamente 80mL de agua ultrapura e aferir para 100mL. Esta

solucdo é um agente umectante e estavel por aproximadamente trés (3) semanas.

Solucdo acido sulfdrico (4,9N): Vagarosamente adicione 136mL de acido sulfirico concentrado
(H2S04) em aproximadamente 800mL de agua ultrapura. Apos esfriar, dilua para 1L com agua

ultrapura.
Solucao estoque de ortofosfato de 1000ppm.

e Reagentes de trabalho:

Reagente A: Misturar os seguintes reagentes: 100mL de &cido sulftrico 4,9N, 30mL de molibdato de

amonio, 10mL de tartarato de antimdnio e potassio e 2,0mL de SLS. Preparar diariamente.

Reagente B: Adicionar aproximadamente 0,5mL de SLS nos 75mL de &cido ascorbico. Estabilidade

de aproximadamente 10 dias se refrigerado.

Reagente refratario: Adicionar 50mL de &cido sulfdrico 4,9N em 20mL de agua ultrapura e depois

1,0mL de SLS. Preparar a cada dois dias.

e Procedimento:
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» O manifold do AutoAnalyzer AA3 precisara ser configurado conforme a Figura 14.
» Permitir que o equipamento estabilize a temperatura por cerca de 30 minutos.

» Obtenha uma linha base estavel com todos os reagentes, alimentando agua ultrapura através da

linha da amostra.

» Preparar a curva de calibragdo (minimo 7 niveis de concentracdo) pela plotagem da resposta
instrumental contra os valores de concentracdo. A curva concentracdo/resposta sera baseada na

curva de regressédo com R220,99.

» Apobs a calibracdo ser estabelecida, precisa ser verificada pela andlise do material certificado de
referéncia (CRM) como controle de qualidade da amostra, ndo podendo exceder 10% do valor do
CRM.

» Coloque os padrbes de ortofosfato na amostradora em ordem decrescente de concentracdo e

complete preenchendo a amostradora com as amostras.

» Troque a linha de amostras para a amostradora e comece a andlise.

Figura 14: Configuragéo do Manifold para ortofosfato.
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e Silicato
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- A anadlise devera ser realizada pelo método EPA 366.0 que consiste na formacédo de acido (-
molibdosilicico pela reagdo do silicato da mostra com a solugdo acida de molibdato. O acido (-
molibdosilicico € entdo reduzido pelo acido ascorbico para formar o azul de molibdénio. A

absorbancia dessa cor é proporcionalmente linear a concentracado de silicato e medida a 660nm.
Procedimentos e materiais para andlise de silicato:

Material: Vidraria volumétrica em polipropileno propriamente limpas com o uso de Extran, depois

lavadas com &cido cloridrico 10% e agua ultrapura.
e Reagentes:
- Reagentes estoque:

Solucao de acido Sulfarico (0,05M): Cuidadosamente adicionar 2,8mL de &cido sulfarico concentrado

em aproximadamente 800mL de &gua ultrapura e aferir para 1L.

Solucéo de molibdato de aménio (10 g/L): Dissolver 10g de molibdato de aménio (VI) tetrahidratado
em aproximadamente 800mL de &cido sulfdrico 0,05M e aferir para 1L com &cido sulfdrico 0,05M.
Armazenar em frasco ambar por um (1) més. Caso forme precipitados brancos na parede do frasco,

descartar e preparar uma nova solucao.
Solucéo estoque de silicato de 1000ppm.

e Reagentes de trabalho:

Solucéo de acido ascérbico: Dissolver 4,4g de acido ascérbico em 200mL de agua ultrapura e 12,5mL
de acetona (CzHsO), aferir para 250mL com agua ultrapura. Estocar em frasco plastico. Solugcéo

estavel por uma semana se mantida refrigerada.

Solugéo de acido oxalico: Dissolver 50g de acido oxdlico (C2H204) em aproximadamente 800mL de
agua ultrapura e aferir para 1L. Estocar em frasco plastico. Solucdo estavel por aproximadamente 3

meses.

e Calibracdo e padronizacdo

Devera ser preparado uma série de padrdes com a diluicdo da solucdo estoque de silicato, ao menos
7, cobrindo a faixa de concentragdo desejada, juntamente com um branco (agua ultrapura e

reagentes).
O manifold do AutoAnalyzer AA3 precisara ser configurado conforme a Figura 15.

Preparar a curva de calibracdo pela plotagem da resposta instrumental contra os valores de

concentragido. A curva concentragio/resposta seré baseada na curva de regressdo com R220,99.
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Apé6s a calibracdo ser estabelecida, precisa ser verificada pela analise do material certificado de
referéncia (CRM) como controle de qualidade da amostra, ndo podendo exceder 10% do valor do
CRM.

Figura 15: Configuracéo do Manifold para analise de silicato
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e Procedimento
Caso as amostras estejam congeladas, condiciona-las no escuro a 4°C antes das andlises.
O manifold do AutoAnalyzer AA3 precisara estar configurado conforme a Figura 3.

Permita que o sistema se equilibre como requerido por pelo menos 30 minutos. Obtenha uma linha

base estavel com todos os reagentes, alimentando agua ultrapura através da linha da amostra.

Coloque os padr@es de silicato na amostradora em ordem decrescente de concentragdo e complete

preenchendo a amostradora com as amostras.
Troque a linha de amostras para a amostradora e comece a analise.

e Nitrogénio amoniacal

Protocolo de Andlises — Rede Rio Doce Mar 117



rede
pIO
IIEFEST o
Fundacdo Espirito-santense de Tecnologia Ml\R

O método utilizado sera o EPA 350.1 que consiste no tamponamento da amostra a pH em 9,5 com
solucdo de borato para diminuir a hidrolise dos cianetos e compostos nitrogenados. Fenol e
hipoclorito reagem com a amoénia para formar o azul de indofenol que € proporcional a concentragdo
de amébnia. A cor azul formada € intensificada com nitroprussiato de sddio e medida

colorimetricamente.

e Procedimentos e materiais para analise de nitrogénio amoniacal.

Material: Vidraria volumétrica propriamente limpas com o uso de Extran, depois lavadas com acido

cloridrico 10% e agua ultrapura.
e Reagentes
» Solugéo de acido borico (20g/L): Dissolver 20g de H3BO3 em agua ultrapura e aferir para 1L.

» Tampao de borato: Adicionar 88mL de 0,1N NaOH em 500mL da solucéo de tetraborato de sodio
0,025M (5,0g de Na2B40O7 anidro ou 9,59 de Na2B40O7-10H20 por litro) e diluir para 1L com agua

ultrapura.
» Hidréxido de sodio (1N): Dissolver 40g de NaOH em agua ultrapura e aferir para 1L.

» Reagentes decloracdo: Alguns reagentes podem ser usados para remocdo do cloro residual,

incluem:

» - Tiossulfato de sédio: Dissolver 3,5g Na2S203-5H20 em agua ultrapura e aferir para 1L. Um

mililitro (mL) dessa solu¢éo removera 1mg /L de cloro residual em 500mL de amostra.

» - Sulfito de sédio: Dissolver 0,99 Na2SO3 em &agua ultrapura e aferir para 1L. Um mililitro (mL)

dessa solugdo removera 1mg /L de cloro residual em 500mL de amostra.

» Acido Sulfarico 5N: Cuidadosamente adicionar 139mL de &acido sulfarico concentrado em

aproximadamente 500mL de agua ultrapura. Esperar esfriar e diluir para 1L.

» Fenolato de sédio: Dissolver 83g de fenol em 500mL de agua ultrapura. Em pequenas adicdes,

cuidadosamente adicionar 32g de NaOH. Quando esfriar, diluir para 1L com agua ultrapura.

» Solugdo de hipoclorito de sédio: Diluir 250mL da solugéo contendo 5,25% de NaOCI em 500mL

de &gua ultrapura. O nivel de cloro disponivel precisa estar em aproximadamente 2-3%.
» EDTA (5): Dissolver 50g de EDTA e seis (6) pastilhas de NaOH em 1L de agua ultrapura.

» Nitroprussiato de sddio (0,05%): Dissolver 0,59 de nitroprussiato de sédio em 1L de agua

ultrapura.

» Solucédo estoque de nitrogénio amoniacal de 1000ppm
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e Calibracdo e padronizacdo

Devera ser preparado uma série de padrdes com a diluicdo da solugdo estoque de nitrogénio
amoniacal, ao menos 7, cobrindo a faixa de concentracdo desejada, juntamente com um branco

(dgua ultrapura e reagentes).
O manifold do AutoAnalyzer AA3 precisara ser configurado conforme a Figura 16.

Preparar a curva de calibracdo pela plotagem da resposta instrumental contra os valores de

concentragdo. A curva concentragao/resposta sera baseada na curva de regressdo com R?20,99.

ApOs a calibracdo ser estabelecida, precisa ser verificada pela analise do material certificado de
referéncia (CRM) como controle de qualidade da amostra, ndo podendo exceder 10% do valor do
CRM.

Figura 16: Configuragdo do Manifold para analise de nitrogénio amoniacal.
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e Procedimento

Preparacdo da amostra: Remover cloro residual na amostra com adi¢do do agente para decloracéo

equivalente para o cloro residual. Para 400mL de amostra, adicionar 1N NaOH até pH 9,5.
O manifold do AutoAnalyzer AA3 precisara estar configurado conforme a Figura 4.

Permita que o sistema se equilibre como requerido por pelo menos 30 minutos. Obtenha uma linha

base estavel com todos os reagentes, alimentando agua ultrapura através da linha da amostra.
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Coloque os padrées de nitrato e/ou nitrito na amostradora em ordem decrescente de concentracao e

complete preenchendo a amostradora com as amostras.
Troque a linha de amostras para a amostradora e comece a analise.

e Nitrogénio e fésforo totais

Andlises de nutrientes totais deverédo ser realizadas por prévia digestdo com persulfato de potassio de
acordo com Valderrama (1981) e analisadas por fluxo continuo (“Continuous Flow Analysis” - CFA),

conforme métodos para nitrato e ortofosfato descritos anteriormente.

e Reagentes

Reagente de oxidacdo (RO): Dissolva cerca de 50g de perssulfato de potassio e 30g de acido bérico
em 350mL de hidréxido de sodio 1M e aferido para 1L com agua ultrapura. A solucdo deve ser
armazenada em frascos ambar a temperatura ambiente e protegido da luz. Procedimentos, materiais

e reagentes para analise de nitrito+nitrato e ortofosfato (EPA 353.2 e EPA 365.5) descritos acima.
e Procedimento

Cerca de 30mL de amostra serdo condicionadas em tubos de polipropileno (tipo FALCON) e sera
adicionado 4mL da solu¢do RO. Os tubos serdo bem fechados e autoclavados por 30 minutos de
acordo com procedimentos recomendados pelo fabricante. Apds esse procedimento, os tubos serdo
agitados gentilmente e resfriados até temperatura ambiente até serem abertos. O volume ajustado
para 40mL com &gua ultrapura, entdo 10mL dessa amostra sera transferida para analise de nitrato,
enquanto que os 30mL remanescentes serdo usados para andlise de ortofosfato. Brancos com
apenas a solucdo RO e agua ultrapura serdo submetidos ao mesmo procedimento descrito para
controle de qualidade do processo. Para avaliar o procedimento de digestdo, material certificado de
referencia para nitrogénio total e fésforo total também serdo submetidos ao procedimento de digestdo

da mesma forma que as amostras.

Alternativamente, analise de nitrogénio total podera ser realizada por uso de um analisador TOC pela

combustéo catalitica e detecgdo de quimioluminescéncia.
d) Compostos Orgénicos

- Extragdo de Hidrocarbonetos, Hidrocarbonetos Aromaticos e Marcadores Lipidicos em Amostras de

Agua.

e Limpeza de Vidrarias

Todas as vidrarias utilizadas devem ser submetidas, previamente, a um procedimento de limpeza,
visando evitar a contaminacdo das amostras, o que pode interferir nos resultados. Primeiramente, as
vidrarias devem ser deixadas em banho de detergente Extran (5%) por pelo menos 24 horas, sendo
em seguida abundantemente enxaguada com agua corrente, agua destilada, agua milli-Q, acetona e

por fim calcinadas em mufla a 450°C por um periodo de 4 horas.
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e Etapa de Extracao

Transferir a amostra para um funil de sepagéo e adicionar 100 pL de solu¢do padrdo (100 pg mL-1)
das parafinas deuteradas (n-C20d, n-C24d e n-C30d) e 20pL de solugédo padrdo 5,0 pg mL-1p-
terfenil) de forma que a concentracdo ap6s diminuicdo do volume até 1mL no final do processo seja
de 10 pg mL-1 para as parafinas e de 100 ng mL -1 para o p-terfenil-d14. Para a recuperacdo de
esterdis utiliza-se o androstanol (5 ug mL-1). Em seguida adicionar 50 mL de diclorometano, agitar o
funil por trés minutos e deixar decantando por 5 minutos, adicionando NaCl para evitar possivel
formacgdo de emulsdo. Apds a decantagéo a fase organica (fase inferior) deve ser retirada e a fase
aquosa coletada na garrafa que continha a amostra ou mantida no funil de separacdo para
subsequente repeticdo da extracdo. A fase organica deve ser passada através de um funil de vidro
contendo la de vidro e sulfato de sddio calcinado para remocéo de umidade e recolhida em baldo de
fundo chato. Repetir o procedimento de extracdo mais duas vezes. Reduzir o volume do extrato
obtido ao final do processo até aproximadamente 2 mL no rotaevaporador, secar no fluxo de
nitrogénio, ressuspender para hexano e guardar o extrato para posterior fracionamento.

e Etapa de Fracionamento (Cleanup)

O fracionamento é feito em coluna cromatografica de vidro (30 cm x 1,3 cm), previamente
descontaminada com hexano. Para reter a fase solida transferir um chumacgo de la de vidro
descontaminada no fundo da coluna com a ajuda de um bastdo de vidro a fim de evitar a passagem
dos adsorventes. Em seguida adicionar hexano em um béquer contendo 8 g de silica (ativada a 160
°C / 16 h e desativada com 2% de agua milli-Q), e transferir essa mistura para a coluna com a ajuda
de uma pipeta pasteur. Repetir o mesmo procedimento adicionando-se 1g de alumina (calcinada a
450 °C / 4 h e desativada com 2% de agua milli-Q) e em seguida 600 mg de sulfato de sddio
(calcinada a 450 °C / 4 h), evitando sempre que os adsorventes fiqguem sem solvente. Apés a
montagem da coluna, transferir o extrato com o auxilio de uma pipeta pasteur, lavando o baldo
repetidas vezes com o solvente apropriado para cada eluicdo. Deve-se atentar para a troca do
solvente do extrato. Lembrando que este foi obtido com solvente mais polar (diclorometano) que o
solvente para eluicdo inicial (hexano), realizar a ressuspensédo para hexano ap0s processo de
secagem com nitrogénio. Fazer a primeira eluicdo com 50 mL de hexano para remocdo da fracéo
contendo os alifaticos e a segunda eluicdo com 70 mL de uma mistura de hexano:diclorometano (1:1)
para a fracdo dos aromaticos. As fracdes 3 e 4 sdo separadas por eluicdo com 50 mL de acetato de
etila e 70 mL de metanol, respectivamente. Reduzir o volume das duas fra¢gBes até aproximadamente
2 mL em rotaevaporador, transferir o extrato para um vial e reduzir o volume até 1 mL com N2,
lavando trés vezes o0 baldo com hexano. Apds reducdo do volume, adicionar padrdo interno
deuterado de alcanos (n-Cl16d) e HPA (5 HPA deuterados) nas respectivas fragbes. Para a
quantificacdo de biomarcadores como terpanos, esteréis e acidos presentes nas fracbes F3 e F4,
sera utilizado o alfa-colestano como padrdo interno e androstanol como surrogates (5 ug/mL). A
determinacéo dos alcanos deve ser feita no CG-FID e dos HPA e demais marcadores no GC-MS.
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e Quantificacdo

A quantificagdo e identificagdo dos compostos sera realizada através de um cromatégrafo a gas com
detector por ionizagdo em chama e por cromatografo a gas acoplado a espectrébmetro de massas
5975c, ambos equipados com auto amostradores CTC Combi Pal, injetor Split/splitless e coluna
capilar DB-5MS (30 m x 0.250 mm x 0.25 pm). A curva analitica para a determinagdo de alcanos e
HTP sera preparada a partir de um mix padréo de alcanos (n-C8 — C40) na faixa de concentracédo de
0,5 a 50,0 ug / mL com padronizacéo interna (n-C16d — 10 pug / mL). A determina¢édo quantitativa de
HTP seré feita pela integracdo da area total dos cromatogramas, englobando toda a fragdo resolvida
e nao-resolvida através da determinacdo da linha de base, descontando-se as areas dos picos dos
padrdes. A programacéo de temperatura é configurada com a temperatura inicial de 60 °C por 1 min,
entdo 6 °C / min até 300 °C por 30 min. Para as determinagfes utilizando-se GC-MS, as condi¢des
sd0 as mesmas citadas, com o acréscimo dos parametros de temperaturas do injetor, interface, fonte
de ions e quadrupolo: 300 °C; 300 °C, 200 °C e 150 °C, respectivamente. A quantificacdo dos HPA
também é realizada por curva analitica via padronizacéo interna. As curvas analiticas sdo construidas
na faixa de concentracédo de 5 a 1000 ng / mL utilizando como padrédo interno uma solucdo contendo
5 HPA deuterados (naftaleno-d8, acenafteno-d10, fenantreno-d10, criseno-d12 e perileno-d12) na
concentragdo de 100 ng / mL. Os ions utilizados para a quantificagdo 16 HPA prioritarios, assim como
dos seus respectivos padrdes internos, estdo descritos no Quadro 44. Os HPA serdo determinados
através do monitoramento full scan (m/z 50-550) e do monitoramento de ions selecionados (SIM),
seguindo as seguintes caracteristicas: temperatura inicial de 40 °C por 2 min, com taxas de
aquecimento de 25 °C / min até 100 °C, 5° C / min até 230 °C, 2 °C / min até 270 °C mantidos por 5
min e 5 °C / min até a temperatura final de 300 °C. Para a determinacao dos biomarcadores lipidicos
sdo utilizadas curvas analiticas com padrdes auténticos para esterdis e acidos graxos. As curvas
analiticas para esteroéis e acidos variam de 0,5 ug/mL a 20 ug/mL. Os padrBes de acidos graxos
utilizados sao preparados partir de uma mistura contendo 37 &cidos graxos saturados e insaturados.
Para a quantificacdo de esterdis e terpendides sdo utilizados os padrdes de dihidrocolesterol,
colesterol, estigmastanol, b5a-colestan-3-ona, b5-alfa-colestano, coprostanol, 3beta-taraxerol,

campesterol, lanosterol, 3beta-hidréxi-5alfa-androstano, b-sitosterol, e estigmasterol.

Os demais compostos identificados serdo determinados em fun¢do do padrdo interno adicionado,
devido a inexisténcia de padrdes comerciais referentes as classes a serem avaliadas. A identificacdo
dos compostos é feita pela comparagdo com injecdo de solugfes contendo padrfes auténticos e

consulta a biblioteca de espectros de massas NIST do equipamento.

Quadro 44. fons de quantificagio dos 16 HPA e padrdes internos.

lons de quantificagéo fons de quantificagéo
Padrao Padrao Interno
(m/z) (m/z)
Naftaleno 128 Naftaleno-d8 136
Acenaftileno 152 Acenafteno-d10 162, 164
Acenafteno 152, 154 Acenafteno-d10 162, 164
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badrio ions de quantificac&o BadrEo Intermno ions de quantificac&o
(m/z) (m/z)
Fluoreno 165, 166 Acenafteno-d10 162, 164
Fenantreno 178 Fenantreno-d10 188
Antraceno 178 Fenantreno-d10 188
Fluoranteno 202 Fenantreno-d10 188
Pireno 202 Criseno-d12 236, 240
Benzo(a)antraceno 228 Criseno-d12 236, 240
Criseno 228 Criseno-d12 236, 240
Benzo(b)fluoranteno 252, 253 Perileno-d12 260, 264
Benzo(k)fluoranteno 252, 253 Perileno-d12 260, 264
Benzo(a)pireno 252, 253 Perileno-d12 260, 264
Indeno(1,2,3-cd)pireno 276, 278 Perileno-d12 260, 264
Dibenzo(a,h)antraceno 278, 279 Perileno-d12 260, 264
Benzo(g,h,i)perileno 276, 277 Perileno-d12 260, 264
p-Terfenil-d14 240, 244 Criseno-d12 236, 240

VerificacGes periddicas referentes a resposta analitica do sistema cromatografico serdo feitas com
inje¢Bes dos padrdes durante as analises das amostras de sedimento. Nestes ensaios sera utilizado
como critério de aceitacdo para controle de qualidade uma variagdo maxima de 10 % no sinal
cromatografico dos padrdes injetados dentro da curva analitica previamente construida. Controles de
branco de extracdo, vidraria, ensaios de fortificacdo e recuperacdo também sdo realizados como
controle de garantia das analises.

Valores de recuperacao obtidos na faixa entre 70 e 120 % séo considerados aceitos como indices de
bom desempenho analitico para 0 método. Cada batelada de extracdo deve conter uma prova em
branco para avaliagdo da confiabilidade analitica, representando testes de controle e garantia de
qualidade (QA/QC). Ainda como QA/QC, para verificar a precisdo e exatiddo do método analitico,
serdo realizadas andlises de amostras de sedimento certificado de referéncia (Standard Reference
Material NIST 1941b).

- Extracdo de Eter-aminas e aminas aromaticas

e Limpeza de Vidrarias

Todas as vidrarias utilizadas devem ser submetidas, previamente, a um procedimento de limpeza,
visando evitar a contaminacdo das amostras, o que pode interferir nos resultados. Primeiramente, as
vidrarias devem ser deixadas em banho de detergente Extran (5%) por pelo menos 24 horas, sendo
em seguida abundantemente enxaguada com agua corrente, agua destilada, agua milli-Q, acetona e

por fim calcinadas em mufla a 450°C por um periodo de 4 horas.

e FEtapa de Extracdo

Protocolo de Anélises — Rede Rio Doce Mar 123




réde
pIO

A fracdo dissolvida de amostras de agua (1000 ml) sdo passadas por cartuchos Lichrolut EN (200
mg), previamente ativados com 7 mL de MeOH a 1 ml min-1 e, em seguida, 3 ml de agua MilliQ a 1
ml min-1. Apos, sdo submetidas a etapa de secagem sob vacuo durante 15 min, e a eluicao realizada
com 3 ml de acetona, seguido de 3 ml de acetato de etila utilizando sistema de extracdo em fase
sélida. Alternativamente ao método de SPE, pode-se realizar a extracao liquido-liquido utilizando-se
diclorometano (50 mL x 3) e o extrato total pré-concentrado com fluxo de nitrogénio e armazenado

para posterior andlise.

e Quantificacdo

A determinacdo quantitativa das aminas sera realizada por cromatografia em fase gasosa equipado
com um espectrometro de massas e amostrador automatico. Injecdo realizada no modo splitless,
(ativagdo em 40 s em 280°C). Hélio utilizado como gas de arraste (1 mL min-1). A temperatura do
forno programada de 90°C (1 min) a 120°C a 10°C min-1 e, em seguida, a 320°C a 6°C min-1
mantendo a temperatura final durante 15 min. Colunas analiticas utilizadas: DB-5 de 30m, ID 0,25
mm e espessura de filme 0,25 mm (J & W Scientific). GC-MSD no modo eV El operando no modo full
scan (40-550 uma), temperaturas de fonte de ions e de linha de transferéncia de ions de 220 e
280°C, respectivamente. Para a quantificacdo de aminas serdo utilizados padrdes de alta pureza dos
seguintes  compostos: n-ethyl-n-(4-methylphenyl)amine, trifenilamina, n-(4-clorofenil)-1,2-
fenilenodiamina, isoamilamina, m-dpeg®8-amine, dodecilamina, dimethyl-d6-amine hydrochloride.

e Determinacédo de fendis em agua

O método analitico para os fenois, descrito abaixo, € baseado e adaptado das metodologias EPA
3630 Silica Gel Cleanup; EPA 3510c Separatory Funnel Liquid-Liquid Extraction; EPA 8270C
Semivolatile Organic Compounds by Gas Chromatography/Mass Spectrometry (GC/MS), EPA8041a
Phenols By Gas Chromatography e EPA5021a Volatile Organic Compounds In Various Sample
Matrices Using Equilibrium Headspace Analysis, Method 528 Determination Of Phenols In Drinking
Water By Solid Phase Extraction And Capillary Column Gas Chromatography/Mass Spectrometry
(GCIMS).

e Resumo

O volume total de amostra (1 litro) é extraido com diclorometano usando um funil de separacdo. Apés
a concentragdo dos extratos € necessario o processo de fracionamento e pré-concentracdo dos
analitos (clean up) em coluna cromatogréafica por adsor¢cdo em fase sélida-liquida para posterior

anélise em GC/MS.

e Procedimentos

» Extracao Liquido-Liquido (EPA 3510C)

» A retirada da fragéo rica em fendis proveniente das amostras de agua é feita através de extracao

liquido-liquido:
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» Transferir a amostra (1 litro) para o funil de separacéo, adicionando os padrdes de recuperacao

(surrogates) e 50 mL de diclorometano;

» Agitar o funil de separacéo vigorosamente (agitagdo manual ou mecéanica) por durante 3 minutos,

atentando para a abertura periddica do funil para liberar o excesso de pressao;

» Deixar repousar por aproximadamente 5 minutos para separagdo da fase aquosa da organica do

solvente.

» Recolher o extrato em baldo, com o auxilio de um funil preenchido com Na2S04, para remoc¢ao

de agua;
» Repetir o processo mais duas vezes;

» Concentrar o extrato recolhido em evaporador rotativo e avolumar para aproximadamente 1 mL

com auxilio de fluxo de nitrogénio.

e Derivatizacao:

Adicionar 40 uL do agente BSTFA:TMCS (99:1) aquecendo a solugdo a 6500C em estufa por 1 hora,

para formar os derivados trimetilsilanos (TMS) dos analitos fendlicos;
Secar novamente a solugcdo em fluxo de nitrogénio;
Adicionar 1 mL de hexano.

e Purificacdo e Fracionamento (EPA 3630):

A purificacdo/fracionamento do extrato de fenois derivatizados € obtida por cromatografia liquida de

adsor¢do em coluna de silica:

Com o auxilio de um funil para sélidos, preencher a coluna cromatografica (10 mm) com 4g de silica
(pré-limpa e desativada a 5%) pesada em aproximadamente 20 mL de hexano. O empacotamento

deve ser homogéneo eliminando a formacgao de “canais” preferenciais de drenagem do solvente;

Depositar aproximadamente 1 cm de Na2SO4 (pré-limpo e seco) no topo da coluna a fim de
assegurar a remocéo de agua do extrato. Nao deixar, entretanto, que o adsorvente seja exposto ao

ar,

O extrato (1 mL) é entdo transferido cuidadosamente para a coluna com o auxilio de uma pipeta
Pasteur. Para garantir a transferéncia total do extrato, lavar o tubo de ensaio com hexano (0,5mL) e
transferir para a coluna. Repetir a lavagem pelo menos 3 vezes, tomando o cuidado de ndo usar mais

do que 2 mL de hexano na lavagem;
» Serdo obtidas quatro fracdes:

» F1: 10 mL de 15% de tolueno em hexano;
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» F2:10 mL de 40% de tolueno em hexano;
» F3:10 mL de 75% em tolueno;
» F4: 10 mL de 15% de 2-propanol em tolueno

O fluxo da eluicdo para as fragbes deve ser de aproximadamente 1 gota por segundo na torneira da

coluna cromatograéfica.
Juntar todas as fragdes em um Unico volume;

Concentrar o extrato até 1 mL em evaporador rotativo e fluxo de nitrogénio. Proceder com a andlise
Cromatégrafo gasoso com detector de massa (GC/MS) ou cromatégrafo gasoso com detector de

ionizacao por chama (GC/FID).

e Meétodo alternativo - extracdo por headspace (EPA 5021a)

Aliquotas de 10 mL da amostra sdo adicionadas em frascos de headspace de 22 mL. Em seguida
adiciona-se 4 g de cloreto de sédio, 0,4 g de carbonato de potassio e 100 uL de anidrido acético.
Apé6s adicao destes reagentes o vial deve ser hermeticamente selado com tampas de aluminio e
septo de PTFE faceado com silicone. As amostras sdo entdo levadas para o Auto amostrador

Headspace que procede com o processo de extracdo por agitacdo e aquecimento.

e Meétodo alternativo - determinacdo de fendis por SPE

Analitos e surrogates sao extraidos pela passagem de uma amostra de 1L de agua através de um
cartucho de extracdo em fase sélida (SPE) contendo 0,5 g de um copolimero de benzeno divinil
poliestireno modificado. Os compostos organicos sao eluidos da fase sélida com uma pequena
quantidade de cloreto de metileno. Os componentes da amostra sdo separados, identificados e
guantificados pela injecdo de uma aliquota do extrato concentrado em uma coluna capilar de silica
fundida de alta resolugdo em um sistema de GC/MS. Compostos de eluidos da coluna GC sao
identificados por comparacdo dos seus espectros de massa e tempos de retencdo por espectros de

referéncia e tempos de retencdo em uma base de dados.

e Andlise instrumental

» Cromatdgrafo gasoso com detector de massa (GC/MS EPA 8270)
As condi¢Bes instrumentais de operacgdo séo as seguintes:

» Coluna cromatografica capilar de 30 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro interno com fase

de 5% fenil / 95%metil siloxano e 0,25 um de espessura do filme;
» Gas carreador: hélio
» Temperatura da fonte: 200°C

» Impacto eletrénico: 70eV
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» Temperatura da Interface: 280°C

» Temperatura do injetor; 280°C

» Modo de injecéo: split, raz&o do split 1/10
» Volume de injecéo: 1pL

Programacéo temperatura: temperatura inicial de 50°C por 2 minuto, 35°C min-1 até 1000, 10°C min-

1 até 310°C e isotérmico por 10 minutos.

e Andlise instrumental GC-FID/PID-HS e GC-MS/HS (EPA5021a)

As andlises serdo realizadas em um cromatdgrafo a gas acoplado com detectores de fotoinizacao
(PID) e ionizacdo em chama (FID) acoplados em série, equipado com injetor split/splitless, e lampada
de criptdnio de 10,6 eV. Os parametros experimentais utilizados serdo os seguintes: coluna DB-5MS
30 m x 0,25 mm de diametro interno x 0,25 um de espessura de filme, programa de temperatura (70
°C durante 5 minutos, aquecimento até 120°C / 8°C min-1, até 135°C / 2°C min-1 e finalmente até
280°C / 8°C min-1). Hélio utilizado como gés de arraste com a vazéo de 2,0 mL min-1. O injetor foi
mantido a 270°C com purga de septo constante e programado para retornar a modo split apés 3
minutos do inicio da corrida sob a vaz&do de 50 mL min-1. Os detectores PID e FID s&o programados
a 250 e 280°C respectivamente. Também podera ser utilizado alternativamente um cromatografo a
gas acoplado a espectrébmetro de massas 5975c¢ operando em condi¢cdes semelhantes as do GC-
PID/FID: coluna de mesmas dimensdes e fase estacionaria, mesma programacao de temperatura e
condi¢Bes do injetor, com apenas uma reducdo na vazao do gas de arraste hélio (1 mL min-1). Linha
de transferéncia mantida a 280°C. O espectrébmetro € configurado para aquisicdo de ions positivos
por impacto de elétrons com energia de ionizagéo de 70 eV. e scan na faixa de razdo massa/carga de
40 a 350 m/z. O detector mantem o filamento desligado (delay time) nos primeiros 5 min de aquisi¢éo.
Ambos equipamentos dispdem de auto amostrador Headspace (HS) que viabiliza a extracdo dos
compostos fendlicos derivatizados por volatilizagdo e posterior inje¢do da fracdo gasosa no injetor
dos cromatografos. No amostrador as amostras serdo submetidas a agitacdo por 30 minutos sob a
temperatura constante de 45°C. Apds este periodo uma seringa retira uma aliquota de 1 mL da fragao

gasosa (Headspace) e leva para a porta do injetor.

e Quantificacdo

A quantificacdo dos compostos fendlicos é mediante curvas de calibragdo construidas com padrbes
analiticos na faixa de concentragdo que foram divididas dentro da faixa de 0,125 a 1000 ug L-1 de
uma solucao mix de fendis (aquilados, nitro e clorofendis). Para amostras mais concentradas, curvas
analiticas séo construidas em niveis superiores de concentragdo, na ordem de mg L-1, ou utiliza-se o
método de diluicdo como alternativa para quantificagdo. Parametros de mérito sdo determinados tais
como, faixa linear, coeficientes de correlacdo, precisdo e limites de deteccdo e quantificacdo de
maneira a avaliar o desempenho do método proposto para a determinagdo de compostos fendlicos

em agua. Coeficientes de correlac@o (R2) superiores a 0,99 para cada analito s&o utilizados como
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critério de qualidade. Frascos contendo apenas agua ultrapura e reagentes derivatizantes séo
submetidos a extracdo e andlise como controle e critério de qualidade e rastreabilidade dos
processos analiticos. Também sdo avaliados diariamente a precisdo da curva analitica através de

cross check, injecdo de padrdes em diferentes concentra¢des como carta controle.

e Compostos organoclorados (OCs)

- Cuidados laboratoriais

Toda a vidraria utilizada € lavada e deixada de molho em uma solucéo de detergente Extran® alcalino
por 12 horas, sendo posteriormente lavada com agua corrente, 4gua destilada e colocada para secar
a 100°C em estufa para em seguida ser aquecida em forno mufla a 400°C durante 4h. Todo o
material que ndo possa ser levado ao forno mufla, é lavado com solventes com alto grau de pureza

(etanol, n-hexano e diclorometano - DCM) antes do seu uso.

Os adsorventes utilizados em todo o procedimento laboratorial (alumina e sulfato de sd6dio) séo
calcinados e armazenados em dessecadores, para que nado estejam Umidos no momento do uso, na

etapa de cromatografia de adsorcdo em coluna.

e Método analitico

A determinacdo dos compostos organoclorados (OCs) serd realizada no Laboratério de Geoquimica
Orgéanica e Poluicdo Marinha (LaGPoM) do Centro de Estudos do Mar-UFPR. A metodologia para a
extracdo dos compostos das amostras de agua sera baseada no protocolo EPA 3510C - Separatory
Funnel Liquid-Liquid Extraction (USEPA, 1996).

As amostras de agua serdo extraidas em funil de separacao, e consiste em adicionar 60 mL de DCM
por 1 L da amostra, misturar por 2 min, sempre abrindo o frasco para aliviar a presséo interna, e
transferir para o funil de decantacdo. Deve-se misturar as fases por 1 min e deixar repousar
(decantar) por 10 min. A fase aquosa é descartada e a fase organica sera utilizada para as préximas
etapas da analise. Esse processo deve ser repedido 3 vezes. Nas amostras de agua também sera

adicionada a mistura de padréo subrogados.

As amostras sdo concentradas no rotavapor rotativo até 2 mL, e em seguida, é realizada a etapa de
purificac@o por cromatografia de adsor¢cdo em coluna. Essas colunas sdo preparadas com sulfato de
sédio e 3,2 g de alumina 5% desativada com agua destilada (extraida 5 vezes com n-hexano, para
assegurar a auséncia de possiveis interferentes organicos), e a eluicdo com 20 mL de uma mistura
de DCM e n- hexano (3:7, v:v). Por fim, os extratos séo concentrados até 250 pL e nesse momento, é
adicionado 25 pL de uma solucao de tetracloro-m-xileno (TCMX, 1 ng pL-1), utilizado como o padrao
interno. Em seguida, as amostras s8o armazenadas em ampolas de vidro para posterior

determinacéo dos OCs através de cromatografia gasosa.

Para a determinagao dos OCs, os extratos de 2 pL das amostras sao injetados em um cromatografo a

gas acoplado a um espectbmetro de massa (GC-MS), no modo SIM (System lon Monitoring),
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equipado com coluna capilar, com 30 m de comprimento, 0,25 ym de espessura do filme, 250 ym de
didmetro interno e fase estacionéria de 5% fenil- metil-siloxana. S&o registrados apenas 0s picos
relacionados aos dois principais fragmentos (m/z) caracteristicos de cada um dos compostos
analisados. A rampa de aquecimento utilizada na separacdo dos POPs tem inicio em 75°C,
permanecendo por 3 min, quando comeca a subir a uma taxa de 15 °C min-1 até atingir 150 °C,
depois sube até 260 °C a uma taxa de 2 °C min-1 e entéo sobe até 300 °C a uma taxa de 20 °C min-

1, mantendo-se estavel nessa temperatura por 10 min, totalizando 75 min.

e Quantificacdo e controle analitico

Os compostos investigados sdo os PCBs (8, 18, 28, 31, 33, 44, 49, 52, 56/60, 66, 70, 74, 87, 95, 97,
99, 101, 105, 110, 114, 118, 123, 128, 132, 138, 141, 149, 151, 153, 156, 157,158, 167, 170, 174,
177, 180, 183,187, 189, 194, 195, 201, 203, 206 e 209) e os pesticidas organoclorados (0,p’-DDE,
p,p’-DDE, o,p’- DDD, p,p’-DDD, o,p’-DDT, p,p’-DT, a-HCH, B-HCH, y-HCH, 6-HCH, HCB, a-Clordano,
y-Clordano, Oxiclordano, Heptacloro, Heptacloro, Epoxido-a, Heptacloro Epoxido-b, Aldrin, Isodrin,

Dieldrin, Endrin, Endosulfan I, Endosulfan |, Metoxicloro e Mirex).

Os picos obtidos no GC-MS séo integrados por um sistema de aquisicdo de dados (HP Enhanced
Chemstation G1701 CA). Para a quantificacdo sao construidas curvas de calibracdo dos compostos,
com concentracdes da solucdo de padrBes externos de pesticidas e PCBs de 1, 5, 10, 25, 50, 75,
100, 150 e 200 pg pL-1. Todos os compostos devem apresentar indice de correlagdo linear de
Pearson igual ou superior a 99,5% (r2 = 0,995), critério este utilizado para aceitagdo das mesmas.
Todas as concentragdes finais serdo expressas em ng g-1 de sedimento seco, pela aplicacéo do fator
de multiplicacéo obtido do quociente entre o volume final do extrato (250 L) e a massa de sedimento
extraida (20,0000 g).

A fim de identificar a presenca de contaminantes durante o procedimento laboratorial, os brancos de
extracdo sdo analisados a cada grupo de 11 amostras de sedimentos e agua. Os valores encontrados
devem ser trés vezes menores que o limite de deteccdo do método (LDM), ou seja, ndo mostrar
interferéncias externas significativas. Para estimar perdas ou ganhos de massa dos compostos
analisados durante o procedimento analitico, o calculo da recuperacéo dos padrdes subrogados PCB
103 e PCB 198 ¢ feita a partir da relagcdo das suas quantidades obtidas com a quantidade adicionada
de padrdo interno TCMX. A recuperacdo deve estar dentro da faixa considerada aceitavel para
validagcdo do método analitico (entre 40 e 120%).

O limite de deteccdo de um método (LDM) é definido como a concentracdo minima de uma
substancia que pode ser medida com 95% de confianca, e essa concentracdo é diferente de zero e
pode ser determinada em uma matriz contendo o analito. Nesse método, o LDM é calculado atraves
da quantificagdo de uma pequena quantidade de analitos adicionados a uma matriz que ndo contem
0s compostos em estudo. O calculo para determinacéo do limite de deteccédo é de trés vezes o desvio

padrdo dessa matriz em cinco replicatas.
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A eficiéncia do método pode ser verificada através da analise de amostras de intercomparacao
(IAEA-383) preparado pela Marine Environmental Laboratory of International Atomic Energy Agency
(MEL/IAEA). De acordo com o critério de aceitagcao, a metodologia é considerada confiavel se 80%

dos compostos analisados estiverem dentro da faixa apresentada no certificado, acrescido de + 35%.
e) Metais principais, traco e semimetais

e Preparacdo das amostras

Em laboratério cerca de 1 litro das amostras de agua serao filtradas em membrana de porosidade
0,45 ym (previamente secas e pesadas), sendo o material retido na membrana e a agua filtrada
separados para analises dos metais para as fragdes particulada e dissolvida, respectivamente. Cerca
de 500 mL da amostra sem filtracdo sera separada para analise de metais totais e acidificadas com
HNOs ultrapuro (pH<2) juntamente com a &gua filtrada e armazenadas para posterior extracdo e
andlise. As membranas com o material particulado retido serdo congeladas e liofilizadas para
posterior pesagem e averiguagdo da quantidade do material particulado, sendo assim armazenadas a

vacuo em dessecadores até a extracdo e analise.

e Metais totais na agua

Para a extracdo dos metais totais nas amostras de agua foi utilizado o método EPA 3015a.
Resumidamente, uma aliquota de 45mL da amostra homogeneizada sera transferida para os tubos
de teflon, com posterior adigéo de 4mL de &acido nitrico concentrado destilado (Sub-boiling) + 2mL de
acido cloridrico concentrado ultrapuro. As amostras serdo digeridas por meio do forno micro-ondas
MARS 6 (CEM) com o uso de uma elevacgédo de temperatura até 170°C em aproximadamente 10min.,
permanecendo nesta temperatura por outros 10min. Apds o periodo de digestao e esfriamento dos
tubos, em casos de particulados presentes, os extratos serdo centrifugados ou filtrados em filtros
guantitativos. Posteriormente, os extratos serdo diluidos a aproximadamente 2% (v/v) da

concentragao de acido nitrico para analise em ICP-MS descrito posteriormente.

e Metais no material particulado

Para a extracdo dos elementos no MPS retido nas membranas, sera realizado de acordo com o
método EPA 3051A. Os filtros serdo adicionados nos tubos de digestdo e extraidos com o uso de
10mL de acido nitrico concentrado destilado, ou alternativamente, com o uso de 9mL de acido nitrico
concentrado destilado e 3mL de &cido cloridrico concentrado ultrapuro. Os tubos colocados no micro-
ondas (CEM, MARS X-PRESSS6), seguindo os seguintes parametros: 12 rampa de temperatura 25°C
a 175°C em 5:30min. e a 22 rampa de 25°C a 175°C em 4:30min., ambas em poténcia de 1600 W. Em
seguida, a solucdo sera resfriada e filtrada em filtro quantitativo e posteriormente diluida para 100mL

em balédo volumétrico, procedendo-se entdo a andlise por ICP-MS.

e Metais dissolvidos
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A amostra filtrada em membrana de porosidade 0,45um sera acidificada (pH<2) com adicdo de HNO3
destilado (sub-boiling) e armazenada até andlise. Em preparagdo para analise, a amostra acidificada
serd neutralizada com o uso de hidroxido de sédio (NaOH) com concentragdo de 1 molar (1M) e
passada em colunas contendo resina catidnica (Chelex®, Sigma-Aldrich) para pré-concentracédo e a
eliminagdo de sédio (Na) e outros possiveis interferentes inerentes a matriz ambiental, minimizando

possiveis interferéncias durante a etapa de quantificacdo de metais.

e Especiacdo de metais

A técnica denominada DGT é relativamente recente, tendo sido desenvolvida por Davison e Zhang
(1994) para medir quantitativamente espécies metalicas labeis em sistemas aquaticos naturais, de
maneira in situ. Nos dias atuais estes dispositivos estdo sendo utilizados também em como
sedimentos, agua intersticial e solos (Davison e Zhang, 1994; Zhang e Davison, 1995, 1999, 2000,
2001).

Os dispositivos DGT permitem a separagdo das espécies labeis no local de estudo, a partir do
emprego de um hidrogel que age como uma camada difusiva, e da posterior acumulagcéo dos analitos
em uma fase ligante. A teoria na qual o DGT se baseia é decorrente das caracteristicas difusionais

das espécies metalicas e de semimetais em um hidrogel e nas propriedades sortivas de uma resina.

No sistema DGT uma camada contendo uma resina de troca ibnica (Chelex-100), ou ainda outro
material trocador, é separada da solu¢do da amostra de agua por um filme fino de uma matriz porosa
(hidrogel) de espessura rigorosamente conhecida. O hidrogel controla o fluxo, ou seja, o transporte de
massa das espécies no dispositivo. As espécies que se difundem livremente no hidrogel sdo aquelas
gue apresentam tamanhos moleculares suficientemente menores que o tamanho de poro do hidrogel.
Nesta fase, o transporte das espécies ocorre por difusdo molecular, pois o gel polimérico apresenta
cerca de 90% de agua e permite 0 movimento livre em escala molecular. As espécies livres e aquelas
capazes de se dissociar de complexos metdlicos na fase difusiva sdo acumuladas, por meio da

complexacao ou troca ibnica, em uma resina ou material adsorvente.

Na aplicacdo deste dispositivo em uma amostra de 4gua, h4d uma camada de difusédo entre sua
superficie e a solucdo. Nestas condicdes ocorre o transporte dos analitos s6 por difusdo molecular.
Em poucos minutos de imersao, € estabelecido um gradiente de concentragédo linear entre a solugao
e o hidrogel devido a diferenca de concentragdo dos metais presentes no meio e no sensor, de
acordo com a Primeira Lei de Difusdo de Fick. O meio de ligacdo adsorve as espécies que se
difundiram no sensor. As espécies labeis medidas séo o ion livre presente na solugdo ou o ion livre
oriundo da dissociacdo de complexos metalicos, dependendo da estabilidade e da cinética de
dissociacdo destes complexos. Complexos grandes e estaveis tais como os formados entre ions
metalicos e substancias himicas, assim como os metais associados ao material particulado e

coloides, ndo sdo capazes de permear a camada difusiva e ndo contribuem na medida.

Portanto, o dispositivo DGT apresenta a capacidade de discriminar as espécies que sofrem difusdo

no hidrogel de acordo com a labilidade, com os coeficientes de difusdo das espécies e com a cinética
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de dissociacdo dos complexos durante o tempo da medida (Gimpel et al., 2003). A Figura 17 que
segue mostra a representacdo esquematica do dispositivo DGT evidenciando seus principais

componentes.

Figura 17: Esquema representativo do dispositivo DGT comercial

Filtro 0,45 pm
<—Hidrogel

<—Gel — Resina Chelex

A concentracdo da espécie metdlica acumulada na resina em um tempo adequado pode ser
determinada por uma técnica instrumental depois de uma etapa de eluicdo acida (Zhang e Davison,
1995). Da maneira que ocorre a acumulacdo das espécies no DGT e o processo de extracdo dos
analitos, que envolve a utilizagdo de pequenos volumes de solucdo acida, pode-se estabelecer um
sistema de pré-concentracdo de espécies de interesse. De acordo com Zhang e Davison (1995), a
aplicacdo do DGT durante um dia no ambiente aquatico pode resultar em um fator de concentracéo
de aproximadamente 300 vezes. Tal situagdo permite realizar medidas em concentra¢gfes bastante
baixas, na ordem de pmol L-1. Esse processo de pré-concentracdo apresenta duas vantagens. A
primeira refere-se ao aumento de sensibilidade que proporciona a detec¢do de concentracdes
bastante reduzidas de espécies labeis. O segundo aspecto esta relacionado com o fato que ocorre a

extracdo da espécie de interesse da matriz, minimizando interferéncias nas medidas.

Para realizacdo das medidas, os dispositivos sdo montados em laboratério, transportados para o
campo, onde sao aplicados por um periodo de tempo adequado. Em seguida sdo recolhidos,
desmontados e a camada adsortiva € submetida a uma eluicdo com solucdo &cida, sendo em
seguida realizada a determinacdo das espécies por uma técnica analitica instrumental adequada,
como por exemplo a espectrometria de emisséo 6tica em plasma acoplado indutivamente (Chostak et
al, 2015).

f) Elementar (material particulado em suspenséao)

A caracterizacdo da matéria organica devera ser realizada através de analises sobre a composi¢ao
de seus elementos majoritarios, a predominancia isotopica entre eles e as moléculas que formam. As
andlises da composicdo elementar (C, N e S) nos sedimentos deste estudo deverdo ser realizadas

em amostras de material particulado em suspensédo (MPS) e sedimento.

Protocolo de Anélises — Rede Rio Doce Mar 132



IFEST DOCE

Fundacao Espirito-santense de Tecnologia

e Pré-tratamento

As amostras de agua coletadas em garrafas de 1L serao filtradas em membrana de fibra de vidro
para retencéo no material particulado em suspensédo que serd analisado posteriormente.

e Procedimento

Para a analise da composicao elementar da matéria organica é realizada a descarbonatagao, através
da adicdo de HCI 1M diretamente nas amostras dentro dos tubos de centrifugagdo (Tipo FALCON).
Este procedimento deverd ser entdo repetido por duas vezes sendo as amostras lavadas,

centrifugadas e liofilizadas.

A determinacgdo dos teores de carbono orgénico total (COT), nitrogénio total (NT) e enxofre total (ET)
devera ser realizada com aproximadamente 10 mg de amostra dos sedimentos utilizando um
analisador elementar. As amostras sdo pesadas em capsulas de estanho em balanca analitica de
precisédo (0,001mg) e sédo posteriormente inseridas no equipamento para quantificacdo. Os testes de
exatiddo para carbono total e carbono orgénico deverdo ser realizados com padréo certificado de

sulfanilamida.

e Quantificacdo em Analisador Elementar CHNS

Para as analises é realizada uma curva de calibracdo por meio de padrdo de sulfanilamida com
massa elementar conhecida, com 6 concentra¢gfes entre 0,5 mg a 1,5 mg. O padrdo é pesado nas
capsulas de estanho e analisado antes das amostras, que somente serdo analisadas caso a curva
padrdo apresentar uma boa regresséo (r>0,99). Para controle da qualidade analitica e replicabilidade,
sdo ainda analisados brancos e amostras em triplicata. Ap6s a insercdo das capsulas de estanho no
auto-amostrador, os resultados séo verificados por software no computador e posteriormente tratados

em relacdo a massa obtida para cada elemento e validados pelo coeficiente de variacdo (<10%).
g) Is6topos (material particulado em suspenséao)

A determinacéo dos is6topos estaveis de C e N (razdo isotopica *C/*?C e ®N/*“N) sera feita em
amostras descarbonatas, com o seguinte procedimento: os filtros contendo material particulado
ficardo sob atmosfera saturada em vapores de HCI durante 24h (Hedges and Stern, 1984), e em
seguida serdo retiradas sub-amostras de cada filtro. As determinagdes de §3C e §'°N seréo

realizadas em triplicata para o caso de material particulado em suspenséo.

A determinacdo das razfes isotépicas — nas amostras ja descarbonatadas - serdo realizadas em
espectrébmetro de massa isotOpica acoplado a analisador elementar, onde é feita a combustdo. Os
compostos orgéanicos, queimados na presenca de oxigénio ultrapuro e de catalisador, s&o
transformados em CO2 e N2 e H20. A agua é retirada por uma coluna contendo perclorato de
magnésio anidro, e o0 CO2 e N2 sdo separados por cromatografia gasosa em uma coluna de peneira
molecular. Os gases separados sdo entdo introduzidos em um espectrémetro de massas dedicado

gue determina a razo isotdpica 3C/*2C e *N/*N. Os resultados s&o obtidos inicialmente relativos a
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padrbes secundarios de trabalho para depois serem expressos em relacdo ao carbonato da formacao
Pee Dee (Belemnite) para 8 *°C e em relacio ao N2 atmosférico para & °N. A precisdo da andlise €
de 0,1%o.

4.2.2. Matriz sedimento superficial

A coleta de sedimento superficial sera realizada com um amostrador de fundo do tipo Box Corer. A
amostra deverd 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.
a) Aspectos fisicos (Granulometria e Mineralogia)

e Remocéao de sal

Lavar com agua da torneira cada amostra bruta, separadamente, 3 vezes para a retirada do sal. Apos
a remoc¢éo do sal, 2/3 da amostra ainda Umida serdo destinados a analise granulometria e 1/3 a

analise do teor de carbonato.

e Separacdo das fracoes fina e grossa

A separacgdo das fragdes fina (silte + argila) e grossa (areia + cascalho) é feita via Umida em 2
peneiras de 0.63 um sobrepostas. O sedimento deve ser colocado ainda Gmido (apds remocao de
sal) dentro da peneira superior (se necessario, pouco a pouco). Lavar, pouco a pouco, com agua da
torneira por meio de uma pisseta com o auxilio das maos (delicadamente). Terminada a lavagem, o
sedimento retido na peneira (fracdo grossa) deve ser transferido para outro becker previamente

pesado.

O becker contendo a fracao fina deve ser deixado em repouso até completa deposi¢cao do sedimento
em suspensao. Apds o excesso de agua deve ser drenado com uma mangueira e separado em duas

partes:

Cerca de uma colher de sopa de sedimento deve ser transferido para um becker e seco a 40°C
(aproximadamente 24h) em estufa para ser enviado para analise de mineralogia (= 10 g). Apds seco,
o sedimento deve ser devidamente identificado e enviado imediatamente para os responsaveis da

analise.

O restante da amostra deve seguir para remo¢do da matéria organica por queima com peréxido de
hidrogénio (H202) 30%.

O becker contendo a fragdo grossa deve ser levado a estufa a 40°C para secagem da amostra. Apos

seco, 0 sedimento deve ser pesado e seguira para o fracionamento via seca.

e Fracdo fina
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Queima da matéria organica com H202: em uma capela de exaustdo de gases, posiciona-se o becker
contendo a fracdo fina sobre uma chapa aquecedora (& 70°C) e adiciona-se 0 H202 a amostra com o
auxilio de uma pisseta até que a reacao termine. Apos adicao do H202, deixa-se o becker sobre a
chapa aquecedora ligada por, no minimo, 6h. Terminadas as 6h, checar se o sedimento ainda ira
reagir com a adigdo de mais H202. O procedimento de queima deve continuar até que nédo haja mais
reacdo (borbulhamento) com a adicdo de mais H202 ao sedimento. Terminada a queima, a amostra
deve ser lavada 3 vezes no préoprio becker seguindo o mesmo procedimento descrito para a remocéao
de sal (lavagem seguida de decantagdo). Terminada a remoc¢do do H202, a agua deve ser drenada
com uma mangueira. Apés, o sedimento deve ser enviado ainda Umido para analise de granulometria

no Malvern Mastersizer (granulémetro a laser).

e Fracéo grossa

Fracionamento da fracdo grossa via seca: ap0s seco, o sedimento de cada amostra deve ser
colocado em uma torre de peneiras com intervalo de granulometria de 0,5 phi. As peneiras devem ser
alinhadas de forma que a maior porosidade figue no topo e a menor, na base da torre. Colocar cerca
de 40 g de sedimento no topo e colocar a torre em agitacdo por 15 minutos. Terminada a agitacdo, o

sedimento retido em cada peneira deve ser pesado em uma balanca de preciséo.

e Mineralogia

A determinagdo mineralégica na fragdo lamosa sera realizada pelo método da difratometria de raios-
X, utilizando-se a metodologia convencional, com radiagdo Cu-K alfa (comprimeto médio
<A>=0.15419 nm) e geometria Theta/2Theta Bragg-Bretano. A amplitude angular utilizada varia de
3.00° a 90.00°, com intervalos de 0.04°, utilizando Cu-K alfa duplo, com comprimento de onda
0,154056 (65%) e 0,154439 (35%). Um monocromador LiF sera incorporado no detector de radiacéo.
Para a determinagdo das caracteristicas do equipamento e leitura do branco, uma amostra padrao

NIST Si ser4d mensurada antes das medi¢Bes das amostras.
o Densidade

Pesar os potes com sedimento em balanca com precisdo de 4 casas decimais. Colocar os potes
levemente abertos, previamente pesados, em estufa a 40°C por 48 horas. Terminadas as 48 horas,

checar visualmente se o sedimento se encontra seco e proceder novamente para pesagem.
b) Teor de carbonato de calcio (CaCO3)

Cerca de 20 g da amostra bruta deve ser novamente separada via Umida como descrito acima e as

duas fracdes seguem separadamente para a remoc¢do do CaCO3z como descrito abaixo.

» Fragdo grossa: ap6s separagdo, a fracdo grossa deve ser transferida para um becker
(previamente pesado) e seca a 40°C. Depois de seca, a fracdo grossa deve ser pesada em uma
balanca de precisdo e o peso do sedimento (peso sedimento + becker — peso do becker) deve ser
anotado. Apds, o becker contendo o sedimento seco e ja pesado deve ser colocado em uma capela
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de exaustdo de gases para a adicao lenta e gradual de HCI (30%) com o auxilio de uma pisseta. O
procedimento continua até que a adi¢cdo de HCI ndo provoque mais reacdo. Terminada a queima do
carbonato, o sedimento deve ser lavado 3 vezes com agua e seco em estufa a 40°C. Apds seco, 0
becker com o sedimento é novamente pesado e o teor de carbonato de célcio sera o sedimento pré-

gueima subtraido do sedimento pés-queima corrigido para porcentagem.

» Fracdo fina: a fracdo fina deve ser deixada em repouso para decantacdo com posterior drenagem.
ApOs o dreno, a amostra segue como descrito acima para a queima do CaCO3 da fracédo grossa.

c) Teor de matéria organica total (MOT)

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 o sedimento se
encontra seco. Apos, pesar o sedimento seco em balanca de precisao 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. Apds, 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 apdés queima (MOT =sedimento pré-queima —
sedimento poés-queima — cadinho de porcelana). O teor serd a conversdao deste valor em

porcentagem. Planilhar o teor de MOT referente a cada amostra.
d) Nutrientes
Especiacao de fosforo (incluindo orto-fosfato em agua intersticial):

No método proposto para a especiacdo de fésforo, a primeira fragdo extraida (P-trocavel) contempla
0 parametro orto-fosfato presente na agua intersticial, portanto ndo ha a necessidade de descrever
esta analise separadamente. Desta forma, o valor de concentracdo obtido para esta fracdo € a

concentracdo de orto-fosfato em agua intersticial.

Com a premissa de verificar o carreamento de compostos fosfatados por toda a bacia hidrogréafica do
rio Doce pela lama de rejeitos de minério e aportados na plataforma continental, deverdo ser
realizadas analises de fosfato em diferentes matrizes sedimentares. O método a ser utilizado é o
descrito por Anschutz e Deborde (2016) que consiste em uma extracdo sequencial para a
mensuracdo de fosforo em agua intersticial P-trocavel, P-ligado a ferro, P associado a apatita
biogénica, P associado a apatita autigénica e carbonato, P associado a apatita detrital e formas
inorgénicas e P organico. As etapas de extracdo estdo descritas no Quadro 45 abaixo e cada extrato
devera ser analisado por colorimetria segundo métodos da EPA descritos anteriormente:
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Quadro 45. Etapas de extracdo e cada extrato a ser analisado por colorimetria.

Fracdo extraida

Extrator (tempo)

Reacdo quimica

P-trocavel

NaHCOs + H20 + tolueno
3x24h

Desorg¢do sem atividade bacteriana em agua
artificial

P-ligada a ferro (ll1)

amorfo

Ascorbato (20 g/L) 24h

Reducéo de 6xidos de ferro(lll) amorfo e
dissociagdo do P.

P-ligado a ferro (lll)

ditionito citrato bicarbonato

Dissociacao de 6xido de Fe(lll) redutivel e P

cristalino 4h associado.
P-ligado a hidroxiapatita NH4CI (2M) ) L ) ) ] )
. Dissociacéo da hidroxiapatita e P associado.
autigénica 16h
P-ligado a apatita Acetato de Sédio Dissociacéo da apética carbonatica e P
carbonatica autigénica 16h associado.
P-ligado a apatita detrital HCI (1M) ) o )
Dissociacéo acida de carbonatos e apatita.
e carbonato 16h
N H2S04 (18M) L L
P-organico 16h Dissociagéo acida da matéria orgénica.
e Material

Vidraria volumétrica propriamente limpas com o uso de Extran, depois lavadas com acido cloridrico

10% e agua ultrapura.

e Reagentes

Os reagentes utilizados neste procedimento estao descritos no Quadro 45.

e Procedimento

O presente método comeca com a medicdo do fosfato dissolvido em &agua intersticial. Essa agua é
removida do sedimento através da centrifugacdo com o uso de tubos de polipropileno de 50mL (tipo
FALCON). O sobrenadante serd filtrado em membrana de acetato de celulose 0,2um ou 0,45um

guando a primeira nao estiver disponivel.

A fracdo P-trocavel precedera com a adicdo de bicarbonato de sédio (NaHCO3) em dois litros de agua
ultrapura até o pH préximo da agua do mar (=8,2). O tolueno (1mL L) pode ser adicionado para
evitar atividades bacterianas. Cerca de 50mg de amostra homogeneizada serd pesada em tubos de
centrifugagao (50mL) e sera adicionado 50mL da agua tampao descrita acima e acondicionada em
um agitador em temperatura ambiente por 24h. Apés esse periodo, as amostras serdo centrifugadas

por 15 minutos a 4000 RPM. Cerca de 10mL do sobrenadante sera analisada para fosfato.

P-ligada a ferro (lll) amorfo sera analisado em cerca de 100mg de amostra seca em tubos de
centrifugagao (15mL). Cerca de 50g de citrato de sédio e 50g de bicarbonato de sodio serdo diluidos

em 1L de agua ultrapura e a solucdo aerada em fluxo de nitrogénio por cerca de 5 minutos. Adicionar
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vagarosamente 20g de &cido ascérbico. Uma solucdo de HCL 0,2M deve ser preparada com a
diluicdo de 17,7mL de HCI concentrado em 1L de agua ultrapura. Cerca de 10mL da solugcédo de
ascorbato serd adicionado nas amostras pesadas nos tubos de centrifugacdo e condicionadas a
agitacao por 24h. as amostras serdo centrifugadas por 15 minutos a 4000 RPM. Uma aliquota de

1mL da amostra sera adicionada a 9mL de HCI 0,2M (1:10) e analisada para fosfato.

No caso do P-ligado a ferro (lll) cristalino, a extracdo sera realizada em cerca de 100mg de
sedimento seco em tubos de 15mL. Pesar cerca de 44,119g de citrato de sddio e 42,011g de
bicarbonato de sddio em 1L de 4gua ultrapura para preparacao de uma agua tampao. Adicione 10mL
dessa 4gua tampé&o e 0,5625g de diotinito (Na2S204) em cada amostra. Prepare ao menos trés
brancos. Borbulhe N2, feche os tubos e agite por 4h. Centrifugue por 15 minutos a 4000 RPM. Uma
aliquota de 1mL da amostra sera adicionada a 9mL de HCI 0,2M (1:10) e analisada para fosfato. O
valor encontrado precisa ser subtraido dos valores de P-ligada a ferro (lll) amorfo para real

concentragdo de P-ligado a ferro (lll) cristalino.

P-ligado a hidroxiapatita autigénica sera extraida nas amostras apés o procedimento P-ligado a ferro
(1) cristalino. O tubo com amostra sera limpo com o uso de cloreto de magnésio (MgClz) 1M a pH 8,
sendo a solugdo descartada cuidadosamente. Pesar 106,98g de cloreto de aménio (NH4Cl) em
frascos de polipropileno de 2L, sendo adicionado 1L de agua ultrapura e depois adicionar NaOH até
pH 7. Adicionar 10mL dessa solugdo nas amostras e condicionar em agitacdo por 16h.
Posteriormente, centrifugar por 15 minutos a 4000 RPM. Uma aliquota de 1mL da amostra sera

adicionada a 9mL de HCI 0,2M (1:10) e analisada para fosfato.

P-ligado a apatita carbonatica autigénica sera extraida nas amostras apés o procedimento P-ligado a
ferro (Ill) cristalino e P-ligado a hidroxiapatita autigénica descritos anteriormente. Dessa forma,
136,089 de acetado de sodio sera pesado em um frasco de polipropileno e adicionado 1L de agua
ultrapura. Adicionar acido acético até pH abaixo de 4. Assim, adicionar 10mL dessa solucdo nas
amostras presentes nos tubos de centrifugacdo (15mL) e condicionar em agitacdo por 16h.
Posteriormente, centrifugar por 15 minutos a 4000 RPM. Uma aliquota de 1mL da amostra sera

adicionada a 9mL de HCI 0,2M (1:10) e analisada para fosfato.

P-ligado a apatita detrital e carbonato sera extraida na amostra apés a realizagdo dos procedimentos
anteriores. Diluir 80,7mL de HCI concentrado em 800mL de agua ultrapura e apoés esfriar, afira para
1L. adicionar 10mL dessa solucdo nas amostras presentes nos tubos de centrifugacdo (15mL) e
condicionar em agitacdo por 16h. Posteriormente, centrifugar por 15 minutos a 4000 RPM. Uma

aliquota de 1mL da amostra sera adicionada a 9mL de agua ultrapura (1:10) e analisada para fosfato.

P-organico sera extraido apés os procedimentos anteriores. Assim, cuidadosamente adicione 2,5mL
de &cido sulfarico concentrado (18M; 97-99%) nas amostras presentes nos tubos de centrifugacéo
(15mL). Tampar e agitar por 16h. Apos esse periodo, esfriar os tubos em banho de agua e diluir em
trés vezes com a adigdo de 5mL de agua ultrapura. Agitar cuidadosamente os tubos e centrifugar por
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adicionar 10mL de &gua ultrapura. Fosfato seré analisado na diluicdo final (1:144).

Entre cada procedimentos, os tubos com amostra serdo limpos com o uso de cloreto de magnésio
(MgCl2) 1M a pH 8, sendo a solugéo descartada cuidadosamente para os procedimentos posteriores.
Somente para a preparacdo da extracdo do P-organico, os tubos devem ser lavados com agua

ultrapura, centrifugados e o sobrenadante cuidadosamente descartado.

e) Metais

e Metais parciais

Para analise de metais parciais sera utilizado o método EPA 3051A (Extragdo parcial). 0,25g de
sedimento serd liofilizado e macerado (gral e pistilo de agata), sendo adicionado 10ml| de HNO;
destilado (sub-boiling) e aquecidas em forno micro-ondas seguindo os parametros: 12 rampa de
temperatura 259C a 1752C em 5:30min. e a 22 rampa de 252C a 1752C em 4:30min., ambas em
poténcia de 1600 W. Em seguida, a solucdo sera resfriada e filtrada em filtro quantitativo e
posteriormente diluida para 100mL em baldo volumétrico, procedendo-se entdo a andlise por ICP-

MS.

e Extracao sequencial de metais

Analise de metais nas diferentes fracbes presentes nos sedimentos sera realizada através da
extracdo sequencial proposta por Tessier et al., (1979) ou o proposto no método BCR (Quadro 46).
Este método propde a quantificacdo de metais presentes em 4 a 5 fragBes distintas obtidas pela
eluicdo sequencial de uma mesma amostra sedimentar. Os metais nos diferentes extratos obtidos
serdo quantificados em ICP-MS (EPA 6020A). Ressalta-se que as fracbes F1 e F2 sdo obtidas

(suprimidas) em um Unico extrato no método BCR, sendo, portanto, 4 fragdes ao final.

Quadro 46. Comparacao entre as diferentes fragcdes obtidas pelo método de extragdo sequencial proposto por Tessier et. al.
(1979) e método BCR.

i Componentes i
Método de extracéo ] Método de Componentes
) ) sedimentares )
Fragdes sequencial Tessier et . ] Fragdes extragao sedimentares
extraidos Tessier . .
al. (1979) sequencial BCR extraidos BCR
et al. (1979)
F1- _ o
3 1M MgCl2,pH7,1h lons trocaveis
Trocavel F1- . )
0,11 M HOACc, 16 lons trocaveis e
F2 - ; ) Solavel
) 1 M NaOAc, pH 5 lons adsorvidos, o h carbonatos
Adsorvida/C em acido
" (HOACc), 5h carbonatos
arbonatica
0,04 M NH20OHHCI in ) 0,21M )
F3 - Oxidos de ferro e F2 - Oxidos de ferro e
. 25% (v/iv) HOAc, 6 h, ) NH20OHHCI, pH 2
Redutivel manganés Redutivel manganés
96°C (HNOs), 16 h
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) Componentes Método de
Método de extracao ] . Componentes
) ) sedimentares extracéo )
Fracdes sequencial Tessier et . ) Fracdes i sedimentares
extraidos Tessier sequencial .
al. (1979) extraidos BCR
et al. (1979) BCR
30% H202,
pH 2
30% H202, pH 2 (HNO3),
(HNOs), 2 h
F4 - 5 h at 85°C, extracted .
- ) . F3 - a 85°C, Sulfetos/Orgéani
Sulfidica/Or with Sulfetos/Orgénicos o .
. Oxidavel extraido com Ccos
ganica 3,2 M NH40Ac em 20%
1 M NH4OAc
HNO3 (viv), 0,5 h
pH 2
(HNO3), 16 h
Fs Metais ligados em Fa Aquecimento | Metais ligados
) HF — HNO3s — H202 minerais ) HF/HNO3 em minerais
Residual o Residual o
litogénicos concentrado. litogénicos

A abertura da amostra sera realizada com o uso de aproximadamente 1 grama de sedimento seco
(liofilizado) e homogeneizado (macerado em grau e pistilo de 4gata) seguindo as seguintes etapas

descritas por Tessier (1979):

» F1 - Trocavel: O sedimento serd extraido a temperatura ambiente por 1h com a adicdo de 8mL
da solucédo de cloreto de magnésio (1M; MgClz; pH 7,0) ou solu¢éo de acetato de sédio (1M; NaOAc,

pH 8,2) com agitacdo continua.

» F2 — Adsorvida/Carbonética: O residuo da F1 serd extraido a temperatura ambiente com 8mL de
1M NaOAc com pH ajustado a 5,0 com o uso de acido acético (HOAc) em constante agitacdo por um

periodo de 5h.

» F3 — Redutivel (Ligados a 6xidos de Fe-Mn): O residuo da F2 sera extraido com adicdo de 20mL
de 0,3 M Na2S204 + 0,175 M citrato de sédio + 0,025 M &cido citrico ou com 0,04 M NH20H-HCI em
25% (v/v) de HOAc em agitacdo ocasional, condicionado em temperatura a 96 + 3°C por um periodo
de 6h.

» F4 — Sulfidica/ orgénica: O residuo da F3 serd extraido com a adi¢cdo de 3mL de &cido nitrico
(HNO3) a 0,02M e 5mL de peréxido de hidrogénio (H202) a 30%, com o pH ajustado para 2 com
HNO3. A mistura serd aquecida a 85 + 2°C por 2h com agitacdo ocasional. Apés esse periodo, 3mL
de peréxido de hidrogénio (30%; pH 2,0 com HNOS3) sera adicionado e novamente aquecido a 85 +
2°C por 3h com agitagéo intermitente. Apos esfriar, 5mL de acetato de amonio (3,2M; NH40Ac) em
20% (v/v) HNO3 e a amostra diluida a 20 mL com &gua ultrapura e continuamente agitada por 30

minutos.

» F5 — Residual: O método original descrito por Tessier (1979) prop6e o uso da solugdo com uma

mistura de acido fluoridrico e &cido percldrico. Contudo, no presente trabalho sera utilizado a extragéo
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com o uso de agua-régia 3:1 (v/v) de acido cloridrico: acido nitrico (pseudo-total) como substituicao

ao previamente proposto.

e Metais totais e terras raras

A decomposicdo das amostras de sedimentos para andlise metais terras raras sera realizada pela
abertura total da amostra proposto no método EPA 3052, utilizando HF destilado (sub-boiling) e HNO3
destilado (sub-boiling) e H202 (30%; Merck). O procedimento serd realizado tanto na fracdo do

material particulado quanto nas amostras de sedimento.

A membrana saturada pelo MPS ou cerca de 0,59 de sedimento seco (liofilizado) e homogeneizado
serdo colocados em tubos de teflon e sera adicionado 9 + 1mL de HNOs, 3 + 0,1mL de HF e
aproximadamente 1mL de H202 (30%). As amostras serdo aquecidas em forno micro-ondas com
elevacdo de temperatura até 180 + 5 °C em aproximadamente 5:30 minutos e mantido nesta
temperatura por 9:30 minutos. Apds o término do periodo de digestdo &cida sera adicionado acido
bérico (Merck) para a neutralizagdo do HF e as amostras seréo filtradas em filtro qualitativo e diluidas

para analises em ICP-MS.
f) Compostos organicos
Extracdo de Hidrocarbonetos em sedimento

e Limpeza de Vidrarias

Todas as vidrarias utilizadas devem ser submetidas, previamente, a um procedimento de limpeza,
visando evitar a contaminacdo das amostras, o que pode interferir nos resultados. Primeiramente, as
vidrarias devem ser deixadas em banho de detergente Extran (5%) por pelo menos 24 horas, sendo
em seguida abundantemente enxaguada com agua corrente, agua destilada, agua milli-Q, acetona e

por fim calcinadas em mufla a 450°C por um periodo de 4 horas.

e Processamento das amostras

As amostras recebidas ap0s as campanhas de coleta serdo armazenadas em freezer (amostras de
sedimento) até os procedimentos laboratoriais para analise. Amostras de sedimento recebidas serédo
liofilizadas e posteriormente homogeneizadas por maceragdo com auxilio de grau e pistilo. As
metodologias a serem utilizadas para a extracdo e determinacdo de hidrocarbonetos de petréleo,
HPA e biomarcadores serdo baseadas nos protocolos EPA 3540c - Soxhlet Extraction (EPA, 1996),
EPA 8270d - Semivolatile Organic Compounds by Gas Chromatography/Mass Spectrometry (GC/MS)
(EPA, 2007). Aproximadamente 10 g de sedimento liofilizado e 2 g de cobre ativado para a remogéo
de enxofre molecular serdo adicionados em cartuchos de celulose e extraidos em Soxhlet (12 h / 250
mL de diclorometano). A fim de verificar a eficiéncia de extracdo serdo adicionados as amostras no
inicio da extracdo, padrdes surrogates deuterados (5 pug n-C20d, 5 pg n-C24d e 5 ug n-C30d e 100 ng
de p-terfenil-d14) e androstanol (5 ug/mL). ApGs a obtencéo do extrato bruto, este sera reduzido para

o volume de aproximadamente 1 mL em evaporador rotatério e reservados para posterior
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fracionamento. Os processos de clean up e fracionamento dos extratos sdo realizados em coluna
cromatografica empacotada com 8 g de silica (ativada a 160 °C / 16 h e desativada com 2 % m/v de
agua ultrapura tipo milli-Q®) e 1 g de alumina (calcinada a 450 °C / 4 h e desativada com 2 % m/v de
ultra pura tipo milli-Q®). A fracdo dos hidrocarbonetos alifaticos (F1) sera eluida com 50 mL de
hexano, a fracdo rica em hidrocarbonetos aromaticos (F2) eluida com 70 mL da mistura
dicrolorometano:hexano (1:1 v/v), a F3 contendo esterdis e alcoois sera eluida com 50 mL de acetato
de etila e por ultimo a fracdo contendo acidos carboxilicos (F4) sera eluida com 50 mL de metanol. As
fracdes eluidas séo concentradas em evaporador rotativo e o solvente trocado por hexano ajustado a
aproximadamente 1 mL. Em seguida sdo adicionados respectivamente na F1 e F2 os padrbes
internos n-C16d (5 pg / mL) e um mix de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos deuterados (100 ng /
mL) para a determinagdo dos hidrocarbonetos de petréleo e HPA, respectivamente. Aliquotas das
fracbes F1 e F2 foram reunidas e injetadas para a determinacdo da concentracéo de hidrocarbonetos
totais de petréleo (HTP). Para a quantificacdo de biomarcadores como terpanos, esteréis e 4cidos
presentes nas fragdes F3 e F4 sera utilizado o alfa-colestano como padrao interno. A quantificacéo e
identificagdo dos compostos sera realizada através de um cromatégrafo a gas com detector por
ionizacdo em chama e por cromatdgrafo a gas acoplado a espectrémetro de massas 5975c, ambos
equipados com auto amostradores CTC Combi Pal, injetor Split/splitless e coluna capilar DB-5MS (30
m x 0.250 mm x 0.25 um). A curva analitica para a determinacéo de alcanos e HTP sera preparada a
partir de um mix padrdo de alcanos (n-C8 — C40) na faixa de concentracéo de 0,5 a 50,0 ug / mL com
padronizacdo interna (n-C16d — 10 pug / mL). A determinacdo quantitativa de HTP sera feita pela
integracdo da area total dos cromatogramas, englobando toda a fracdo resolvida e ndo-resolvida
através da determinagdo da linha de base, descontando-se as areas dos picos dos padrdes. A
programacéo de temperatura € configurada com a temperatura inicial de 60 °C por 1 min, entdo 6 °C /
min até 300 °C por 30 min. Para as determina¢des utilizando-se GC-MS, as condi¢cdes sdo as
mesmas citadas, com o acréscimo dos parametros de temperaturas do injetor, interface, fonte de ions
e quadrupolo: 300 °C; 300 °C, 200 °C e 150 °C, respectivamente. A quantificacdo dos HPA também é
realizada por curva analitica via padroniza¢éo interna. As curvas analiticas sdo construidas na faixa
de concentracdo de 5 a 1000 ng / mL utilizando como padréo interno uma solucdo contendo 5 HPA
deuterados (naftaleno-d8, acenafteno-d10, fenantreno-d10, criseno-d12 e perileno-d12) na
concentragdo de 100 ng / mL. Os ions utilizados para a quantificacdo 16 HPA prioritarios, assim como
dos seus respectivos padrdes internos, estdo descritos no Quadro 47. Os HPA serdo determinados
através do monitoramento full scan (m/z 50-550) e do monitoramento de ions selecionados (SIM),
seguindo as seguintes caracteristicas: temperatura inicial de 40 °C por 2 min, com taxas de
aquecimento de 25 °C / min até 100 °C, 5° C / min até 230 °C, 2 °C / min até 270 °C mantidos por 5
min e 5 °C / min até a temperatura final de 300 °C. Para a determinagdo dos biomarcadores lipidicos
serdo utilizadas curvas analiticas com padrdes auténticos para esterdis e acidos graxos. As curvas
analiticas para esteréis e &cidos variam de 0,5 ug/mL a 20 ug/mL. Os padrbes de &cidos graxos
utilizados séo preparados partir de uma mistura contendo 37 &cidos graxos saturados e insaturados.
Para a quantificacdo de esterdis e terpendides sdo utilizados os padrbes de dihidrocolesterol,
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colesterol, estigmastanol, b5a-colestan-3-ona, 5-alfa-colestano, coprostanol, 3beta-taraxerol,

campesterol, lanosterol, 3beta-hidroxi-5alfa-androstano, b-sitosterol, e estigmasterol.

Os demais compostos identificados serdo determinados em funcdo do padrdo interno adicionado,

devido a inexisténcia de padrdes comerciais referentes as classes a serem avaliadas.

A identificacdo dos compostos é feita pela comparag¢édo com injecdo de solugbes contendo padrdes

auténticos e consulta a biblioteca de espectros de massas NIST do equipamento.

Quadro 47. lons de quantificacéo dos 16 HPA e padrdes internos.

Padrio fons de quantificagéo Padrio Interno fons de quantificagéo

(m/z) (m/z)

Naftaleno 128 Naftaleno-d8 136
Acenatftileno 152 Acenafteno-d10 162, 164
Acenafteno 152, 154 Acenafteno-d10 162, 164
Fluoreno 165, 166 Acenafteno-d10 162, 164

Fenantreno 178 Fenantreno-d10 188

Antraceno 178 Fenantreno-d10 188

Fluoranteno 202 Fenantreno-d10 188
Pireno 202 Criseno-d12 236, 240
Benzo(a)antraceno 228 Criseno-d12 236, 240
Criseno 228 Criseno-d12 236, 240
Benzo(b)fluoranteno 252, 253 Perileno-d12 260, 264
Benzo(k)fluoranteno 252, 253 Perileno-d12 260, 264
Benzo(a)pireno 252, 253 Perileno-d12 260, 264
Indeno(1,2,3-cd)pireno 276, 278 Perileno-d12 260, 264
Dibenzo(a,h)antraceno 278, 279 Perileno-d12 260, 264
Benzo(g,h,i)perileno 276, 277 Perileno-d12 260, 264
p-Terfenil-d14 240, 244 Criseno-d12 236, 240

VerificagBes periddicas referentes a resposta analitica do sistema cromatografico serdo feitas com
inje¢Bes dos padrdes durante as analises das amostras de sedimento. Nestes ensaios sera utilizado
como critério de aceitacdo para controle de qualidade uma variagdo méaxima de 10 % no sinal
cromatografico dos padrfes injetados dentro da curva analitica previamente construida. Controles de
branco de extracdo, vidraria, ensaios de fortificagcdo e recuperagdo também s&o realizados como

controle de garantia das analises.

Valores de recuperacdo obtidos na faixa entre 70 e 120 % sdo considerados aceitos como indices de
bom desempenho analitico para o0 método. Cada batelada de extracdo deve conter uma prova em
branco para avaliagdo da confiabilidade analitica, representando testes de controle e garantia de

qualidade (QA/QC). Ainda como QA/QC, para verificar a precisdo e exatiddo do método analitico,
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serdo realizadas analises de amostras de sedimento certificado de referéncia (Standard Reference
Material NIST 1941b).

Extracdo de Eter-aminas e aminas aromaticas

e Limpeza de Vidrarias

Todas as vidrarias utilizadas devem ser submetidas, previamente, a um procedimento de limpeza,
visando evitar a contaminacdo das amostras, o que pode interferir nos resultados. Primeiramente, as
vidrarias devem ser deixadas em banho de detergente Extran (5%) por pelo menos 24 horas, sendo
em seguida abundantemente enxaguada com agua corrente, agua destilada, agua milli-Q, acetona e

por fim calcinadas em mufla a 450°C por um periodo de 4 horas.

Amostras de sedimento liofilizado (10 g) fortificados com trifenilamina s&o extraidas com
diclorometano por sonicagéo (3 x 15 mL) ou por Soxhlet (250 mL) por 12 horas (metodologia baseada
em Alzaga et al. 1999) e o extrato total pré-concentrado com fluxo de nitrogénio e armazenado para

posterior analise.

A determinacdo quantitativa das aminas sera realizada por cromatografia em fase gasosa equipado
com um espectrometro de massas e amostrador automatico. Injecéo realizada no modo splitless,
(ativacdo em 40 s em 280°C). Hélio utilizado como gas de arraste (1 mL min-1). A temperatura do
forno programada de 90°C (1 min) a 120°C a 10°C min-1 e, em seguida, a 320°C a 6°C min-1
mantendo a temperatura final durante 15 min. Colunas analiticas utilizadas: DB-5 de 30m, ID 0,25
mm e espessura de filme 0,25 mm (J & W Scientific). GC-MSD no modo eV El operando no modo full
scan (40-550 uma), temperaturas de fonte de ions e de linha de transferéncia de ions de 220 e
280°C, respectivamente. Para a quantificacdo de aminas serdo utilizados padrbes de alta pureza dos
seguintes  compostos: n-ethyl-n-(4-methylphenyl)amine, trifenilamina, n-(4-clorofenil)-1,2-

fenilenodiamina, isoamilamina, m-dpeg®8-amine, dodecilamina, dimethyl-d6-amine hydrochloride.

e Determinacado de fendis em sedimento:

O método analitico para os fendis, descrito abaixo, é baseado e adaptado das metodologias EPA
3630 Silica Gel Cleanup; EPA 3540c Soxhlet Extraction, EPA 8270C Semivolatile Organic
Compounds by Gas Chromatography/Mass Spectrometry (GC/MS), EPA8041a Phenols By Gas
Chromatography e EPA5021a Volatile Organic Compounds In Various Sample Matrices Using

Equilibrium Headspace Analysis.
e Resumo

A massa de 10g de amostra liofilizada é extraida com 250 mL de diclorometano em Soxhlet com
cartuchos de celulose, conforme descrito em outros protocolos e o processo de fracionamento como
apresentado a seguir. Alternativamente pode-se utilizar o processo de extracdo por Headspace que
baseia-se na extracdo de fendis derivatizados, por aquecimento de 2 g de amostra em 10 mL de agua
com cloreto de sddio. No caso de extragdo por Soxhlet, apés a concentracdo dos extratos é
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necessario o processo de fracionamento e pré-concentracdo dos analitos (clean up) em coluna

cromatografica por adsor¢éo em fase soélida-liquida para posterior analise em GC/MS.

e Purificacdo e Fracionamento (EPA 3630):

A purificagao/fracionamento do extrato de fendis é obtida por cromatografia liquida de adsor¢cdo em

coluna de silica:

Com o auxilio de um funil para sélidos, preencher a coluna cromatogréfica (10 mm) com 4g de silica
(pré-limpa e desativada a 5%) pesada em aproximadamente 20 mL de hexano. O empacotamento

deve ser homogéneo eliminando a formacao de “canais” preferenciais de drenagem do solvente;

Depositar aproximadamente 1 cm de Na2SO4 (pré-limpo e seco) no topo da coluna a fim de
assegurar a remocao de agua do extrato. Ndo deixar, entretanto, que o adsorvente seja exposto ao

ar,

O extrato (1 mL) é entdo transferido cuidadosamente para a coluna com o auxilio de uma pipeta
Pasteur. Para garantir a transferéncia total do extrato, lavar o vial contendo a amostra com hexano
(0,5mL) e transferir para a coluna. Repetir a lavagem pelo menos 3 vezes, tomando o cuidado de ndo

usar mais do que 2 mL de hexano na lavagem;

e Serdo obtidas guatro fracoes:

» F1:10 mL de 15% de tolueno em hexano;

» F2:10 ml de 40% de tolueno em hexano;

» F3:10 mL de 75% em tolueno;

» F4:10 mL de 15% de 2-propanol em tolueno

O fluxo da eluicdo para as fragbes deve ser de aproximadamente 1 gota por segundo na torneira da

coluna cromatogréfica.
Juntar todas as fragdes em um Unico volume;
Concentrar o extrato até 1 mL em evaporador rotativo e fluxo de nitrogénio.

e Derivatizacao:

» Adicionar 40 uL do agente BSTFA:TMCS (99:1) aquecendo a solucdo a 650C em estufa por 1
hora, para formar os derivados trimetilsilanos (TMS) dos analitos fendlicos;

» Secar novamente a solu¢do em fluxo de nitrogénio;
» Adicionar 1 mL de hexano.

» Proceder com a analise Cromatdgrafo gasoso com detector de massa (GC/MS) ou cromatégrafo

gasoso com detector de ionizacao por chama (GC/FID).
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» Método alternativo - extracdo por headspace (EPA 5021a)

Aliquotas de 2 g da amostra sdo adicionadas em frascos de headspace de 22 mL com 10 mL de
agua. Em seguida adiciona-se 4 g de cloreto de sodio, 0,4 g de carbonato de potassio e 100 pL de
anidrido acético. Apds adicdo destes reagentes o vial deve ser hermeticamente selado com tampas
de aluminio e septo de PTFE faceado com silicone. As amostras sédo entdo levadas para o Auto

amostrador Headspace que procede com o processo de extracdo por agitacdo e aquecimento.

e Andlise instrumental

» Cromatdgrafo gasoso com detector de massa (GC/MS EPA 8270)
» As condi¢bes instrumentais de operagdo sdo as seguintes:

» Coluna cromatografica capilar de 30 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro interno com fase

de 5% fenil / 95%metil siloxano e 0,25 um de espessura do filme;
» Gés carreador: hélio

» Temperatura da fonte: 200°C

» Impacto eletrénico: 70eV

» Temperatura da Interface: 280°C

» Temperatura do injetor: 280°C

» Modo de injecao: split, raz&o do split 1/10

» Volume de inje¢cdo: 1uL

Programacédo temperatura: temperatura inicial de 500C por 2 minuto, 350C min-1 até 1000, 100C

min-1 até 3100C e isotérmico por 10 minutos.

¢ Andlise instrumental GC-FID/PID-HS e GC-MS/HS (EPA 5021a)

As andlises serdo realizadas em um cromatégrafo a gas acoplado com detectores de fotoinizagao
(PID) e ionizacéo em chama (FID) acoplados em série, equipado com injetor split/splitless, e lampada
de criptdnio de 10,6 eV. Os parametros experimentais utilizados serdo os seguintes: coluna DB-5MS
30 m x 0,25 mm de diametro interno x 0,25 pm de espessura de filme, programa de temperatura (70
°C durante 5 minutos, aquecimento até 120°C / 8°C min-1, até 135°C / 2°C min-1 e finalmente até
280°C / 8°C min-1). Hélio utilizado como gas de arraste com a vazdo de 2,0 mL min-1. O injetor foi
mantido a 270°C com purga de septo constante e programado para retornar a modo split apds 3
minutos do inicio da corrida sob a vazéo de 50 mL min-1. Os detectores PID e FID sdo programados
a 250 e 280°C respectivamente. Também podera ser utilizado alternativamente um cromatografo a
gas acoplado a espectrometro de massas 5975¢ operando em condi¢cbes semelhantes as do GC-

PID/FID: coluna de mesmas dimensfes e fase estacionaria, mesma programacao de temperatura e
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condicdes do injetor, com apenas uma reducao na vazao do gas de arraste hélio (1 mL min-1). Linha
de transferéncia mantida a 280°C. O espectrébmetro € configurado para aquisicdo de ions positivos
por impacto de elétrons com energia de ionizacao de 70 eV. e scan na faixa de razao massa/carga de
40 a 350 m/z. O detector mantém o filamento desligado (delay time) nos primeiros 5 min de aquisigédo.
Ambos equipamentos dispdem de auto amostrador Headspace (HS) que viabiliza a extracdo dos
compostos fendlicos derivatizados por volatilizagdo e posterior inje¢do da fracdo gasosa no injetor
dos cromatografos. No amostrador as amostras serdo submetidas a agitacdo por 30 minutos sob a
temperatura constante de 45°C. Apoés este periodo uma seringa retira uma aliquota de 1 mL da fracédo

gasosa (Headspace) e leva para a porta do injetor.

e Quantificacdo

A quantificagdo dos compostos fendlicos é mediante curvas de calibragdo construidas com padrbes
analiticos na faixa de concentragdo que foram divididas dentro da faixa de 0,125 a 1000 ug L-1 de
uma solucao mix de fendis (aquilados, nitro e clorofendis). Para amostras mais concentradas, curvas
analiticas sdo construidas em niveis superiores de concentragéo, na ordem de mg L-1, ou utiliza-se o
método de diluicdo como alternativa para quantificacdo. Parametros de mérito sédo determinados tais
como, faixa linear, coeficientes de correlacdo, precisdo e limites de deteccdo e quantificacdo de
maneira a avaliar o desempenho do método proposto para a determinacdo de compostos fendlicos
em agua. Coeficientes de correlacdo (R2) superiores a 0,99 para cada analito sdo utilizados como
critério de qualidade. Frascos contendo apenas agua ultrapura e reagentes derivatizantes sao
submetidos a extracdo e analise como controle e critério de qualidade e rastreabilidade dos
processos analiticos. Também sdo avaliados diariamente a precisdo da curva analitica através de

cross check, injecdo de padrdes em diferentes concentragBes como carta controle.

e Compostos organoclorados (OCs)

Toda a vidraria utilizada é lavada e deixada de molho em uma solucéo de detergente Extran alcalino
por 12 horas, sendo posteriormente lavada com agua corrente, 4gua destilada e colocada para secar
a 100°C em estufa para em seguida ser aquecida em forno mufla a 400°C durante 4h. Todo o
material que ndo possa ser levado ao forno mufla, é lavado com solventes com alto grau de pureza

(etanol, n-hexano e diclorometano - DCM) antes do seu uso.

Os adsorventes utilizados em todo o procedimento laboratorial (alumina e sulfato de so6dio) séo
calcinados e armazenados em dessecadores, para que ndo estejam umidos no momento do uso, na
etapa de cromatografia de adsorcdo em coluna. O cobre utilizado para eliminar a interferéncia do
enxofre na andlise cromatografica é previamente tratado antes do seu uso. Para tal, fios deste metal
sdo imersos por 30 minutos em solugdo de &cido cloridrico (2 mol L-1), enxaguados com &gua

destilada, imersos em etanol e, por fim, enxaguados com mistura de DCM e n-hexano (1:1, v:v).

e Método analitico
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A determinacdo dos compostos organoclorados (OCs) sera realizada no Laboratério de Geoquimica
Orgéanica e Poluicdo Marinha (LaGPoM) do Centro de Estudos do Mar-UFPR. O método analitico
utilizado para os sedimentos foi descrito em UNEP (1992), com pequenas adaptacdes (BICEGO et
al., 2006), sendo que as etapas desse processo sao divididas em tratamento prévio das amostras,
citado anteriormente, extracao, purificagdo e andlise dos extratos por cromatografia a gas acoplada a
espectrometria de massa (GC-MS). A metodologia para a extracdo dos compostos das amostras de
agua sera baseada no protocolo EPA 3510C - Separatory Funnel Liquid-Liquid Extraction (USEPA,
1996).

Primeiramente, cerca de 20 g de cada amostra de sedimentos é separada para a extracdo. Esses
sedimentos sdo colocados entre uma pequena quantidade de sulfato de sddio, dentro de cartuchos
de vidro para extracdo em Soxhlet, durante 8 horas. Os compostos organicos sédo extraidos com 80
mL de uma mistura de DCM e n-hexano (1:1, v:v). Além disso, a cada frasco de extracdo é
adicionado cobre ativado, para remover o enxofre inorganico e 25 pL de uma mistura de padrdes
subrogados (PCB 103 e PCB 198, 1 ng pL?). As amostras de agua serdo extraidas em funil de
separacao, e consiste em adicionar 60 mL de DCM por 1 L da amostra, misturar por 2 min, sempre
abrindo o frasco para aliviar a presséo interna, e transferir para o funil de decantac@o. Deve-se
misturar as fases por 1 min e deixar repousar (decantar) por 10 min. A fase aquosa é descartada e a
fase organica serd utilizada para as préximas etapas da andlise. Esse processo deve ser repedido 3

vezes. Nas amostras de dgua também sera adicionada a mistura de padrdo subrogados.

Apés a etapa de extracdo em Soxhlet, as amostras sdo concentradas no rotavapor rotativo até 2 mL,
e em seguida, é realizada a etapa de purificagdo por cromatografia de adsorcdo em coluna. Essas
colunas sao preparadas com sulfato de sédio e 3,2 g de alumina 5% desativada com agua destilada
(extraida 5 vezes com n-hexano, para assegurar a auséncia de possiveis interferentes organicos), e a
eluicdo com 20 mL de uma mistura de DCM e n-hexano (3:7, v:v). Por fim, os extratos séo
concentrados até 250 pL e nesse momento, € adicionado 25 pL de uma solucéo de tetracloro-m-
xileno (TCMX, 1 ng pL?), utilizado como o padrdo interno. Em seguida, as amostras s&o
armazenadas em ampolas de vidro para posterior determinacdo dos OCs através de cromatografia

gasosa.

Para a determinacao dos OCs, os extratos de 2 yL das amostras sao injetados em um cromatografo a
gas acoplado a um espectbmetro de massa (GC-MS), no modo SIM (System lon Monitoring),
equipado com coluna capilar, com 30 m de comprimento, 0,25 ym de espessura do filme, 250 ym de
didmetro interno e fase estacionaria de 5% fenil-metil-siloxana. Sao registrados apenas 0s picos
relacionados aos dois principais fragmentos (m/z) caracteristicos de cada um dos compostos
analisados. A rampa de aquecimento utilizada na separacdo dos POPs tem inicio em 75°C,
permanecendo por 3 min, quando comeca a subir a uma taxa de 15 °C min™ até atingir 150 °C,
depois subir até 260 °C a uma taxa de 2 °C min™ e entdo sobe até 300 °C a uma taxa de 20 °C min,

mantendo-se estavel nessa temperatura por 10 min, totalizando 75 min.
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e Quantificacdo e controle analitico

Os compostos investigados sdo os PCBs (8, 18, 28, 31, 33, 44, 49, 52, 56/60, 66, 70, 74, 87, 95, 97,
99, 101, 105, 110, 114, 118, 123, 128, 132, 138, 141, 149, 151, 153, 156, 157, 158, 167, 170, 174,
177, 180, 183,187, 189, 194, 195, 201, 203, 206 e 209) e os pesticidas organoclorados (o,p’-DDE,
p,p’-DDE, o,p’- DDD, p,p’-DDD, o,p’-DDT, p,p’-DDT, a-HCH, B-HCH, y-HCH, d-HCH, HCB, a-
Clordano, y-Clordano, Oxiclordano, Heptacloro, Heptacloro Epoxido-a, Heptacloro Epoxido-b, Aldrin,

Isodrin, Dieldrin, Endrin, Endosulfan Il, Endosulfan I, Metoxicloro e Mirex).

Os picos obtidos no GC-MS séo integrados por um sistema de aquisicdo de dados (HP Enhanced
Chemstation G1701 CA). Para a quantificacdo séo construidas curvas de calibragdo dos compostos,
com concentracdes da solucdo de padrdes externos de pesticidas e PCBs de 1, 5, 10, 25, 50, 75,
100, 150 e 200 pg pL™. Todos os compostos devem apresentar indice de correlagdo linear de
Pearson igual ou superior a 99,5% (r2 = 0,995), critério este utilizado para aceitacdo das mesmas.
Todas as concentracdes finais serdo expressas em ng g* de sedimento seco, pela aplicacdo do fator
de multiplicacéo obtido do quociente entre o volume final do extrato (250 L) e a massa de sedimento
extraida (20,0000 g).

A fim de identificar a presenca de contaminantes durante o procedimento laboratorial, os brancos de
extracdo sdo analisados a cada grupo de 11 amostras de sedimentos e agua. Os valores encontrados
devem ser trés vezes menores que o limite de deteccdo do método (LDM), ou seja, ndo mostrar
interferéncias externas significativas. Para estimar perdas ou ganhos de massa dos compostos
analisados durante o procedimento analitico, o calculo da recuperagéo dos padrdes subrogados PCB
103 e PCB 198 ¢ feita a partir da relagcao das suas quantidades obtidas com a quantidade adicionada
de padrao interno TCMX. A recuperacdo deve estar dentro da faixa considerada aceitavel para

validacdo do método analitico (entre 40 e 120%).

O limite de deteccdo de um método (LDM) é definido como a concentracdo minima de uma
substancia que pode ser medida com 95% de confianca, e essa concentragdo é diferente de zero e
pode ser determinada em uma matriz contendo o analito. Nesse método, o LDM é calculado através
da quantificagdo de uma pequena quantidade de analitos adicionados a uma matriz que ndo contem
0s compostos em estudo. O calculo para determina¢éo do limite de deteccédo é de trés vezes o desvio

padrdo dessa matriz em cinco replicatas.

A eficiéncia do método pode ser verificada através da analise de amostras de intercomparacao
(IAEA-383) preparado pela Marine Environmental Laboratory of International Atomic Energy Agency
(MEL/IAEA). De acordo com o critério de aceitacdo, a metodologia € considerada confidvel se 80%

dos compostos analisados estiverem dentro da faixa apresentada no certificado, acrescido de + 35%.

e Elementar (sedimento superficial)

A caracterizacdo da matéria organica devera ser realizada através de andlises sobre a composi¢éo

de seus elementos majoritarios, a predominancia isotopica entre eles e as moléculas que formam. As
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analises da composicdo elementar (C, N e S) nos sedimentos deste estudo deverdo ser realizadas

em amostras de material particulado em suspenséo (MPS) e sedimento.
e Pré-tratamento

As amostras de sedimento a serem analisadas serdo liofillizadas e maceradas em gral e pistilo de

agata antes da descarbonatacéo.
e Procedimento

Para a analise da composi¢@o elementar da matéria organica é realizada a descarbonatacéo, através
da adicdo de HCI 1M diretamente nas amostras dentro dos tubos de centrifugacdo (Tipo FALCON).
Este procedimento devera ser entdo repetido por duas vezes sendo as amostras lavadas,

centrifugadas e liofilizadas.

A determinacéo dos teores de carbono orgénico total (COT), nitrogénio total (NT) e enxofre total (ET)
deverd ser realizada com aproximadamente 10 mg de amostra dos sedimentos utilizando um
analisador elementar. As amostras sdo pesadas em cépsulas de estanho em balanca analitica de
precisdo (0,001mg) e sédo posteriormente inseridas no equipamento para quantificacdo. Os testes de
exatiddo para carbono total e carbono orgénico deverdo ser realizados com padrédo certificado de

sulfanilamida.

e Quantificacdo em Analisador Elementar CHNS

Para as andlises é realizada uma curva de calibracdo por meio de padrdo de sulfanilamida com
massa elementar conhecida, com 6 concentra¢bes entre 0,5 mg a 1,5 mg. O padrdo é pesado nas
capsulas de estanho e analisado antes das amostras, que somente serdo analisadas caso a curva
padrdo apresentar uma boa regresséao (r>0,99). Para controle da qualidade analitica e replicabilidade,
sdo ainda analisados brancos e amostras em triplicata. Apds a inser¢do das capsulas de estanho no
auto-amostrador, os resultados sdo verificados por software no computador e posteriormente tratados

em relagdo a massa obtida para cada elemento e validados pelo coeficiente de variagdo (<10%).

e |sotopos (sedimento superficial)

A determinacdo dos is6topos estaveis de C e N (razdo isotopica *C/*2C e '°N/*N) sera feita em
amostras descarbonatas, com o seguinte procedimento: o sedimento sera descarbonatado com
adicdo cuidadosa de HCI (10%) diretamente em capsulas de prata contendo cerca de 10 mg de

amostra. As determinagdes de 513C e 515N serdo realizadas em duplicata.

A determinacdo das razdes isotépicas — nas amostras ja descarbonatadas - serdo realizadas em
espectrometro de massa isotopica acoplado a analisador elementar, onde é feita a combustdo. Os
compostos organicos, queimados na presenca de oxigénio ultrapuro e de catalisador, sao
transformados em CO2 e N2 e H20. A 4gua é retirada por uma coluna contendo perclorato de
magneésio anidro, e o0 CO2 e N2 sdo separados por cromatografia gasosa em uma coluna de peneira

molecular. Os gases separados sdo entdo introduzidos em um espectrdmetro de massas dedicado
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gue determina a razo isotdpica 2C/*2C e 1°N/*N. Os resultados s&o obtidos inicialmente relativos a
padrbes secundérios de trabalho para depois serem expressos em relagdo ao carbonato da formacéo
Pee Dee (Belemnite) para & *C e em relagdo ao N2 atmosférico para & °N. A precisdo da andlise é
de 0,1%eo.

4.2.3. Matriz sedimento testemunho

Os testemunhos serdo coletados em duas réplicas sendo que uma delas, de cada ponto amostral,
sera resfriado e a outra réplica serd congelada. Os testemunhos resfriados serdo abertos em duas
metades (lado A e lado B), fotografados e subamostrados a cada centimetro. Estas amostras serao
destinadas as analises de granulometria, teor de carbonato de célcio, matéria organica, mineralogia e
minerais pesados. Os tubos congelados serdo subamostrados também a cada centimetro, entretanto,
ndo sera aberto em duas metades para evitar seu descongelamento. Estes tubos serdo
subamostrados empurrando-se o material por um lado do tubo enquanto que do outro lado o
sedimento é subamostrado. Estas amostras serdo destinadas as analises geoquimicas..Todas as
amostras referentes aos testemunhos congelados e resfriados serdo liofilizadas antes das analises

subsequentes.
a) Aspectos fisicos (Granulometria e Mineralogia)
e Granulometria

A analise granulométrica devera ser realizada em amostras a cada dois centimetros através do
peneiramento a Umido, inicialmente, para separacdo da fracdo fina (lama) e grossa (areia). Toda a
amostra (correspondente a um centimetro) devidamente liofilizada devera ser pesada antes de ser
submetida a separacdo das fragbes fina e grossa. A continuidade desta andlise deverd seguir o

mesmo protocolo para esta anélise descrito para a Matriz sedimento superficial.

e Mineralogia

A mineralogia devera ser realizada por difratometria de raio-x de acordo com o protocolo descrito
para a Matriz sedimento superficial em pelo menos 10 amostras ao longo do registro sedimentar e na

aliquota remanescente de lama separada inicialmente durante a analise granulométrica.
b) Teor de carbonato de calcio (CaCOs)

A andlise do teor de carbonato de célcio deverd ser realizada em amostras a cada dois centimetros
(intercalando-se com as amostras destinadas para a analise granulométrica) em uma metade da
amostra, ou seja, lado A ou lado B seguindo o mesmo protocolo para esta analise descrito para a
Matriz sedimento superficial. A quantidade a ser analisada corresponde a toda a metade da amostra

liofilizada previamente a esta analise.
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¢) Minerais pesados

A andlise de minerais pesados devera ser realizada na aliquota remanescente da dissolugdo de
carbonato de célcio através do método gravitacional utilizando-se liquido denso bromoférmio. Apés a
separagdo, os minerais devem ser limpos dos residuos dos liquidos densos utilizando-se élcool

etilico.
d) Teor de matéria organica total (MOT)

O teor de matéria organica devera ser realizada em amostras a cada dois centimetros (intercalando-
se com as amostras destinadas para a analise granulométrica) em uma metade da amostra, ou seja,
lado A ou lado B seguindo o mesmo protocolo para esta analise descrito para a Matriz sedimento
superficial. A quantidade a ser analisada corresponde a toda a metade da amostra liofilizada

previamente a esta andlise.

e) Metais

As amostras utilizadas para este ensaio devem ser previamente liofilizadas.

» Pesar 0,500 g de amostra de sedimento previamente liofilizada em balanga analitica
» Transferir as amostras para os tubos do bloco digestor em capela.

» Adicionar 4,5 ml de HCL e 1,5 ml de HNO3

» Tampar os tubos digestores com vidro de relégio e deixar em repouso por 16 hs.

» Aquecer as amostras a 85+50C por 2hs com agitacdo ocasional, com os tubos tampados com

vidro de reldgio.
» Apos 2 hs desligar o bloco digestor e aguardar o resfriamento dos tubos

» Filtrar as amostras a vacuo com membrana de acetato de celulose de porosidade 0,45 um e

47 mm de didmetro e transferir para falcons de 50 ml.
» Avolumar as amostras nos falcons para 35 ml.

» Proceder com a leitura das amostras em espectrofotdmetro de absor¢éo atdmica em método de

chama.
Brancos e certificagéo:

Para cada bateria no bloco digestor (20 tubos) 2 unidades deverdo ser separadas para branco e

padréo certificado.

Para o branco deve ser adicionado ao tubo apenas os acidos (4,5 ml de HCL + 1,5 ml de HNO3). O

branco também devera ser filtrado e avolumado para posterior leitura.
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O padrao certificado utilizado é o BCR 701®, que devera ser tratado da mesma forma que a amostra.
Pesar 0,500 g de padrdo e adicionar ao tubo do bloco do digestor, seguido da adicdo de &cidos
(4,5ml de HCL + 1,5ml de HNO3). Apds a digestdo, o padrdo também devera ser filtrado e
avolumado no falcon para posterior leitura. O procedimento de extracdo segue as recomendacgfes de
Ure et al. (1993), Larner et al. (2006) e Silva et al. (2014).

4.2.4. Matriz biota
a) Fitoplancton

e Amostras qualitativas

Em laboratério, sera realizado um levantamento de todas as amostras coletadas em campo. As
amostras qualitativas coletadas em frascos de polietleno de 250mL serdo sedimentadas por
aproximadamente um dia ou até sedimentacéo total do material particulado, e parte do sobrenadante
e material sedimentado serdo transferidos para frasco cilindrico de vidro 100mL, etiquetado com
informacdes referentes ao ponto onde foi coletada. De forma semelhante, amostras coletadas em
frascos escuros de 150mL serdo transferidas para frascos escuros de 78mL. A sedimentacéo
ocorrera no préprio frasco, apés transferéncias serdo armazenadas em ambiente abrigado de luz,
estando disponiveis para serem analisadas. Serd recomendada avaliagcdo periédica das amostras

fixadas para reposi¢éo do fixador, se necessario.

A analise qualitativa do material coletado sera em microscopio biolégico 6ptico, equipado com camera
USB para registros de imagens e ocular de medigdo. Os organismos serdo esquematizados,
fotografados e identificados, analisando-se as suas caracteristicas morfoldgicas e morfométricas.
Bibliografia especializada serd utilizada para identificagdo e classificacdo dos organismos
fitoplancténicos. Na impossibilidade de se identificar os organismos em nivel de espécie, os
espécimes serdo morfotipados de acordo com caracteristicas morfométricas e morfologicas
semelhantes e conforme maior dimensé&o linear. Uma analise critica da lista de taxons sera executada
para confirmar a adequacédo da ficoflérula local, revisdo e enquadramento taxondmico. Os nomes
cientificos das espécies encontradas nas amostras serdo consultados junto ao banco de dados

internacional ALGAEBASE (http://www.algaebase.org/).

Como procedimento para a andlise qualitativa em microscépio serd recomendado que:

» Monte um cronograma de analise em um arquivo incluindo informacdes sobre os pontos

amostrais. O nome do analista devera ser informado ao inicio da andlise;

» Reserve uma amostra e porta ponteiras com 12 repartic6es contendo ponteiras em uma bandeja.
Inclua também laminas e laminulas em uma folha de papel toalha, e micropipetador automatico
regulado em 25uL na bancada do laboratério. A ponteira e reparticdo da bandeja devera ter indicacéo

do ponto amostral a ser analisado;
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» Separe um béquer de 10 mL com agua destilada, pipeta de 3 mL, agulhas de seringas, lapis,
borracha e ficha de andlise qualitativa do fitoplancton na regido da bancada préxima ao microscopio

onde sera realizada a analise;

» Monte uma lamina contendo a amostra utilizando um micropipetador automatico com a ponteira
acoplada. Ejete a ponteira previamente identificada na reparticdo correspondente da bandeja e

guarde a micropipeta em posicéo vertical,

» Retire 0 excesso de amostra pipetada na lamina com papel toalha para ndo umedecer o

microscopio e dirija-se a ele;
» Retire a capa protetora do microscopio;
» Coloque a lamina, ligue-o e aumente gradativamente sua luz;

» Em lente de menor objetiva mexa no macrométrico até encontrar algum “borrdo”. Ajuste o foco

com 0 micrométrico até ver a imagem limpa;

» Regule a distancia entre as oculares até que a imagem visualizada fique unificada;

» Aumente gradativamente as objetivas ajustando o foco através do micrométrico caso necessario;
» Diminua a luz;

» Preencha o cabecalho da ficha de analise com as informag8es presentes no frasco da amostra

devidamente etiquetado. Aumente a luz e inicie a analise preenchendo a ficha;

» Atencao a reducdo da luminosidade do microscépio ao realizar qualquer procedimento que nao

exija a uso das oculares. Recomenda-se sua diminuicao;

» Abaixe a luz, diminua a platina, volte para a objetiva de menor aumento ao analisar e percorrer

toda a lamina;

» Transfira a amostra analisada para um frasco de descarte. Coloque as laminas e laminula no

molho de detergente e em béqueres separados e identificados;
» Para dar prosseguindo a andlise, repita os passos de 4-12, com atengdo ao passo 12;

» Ao final da andlise, reduza a luz do microscopio, abaixe a platina, deixe a objetiva de menor

aumento perpendicular a platina e desligue-o;

> Limpe as objetivas, oculares e platina com algod&o e solucéo de limpeza de microscépio (Alcool,

cloroférmio e éter) presente na geladeira;

» Cubra-o com sua capa protetora e guarde a ficha de andlise na reparticdo de analise qualitativa

na pasta do projeto RRDM,;

» Preencha a ficha presente no caderno de controle de uso dos microscépios e atualize a planilha

de cronograma,;
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» Guarde os materiais utilizados durante a andlise em seus respectivos lugares.

» O béquer com agua destilada e pipeta seréo utilizados quando a lamina secar, cuidado para a
agua destilada n&o cair na bancada e microscépio. A agulha devera ser utilizada durante tentativas
de promover mudancas de posicdo de um espécime através de leves batidas na laminula. A adigdo
de 4gua a lamina e leves batidas nas laminulas deverdo ser realizadas em objetivas de menor

aumento.

» Nas fichas de analise poderédo ser preenchidas informacdes especificas do ponto em analise caso
necessario. Tais informagBes poderdo auxiliar nas discussGes dos relatérios mesmo que nao

requisitada nos campos de preenchimento da ficha.

e Amostras guantitativas

Sera realizado um levantamento de todas as amostras quantitativas coletadas em campo. As
amostras quantitativas coletadas em frascos de polietileno de 250 mL serdo re-etiquetadas contendo
informacdes referentes ao ponto onde foi coletada, enquanto as de frascos Nalgon de 1L serdo
submetidas as sedimentacdes, de modo a reduzir o volume e serem armazenadas em frascos de

polietileno de 250mL para estocagem e armazenamento.

As recomendacdes procedimentais para reducdo do volume das amostras dos frascos Nalgon de 1L

realizadas em laboratério é dada pelos passos:
» Anotar o volume total de amostra coletada (lembrar-se de descontar o volume do reagente 50mL);
» Deixar a amostra sedimentando em préprio frasco de coleta por aproximadamente 1 semana;

» Retirar o sobrenadante até 250mL de cada frasco de 1L e transferir para o frasco de 250mL

(volume final). Utilizar pipeta graduada.

» Retirar 0 sobrenadante com pipeta e transferir a fragdo sedimentada para proveta de 100 ml,

sedimentar por mais 5 dias;

Para andlise quantitativa do material coletado sera utilizado microscopio invertido equipado com
camera para registros de imagens e ocular de medi¢cao. As amostras serdo sedimentadas por um
periodo minimo de 24 horas ou mais conforme o método proposto por Utherméhl (1958), em cubeta

de sedimentac¢do de 25mL ou 50mL.
Como procedimento para a analise quantitativa em microscépio serd recomendado que:

» Monte um cronograma de analise em um arquivo incluindo informacdes sobre os pontos

amostrais. O nome do analista devera ser informado ao inicio da analise;

» Atencdo: Nesse ponto, podem ser estabelecidos caminhos de acordo com a procedéncia da

amostra;
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— Se proveniente de aguas oligotréficas é recomendado retirar o sobrenadante do frasco de
250mL utilizando uma pipeta graduada e transferir a amostra para proveta de 100 mL, deixando
sedimentar por mais 5 dias. Apés, retirar novamente o sobrenadante e transferir a fracao
sedimentada para coluna de sedimentacdo de 50mL, sedimentar por 2 dias (tempo de
sedimentacdo: 3 horas por centimetro de altura da coluna de sedimentacéao).

— Se necessério a diluicho da amostra para distribuicho adequada das particulas, é
recomendado adicionar 10mL de amostra e 90mL de agua destilada em uma proveta de 100mL.
Homogeneizar e transferir para coluna de 25mL.

— Separe em badeja uma amostra, camara de contagem, lamina redonda em acrilico, coluna de
sedimentacéo apropriada (25mL ou 50mL), antes seguir passos 2.1 ou 2.2;

— Verifique se a laminula da cAmara esté danificada. Caso necessario faca sua troca;

— Una perpendicularmente camara a coluna através de glicerina depositada em sua base.
Preencha o volume de amostra a coluna em uma Unica adi¢éo, evitando a formacéo de bolhas de
ar. Cuidado para ndo romper a conexdo camara-coluna. O procedimento deve ser realizado na
bandeja para evitar perda de amostra se rompido a conexao e pode ser feito diretamente do frasco
250mL ou utilizando pipeta;

— Tampe a coluna com a lamina de acrilico redonda evitando a formacéo de bolha de ar;

— Indique em fica crepe informac¢des sobre o codigo da amostra, ponto amostral, profundidade,
data e campanha, e cole na base da camara;

Separe uma caixa organizadora formato retangular com tampa;

Introduza isopor na base interna da caixa organizadora para seu nivelamento;

Transfira, cuidadosamente, a cAmara e coluna contendo amostra para a caixa;

Adicione a caixa agua destilada e sanitaria para evitar a evaporacao e proliferacéo fungica;

N

Feche e reserve a caixa na parte mais isolada da bancada do laboratério para evitar que a
amostra vaze da coluna em funcéo de esbarrbes acidentais ou trepidacoes;

— Guarde todo material utilizado no processo de sedimentacdo da amostra;

— Anote em caderno de protocolo e planilha de cronograma o horario em que a amostra foi
sedimentada;

— Aguarde 24 horas passadas do horério inicial da sedimentada;

— Verifique se ndo houve o vazamento da amostra apds as 24 horas;

— Transfira cuidadosamente a amostra sedimentada para outra bandeja;

— Reserve uma lamina quadrada e a posicione paralelamente a base da coluna de
sedimentacao;

— Empurre delicadamente a lamina quadrada contra a base da coluna de modo a eliminar o
sobrenadante e para evitar a formagédo de bolhas. A lamina devera cobrir toda a parte de inox da
camara;

— Transfira o conteddo da coluna para o frasco inicial de onde se retirou a amostra, com
cuidado para nédo se perder os 2 mL presentes na camara com lamina quadrada;

— Coloque a coluna no molho de detergente e agua destilada;
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— Retire com papel toalha o excesso de amostra proveniente da transferéncia para néo
umedecer 0 microscopio invertido e dirija-se a ele;

— Retire a capa protetora do microscopio;

— Coloque a camara com lamina, ligue-o, verifigue se estd no contraste de fase normal.
Aumente gradativamente sua luz;

— Em objetiva de 40X mexa no macrométrico até encontrar algum “borrdo”. Ajuste o foco com o
micrométrico até ver a imagem limpa;

— Regule a distancia entre as oculares até que a imagem visualizada fique unificada.

— Percorra a cdmara para identificar as caracteristicas da amostra em se tratando de material
particulado;

— Diminua a luz;

— Preencha o cabecalho da ficha de analise quantitativa com as informacdes presentes no
frasco da amostra devidamente etiquetada;

— Separe a folha contendo os pontos aleatérios adequados a cada microscépio invertido. Nas
coordenadas o primeiro nimero corresponde ao eixo X, régua horizontal presente na platina, e
segundo Y, régua vertical;

— Aumente a luz;

— Inicie a analise preenchendo a ficha de analise quantitativa;

— Atencdo a reducdo da luminosidade do microscépio ao realizar qualquer procedimento que
ndo exija a uso da ocular. Recomenda-se sua diminuicdo para evitar a evaporacdo da amostra em
andlise, presenca de bolhas na amostra indica evaporacao;

— Abaixe a luz e desligue o microscépio para dar prosseguindo a andlise com outra amostra.
Transfira a amostra analisada para o frasco da amostra. Coloque camara e lamina no molho de
detergente;

— Repita os passos 16 em diante exceto 21;

— Ao final da andlise, reduza a luz do microscépio, desligue-o;

— Limpe as objetivas, oculares e platina com algodao e solucdo de limpeza de microscépio
(Alcool, cloroférmio e éter) presente na geladeira;

— Cubra-o com sua capa protetora e guarde a ficha de analise na reparticdo de andlise
guantitativa na pasta do projeto RRDM;

— Preencha a ficha presente no caderno de controle de uso dos microscopios e atualize a
planilha de cronograma;

— Guarde os materiais utilizados durante a analise em seus respectivos lugares;

— A contagem devera ser realizada no aumento de 400 vezes. Registros fotograficos poderao
ser realizados em aumento superior ou inferior, mas para contagem o aumento proposto pela
literatura devera ser respeitado. Podera alterar o contraste na contagem para observacéo

detalhada do espécime analisado.
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Os organismos serao fotografados, esquematizados e contados por meio dos microscopios invertidos
em aumento de 400 vezes, utilizando procedimento descrito por Uehlinger (1964), através do uso de
campos aleatdrios cujas coordenadas serdo geradas no software Campare, que posteriormente serao
colocados na platina do microscopio. Para cada contagem sera gerado um sistema de campo
aleatoério diferente. O critério utilizado para determinacdo do ndmero de campos a serem contados
serd o0 que procura alcangar 100 individuos da espécie mais abundante. De acordo com Lund et al.
(1958), isto permite trabalhar com intervalos de confianca de + 20% da média, a um nivel de

significancia de 95%, considerado suficientes para estudos dessa natureza.

e Tratamento dos dados

Os organismos serdo classificados em duas fracdes de tamanho durante as contagens:
nanofitoplancton (2-19 um) e microfitoplancton (20-200 pum). Os espécimes encontrados terdo as
medicdes de suas dimensdes retiradas e anotadas no caderno de registro morfométrico (medidas e
formato) como subsidio para o calculo do biovolume, seguindo as recomendacdes de literaturas como
Hillebrand et al. (1999), Sun e Liu (2003), Olenina et al. (2006), Vadrucci et al. (2013) sobre a forma

geométrica atribuida a cada grupo taxonémico.

Os resultados serdo expressos em organismos por mL (densidade numérica de organismos),

conforme Equacéo 4.

N A 1
=n X —X—
a ¥V

Equacéo 4
Onde:
N = Numero de organismos por mL
n = ndmero de organismos contados
a = Area contada
A = Area total da camara
V = Volume total sedimentado

Os indices de diversidade especifica (bitseorganismo-1) serdo calculados a partir dos valores de
densidade numérica do fitoplancton, conforme o método proposto por Shannon e Weaver (1949)

através da respectiva Equacéo 5:

N i
H:_Z pixlogl x pi,sendo pi =—
i=1 n

Equacéo 5
Onde:
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H: Diversidade especifica da amostra;
ni: Namero de individuos da espécie i;
N: Densidade total da amostra.

Os indices de equabilidade serdo calculados através dos resultados obtidos com o indice de
diversidade, e também o nimero de espécies encontradas nas amostras, de acordo com o que foi
proposto por Pielou (1975, apud LEGENDRE & LEGENDRE, 1983). Seguindo a Equacgdo 6 e
Equacéao 7.

E H
me
Equacéo 6

Hpey = log2 = §

Equacao 7
Onde:
E = Equabilidade;
H = diversidade da amostra;
Hmax = diversidade maxima da amostra;
S = nlmero de espécies da amostra.
Para os célculos de diversidade e equabilidade sera utilizado o programa estatistico Past.

Copie para a planilha de trabalho do programa os seus dados, onde as linhas serdo os taxons
encontrados na amostra quantitativa e nas colunas a densidade numérica dos taxons em cada
estacao amostral, ou pontos de coleta (se um taxon aparecer na esta¢cdo amostral um e na dois ndo
tiver representatividade numérica coloque o niimero zero ao invés de deixar em branco). Em seguida,
selecione todos os dados da planilha, na barra de ferramentas va em diversity -> diversity indices, o
programa apresentara os resultados em tabela, onde cada estac¢é@o ter4 uma coluna com o nhome da
estacdo (média da maxima e minima), uma coluna com valor maximo e outra com o valor minimo. Os
valores de diversidade estardo na linha referente a Shannon_H e os de equabilidade na linha
Equitability J. Quando maior o valor de diversidade, maior sera a diversidade ficocloristica. Ja a
equabilidade varia de 0-1, sendo O quando os téxons ndo estdo igualmente representados
numericamente, e 1 quando eles estdo igualmente representados numericamente. Os valores médios
de diversidade, importados do programa PAST 3.0, devem ser convertidos pela multiplicacdo por
1,44. O programa calcula a diversidade com log neperiano, enquanto que nos Projetos do LabFito

utiliza-se log na base 2.
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Os indices de abundéancia e dominancia utilizam dos valores de densidade numérica da comunidade
fitoplanctonica seguindo o proposto por Lobo & Leighton (1986), onde serdo consideradas espécies
dominantes aquelas onde que suas densidades superaram 50% da densidade total de suas
respectivas amostras. E abundantes aquelas que possuirem densidade numérica superior ao valor

médio da densidade total de individuos de cada amostra.

Procedimento para analise de pigmentos (clorofila-a, clorofila-b, clorofila-c, feopigmentos e

carotenoides) em laboratorio

Nessa seccdo € descrita os procedimentos para o método espectrofotométrico da analise de
pigmentos e se subdivide em procedimentos de coleta e filtracdo, extracdo dos pigmentos e leitura

das absorbancias.

Serdo utilizados alcool 70%, solucdo de acetona 90%, solucao de acido cloridrico 0,1N e carbonato

de magnésio em etapas especificas:
Acetona 90%

Materiais:

01 proveta de 2L;

01 proveta de 1L;

02 frascos de vidro &mbar de 1L;
01 funil;

1L de acetona 99,5%;

105,56mL de agua destilada;
Parafilme;

© N o bk w DR

Capela.
As recomendagfes procedimentos séo:

1. Medir 105,56mL de agua destilada em proveta de 1L e reservar. Vedar com parafilme.

2. Adicionar 1L de acetona 99,5% em uma proveta de 2L e vedar com parafilme. O procedimento
devera ser realizado em capela;

3. Transferir 105,56mL de 4gua destilada para a proveta de 2L contendo acetona com auxilio de um
funil para obtencdo da acetona 90%.

4. Passar acetona 90% para frasco de vidro &mbar e vedar a conexdo da tampa e frasco com
parafilme.

5. ldentificar o contetdo do frasco com nome da solucdo, concentragcdo, data de preparo, nome de

guem preparou e armazenar em geladeira.
Alcool 70%

Materiais:
1. 01 proveta de 2L;
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01 proveta de 1L;

01 funil;

1L de alcool 99,5%;

421,43 mL de agua destilada;
02 frascos de 1L

Parafilme;

© N o g bk~ wDd

Capela.

Para obtencéo de alcool 70% recomenda-se:

1. Medir 421,43mL de agua destilada em proveta de 1L e reservar;

2. Adicionar 1L de &lcool 99,5% em uma proveta de 2L e vedar com parafilme. O procedimento
devera ser realizado em capela;

3. Transferir 421,43mL de 4gua destilada para a proveta de 2L contendo alcool com auxilio de um
funil para obtencédo do &lcool 70% e em seguida transferir para frascos de 1L;

4. Identificar o contetdo do frasco com nome da solugdo, concentracdo, data de preparo, nome de
guem preparou e armazenar em ambiente refrigerado.

Solucéo de &cido cloridrico 0,1N

Materiais:

1. 8,5 ml HCI concentrado;

2. 1000 ml de &gua destilada;

Para obtencado da solugéo de acido cloridrico 0,1N:

Colocar 500 ml 4gua destilada em um bal&o volumétrico de 1L;
Adicionar os 8,5 ml de HCI concentrado e esperar arrefecer;

Completar para 1L com o restante da agua destilada;

A 0w DN R

Armazenar em frasco escuro vedado;

Solucao saturada de carbonato de magnésio 1%
Materiais:

01 grama de Carbonato de Magnésio (MgCO3);
100mL de agua destilada;

01 Béquer de 100mL

01 Erlenmeyer de 250mL;

01 Balanca de preciséo;

o g > w N PR

01 Frasco de vidro ambar de 500mL.
Procedimento:

1. Pesar 1g de Carbonato de Magnésio em um béquer;
2. Transferir para o Erlenmeyer e adicionar a agua;

3. Homogeineizar a solucéo e esperar precipitar;
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4. Retirar o sobrenadante. (Caso tenha sobrado uma quantidade muito grande de precipitado pode-
se adicionar mais dgua e repetir a etapa 3 para aproveitar o0 maximo de reagente possivel, até sobrar
pouco Carbonato de Magnésio precipitado);

5. Transferir o sobrenadante para o frasco ambar etiquetado (nome da solucdo, concentracéo, data

de preparo da solugcédo e nome de quem preparou).

e Extracdo dos pigmentos

Os materiais necessarios na etapa de extracdo dos pigmentos fotossintéticos realizados em

laboratério sao:

» Tubos Falcon de 15 mL identificados na tampa (246 nas semestrais, 204 nas trimestrais e 66 nas

mensais) devidamente limpos, secos, isentos de vestigios de acidos e com tampas;

» Filtros com células armazenados em recipiente com silica gel.

» Capas de papel aluminio envolvido em fita crepe para os tubos Falcon. Identificar as capas;
» 01 Pinca de metal de ponta lisa e chata, limpa com alcool 70%;

» 01 Frasco com acetona 90% (Protocolo no “Caderno de Protocolo RRDM” e Dropbox);
» 01 Pisseta com agua destilada;

» 01 Pisseta com &lcool 70%;

» 01 Pipeta de vidro graduada (volume: 10 mL), devidamente limpa;

» Mixadores eletrénicos (checar as pilhas);

» Grades para colocar tubos Falcon;

» 01 Refrigerador com temperatura a 4°C;

» 01 Béquer para descarte de residuos;

» 01 Planilha para anotacéo de informacgdes extras, volumes filtrados e absorbancias.

Durante o procedimento de extracado dos pigmentos fotossintéticos serdo utilizados jalecos, sapatos
fechados, méscaras para vapores organicos e luvas descartaveis, e como procedimento analitico

recomenda-se:

1. Anotar em planilha a hora inicial e final (apés mixagem) desta etapa.
2. Descongelar as amostras contidas em recipiente de silica gel em temperatura ambiente durante

30 minutos.

3. Em local escuro ou penumbra e bem ventilado, utilizar pinga metalica (limpa com &alcool 70%)
para colocar cada filtro num tubo Falcon estéril com tampa (para evitar volatilizagdo do solvente), com

capa e identificado.
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4. Pipetar 5mL de acetona 90% em cada tubo Falcon sem que a pipeta encoste no filtro;

5. Mixar as amostras através do uso de mixador por 1 minuto ou até que o filtro se dissolva na
acetona 90%.

6. Pipetar mais 5mL de acetona 90% em cada tubo Falcon, resultando em 10mL.

7. Colocar os tubos nas grades e armazena-los no refrigerador/geladeira a um temperatura de +4°C,
ao abrigo da luz, por um periodo entre 20 a 24 horas (deixa-se amostra em overnight)

Algumas horas antes de completar o periodo de 24 horas da extracdo a frio, recomenda-se agitar

levemente os tubos Falcon para auxiliar a extracao.

e Leitura das absorbancias

Para o procedimento de leitura das absorbancias em espectrofotdmetro, realizado 24 horas apés a

extracdo a frio, serdo utilizados:
» 08 Cubetas de quartzo com tampas (Cubetas de vidro 6tico com tampa G-4);

» Tubos Falcon de 15mL devidamente encapados e contendo amostras mixadas em acetona 90%

(quantidade dependera da quantidade de frascos/réplicas);
» Capas para envolver tubos Falcon;

» 01 Caixa com lengo de papel;

» 01 Pinca de metal de ponta lisa;

» 01 Frasco com acetona 90%;

» 01 Frasco com HCI (volume usado: 100 pL = 0,1 mL);

» 01 Pisseta com agua destilada;

» 01 Pisseta com éalcool 70%;

» 02 Grades para colocar tubos Falcon;

» 01 Cronbmetro;

> 01 Centrifuga (EXCELSA | 2206 FANEN — 16 posicdes);
» 01 Espectrofotdbmetro (T80 PG INSTRUMENTYS);

» 01 Planilha para anota¢éo de informacdes extras, volumes filtrados e absorbancias;

A leitura devera ser realizada, de preferéncia, por 2 pessoas para agilizar a analise e evitar maior

tempo de exposicao a erros através das recomendacdes:
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1. Retirar 16 tubos Falcon do refrigerador e centrifugar o conteddo dos mesmos por 5 minutos a
5.000 rpm. Em seguida, transferir o sobrenadante para outro tubo Falcon e repetir o processo de
centrifugagdo. A centrifugacdo serd de 16 em 16 amostras — colocando-as em opostos para
equilibrar o peso.

Atencao: Os restantes das amostras permanecem no refrigerador até que o inicio da leitura da ABS
da pendltima amostra em espectrofotdmetro, visto que apenas 16 amostras podem ser centrifugadas
e o tempo de leitura do conjunto de amostras varia em torno de 10 minutos.

2. Ligar o espectrofotometro (T80 PG INSTRUMENTS) e aguardar cerca de 3 minutos até que ele
inicie completamente, quando o menu inicial aparecer no LDC. Caso nao inicie verifique se ha alguma
amostra dentro do equipamento. A analise em espectrofotdbmetro deverd ocorrer em local escuro ou
penumbra.

3. Aguardar entre 15-30 minutos para que as lampadas do espectrofotdmetro aquecam para que 0s
dados sejam precisos e estaveis;

4. As 08 cubetas de quartzo com 08 tampas devem ser ambientadas com acetona 90% antes da
introducdo da amostra;

5. No espectrofotbmetro, uma solucdo de referéncia (acetona 90%) deverd ser usada para zerar a
leitura do equipamento. A acetona 90% (branco) devera ser homogeneizada e vertida na cubeta de
quartzo, que devera ser colocada na primeira posicdo dentro do espectrofotdmetro;

6. Em seguida, cubetas contendo as amostras para analise devem se introduzidas nas demais
posicdes do espectrofotdmetro. Atencdo ao possivel vazamento da amostra umedecendo a parede
externa da cubeta quando introduzida no espectrofotdbmetro e ao controle da identificacdo das
amostras.

7. Verificar se espectrofotdmetro esta configurado para leitura das absorbancias. Digitar o
comprimento de onda desejado para a leitura das absorbancias (480, 510, 630, 647, 665 ou 750
nm)*.

Atencdo: Ao pegar amostra do tubo Falcon deve-se tomar cuidado para ndo ressuspender os
residuos de filtro que se encontram sedimentados no fundo, caso contrario devera ser repetido o
procedimento de centrifugacdo da amostra.

8. (Sem acidificacdo): Realizar a leitura e anotar a absorbancia (ABS) primeiro no comprimento de
onda de 480 nm, em seguida 510, 630, 647, 665 nm e 750 nm. A leitura deve ser imediata apos a
estabilizacdo da ABS, que aparece automaticamente na tela do espectrofotdmetro. Além disso, a
cada mudanca de A deve-se zerar a leitura com acetona 90%.

9. (com acidificagdo): Apds a leitura da ABS no A de 750 nm, efetuar a fase de acidificagdo
(conversao da clorofila em feopigmentos), retirando a cubeta com extrato do espectrofotdmetro e
acrescentando 100 uL (0,1 mL ou 2 gotas pipetadas) de HCL (0,2 M) nho mesmo. Aguardar 2 minutos,
efetuando agitacdo da cubeta por 1 minuto.

10. (com acidificacéo): Realizar a leitura imediata do extrato acidificado e anotar a absorbancia (ABS)

no comprimento de onda de 750 nm, seguido do A de 480 nm.
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11. Descartar a amostra e efetuar a lavagem da cubeta com agua destilada (3 vezes) seguida de 1
mL de acetona 90%. Seca-la com papel macio (Ex.: lenco de papel) para ndo arranhar a mesma,
principalmente as paredes ndo opacas (transparentes), que devem ser secas e limpas para néo
atrapalhar a passagem do feixe de luz. Retirar 0 excesso de agua de dentro da cubeta ao bater
levemente a cubeta de cabeca para baixo em um papel.

12. Realizar a leitura das absorbancias de novo extrato repetindo-se as etapas anteriores, lembrando
que extrato devera ser lido em DUPLICATA e que a cada mudanca de comprimento de onda deve-se
zerar a leitura do espectrofotdmetro com acetona 90%.

Atencao: O procedimento de leitura devera ser feito em menor tempo possivel para evitar evaporacéo
da acetona e consequentemente a variacdo do volume do extrato na cubeta.

1) As instrugdes de uso dos espectrofotdmetros variam conforme o modelo. Ha a possibilidade de
colocar a leitura em multicomprimentos, onde previamente colocam-se todos os comprimentos de
onda e o aparelho |é cada cubeta em cada comprimento automaticamente, apresentando os valores
ao final da analise.

2) As faces opacas da cubeta deverdo estar em contato com as paredes do local de encaixe, para
gue nédo ocorra impedimento da luz pelo liquido.

3) As ABS, antes e apos acidificagdo, o volume de amostra filtrada e o volume de acetona 90%
utilizado na extracdo serdo usados no calculo para determinar as concentracfes de clorofila-a,

clorofila-b, clorofila-c, feopigmentos e carotendides em pg/L (microgramas por litro).

A determinacdo espectrofotométrica da concentragdo de pigmentos fotossintéticos serd obtida
através das duas equacgBes monocromaticas de Lorenzen (1967). Além disso, a clorofila-a ativa (%)
sera estimada a partir da razdo dos valores de clorofila-a pela concentracdo total de pigmentos

(clorofila-a e feopigmentos).

b) Ictioplancton

Todas as analises serdo realizadas no Laboratorio de Ictioplancton do Departamento de Zoologia do

Instituto de Biologia da Universidade Federal do Rio de Janeiro.

Os ovos de peixes serdo contados e triados, sob microscopio estereoscopico. As amostras com uma
grande quantidade de ovos serdao subamostradas com fracionador de Folsom (McEwen et al., 1954).
A contagem e triagem das larvas de peixes seréo realizadas na totalidade da amostra. Para a andlise
guantitativa sera calculada a densidade dos ovos e larvas extrapolados para um volume padréo (100
m-3). A identificagdo dos ovos e larvas de peixes sera realizada com auxilio de microscopio

estereoscopico, utilizando alguns parametros meristicos e morfométricos.

As larvas serdo medidas, para auxiliar na identificagdo, com ocular e lamina milimetrada de 0,1 mm
de precisdo. Para medida do tamanho do corpo sera utilizado o comprimento padrdao (CP). A
identificacdo serd realizada com auxilio de referéncias bibliograficas especializadas, tais como:
Richards (2006); Bonecker e Castro (2006); Fahay (2007), Bonecker et al. (2014), entre outros.
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A terminologia adotada para os diferentes estadios de desenvolvimento das larvas de peixes seguira

a proposta por Moser (1996): larvas vitelinicas, pré-flexao, flexao e pés-flexao.

O inventario de larvas de peixes sera baseado na classificacdo de Nelson et al. (2016). Todos os
nomes de familias e espécies de peixes identificadas no presente estudo serdo checados e
atualizados seguindo Eschmeyer et al. (2019). Apés a identificacdo todos os ovos e larvas serdo
tombados na colegdo de ictioplancton do Laboratério Integrado de Zooplancton e Ictioplancton da
Universidade Federal do Rio de Janeiro — DZUFRJ.

Para auxiliar na interpretacdo dos resultados serdo confeccionados tabelas e graficos, além da
entrada dos dados no banco de dados Laboratério Integrado de Zooplancton e Ictioplancton da
Universidade Federal do Rio de Janeiro. Seréo realizados testes estatisticos e analises multivariadas
para auxiliar na interpretacdo dos resultados da assembleia das larvas de peixes.

c) Zooplancton
Equipamentos e materiais necessarios:

» Microscopio binocular Nikon Eclipse 50i e Olympus CX41, com ocular de aumento 10x e objetivas
com aumento de 4, 10, 25 e 40x;

» Microscépio estereoscoépico (lupa) Nikon SMZ800 e Zeiss Stemi 2000 com ocular de 10 e 20x e

objetivas em “zoom”;

» Peneira de malha de 60 pum;

» Céamaras de Bogorov, com capacidade de 35 ml;
» Lamina lisa;

» Pipeta de Pasteur;

» Fracionador de Folsom “Folsom Plankton Sample Spliter”;
» Pincas de ponta fina;

» Contador manual;

» Agulha 0,15 mm (Insect pins);

» Pisseta;

» Béquer graduado;

» Filtros de nailon com abertura de malha de 60 pum;

> Bomba a vacuo;
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» Dessecador;

» Balanca de preciséo;

» Estufa.

Identificac@o morfoldgica e quantificagdo (andlise quali-quantitativa)

» Com o auxilio de uma peneira de tela de nailon, com abertura de malha de 60 um, retirar o
formaldeido da amostra e transferir os organismos para um béquer com agua. Guardar o formol
original da amostra.

» Transferir os organismos para o subamostrador Folsom e subdividir a amostra até a obtencéo de
500 individuos.

» Certificar-se de que o subamostrador Folsom foi bem limpo entre as fragdes, com o auxilio de
pisseta e jatos de agua.

» Transferir a subamostra para uma placa de Bogorov. Em estereomicroscépio analisar e identificar
0s organismos até o menor nivel taxonémico possivel, utilizando bibliografia especializada.

» Para identificacdo de alguns organismos sera necessario disseca-los com agulhas (insects pins)
de 0,15 mm em esteromicroscopio, para observagdo em microscépio comum.

» O restante da amostra que nédo foi utilizada para identificagdo deve retornar ao formol original da
amostra.

» A nomenclatura dos taxa devera ser checada junto ao banco de dados internacional ITIS —

Integrated Taxonomic Information System (http://www.itis.gov) para verificacdo da validade do nome.
e Biomassa
Peso umido:

» Os filtros de malha de nailon de 160 um devem ser mantidos secos antes de serem pré-pesados
em balang¢a com preciséo de 0,1 mg.

» A amostra deve passar através do filtro de malha de nailon, com a ajuda de um funil de vidro.

» A amostra acumulada na malha de nailon deve ser colocada no dessecador. Com o auxilio de
uma bomba seré gerado vacuo dentro do dessecador e assim as amostras devem permanecer pelo
tempo necessario para a eliminacdo do excesso de agua. O tempo exato em que cada amostra ficara
dentro do dessecador sera avaliado no momento, dependo das condi¢des da amostra.

» A amostra sera pesada em uma balanca de preciséo e o peso Umido calculado de acordo com a
formula:

o Peso imido (mg.m™) = amostra umida no filtro (mg) — filtro (mg)/volume filtrado (m™)

» Peso seco:

» A amostra serd acondicionada em cadinho de porcelana de 30 ml com tampa. A secagem da
amostra na estufa deve ser feita a 60 °C por 24 horas (Lovegrove, 1962) para evitar a perda de
materiais organicos mais volateis como lipideos. Para organismos gelatinosos e crustaceos maiores,

como Brachyura, € indicado uma temperatura de 140 °C (Madin et al, 1981).
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» A concentracao do peso seco é calculada segundo a férmula;

o Peso seco (mg.m™) = amostra seca no filtro (mg) — filtro (mg)/volume filtrado (m™)

d) Bentos marinho de substrato inconsolidado
Processamento das Amostras

ApOs a coleta de fundo inconsolidado na Plataforma Continental ao longo dos pontos amostrais
estabelecidos no Projeto RRDM, as amostras serdo levadas do barco para a Base Oceanogréfica da
UFES em Santa Cruz, Aracruz, ES, onde serdo submetidas ao processo de lavagem, conforme se

segue.

e Materiais necessarios para a lavagem:

» recipientes para medir volume das amostras (béquer ou proveta graduados);

» peneiras de granulometria de 2 mm e 0,5 mm;

» 1 ou 2 baldes para recebimento da amostra peneirada — conforme descrito abaixo;
» espétula para manipulacdo da amostra;

» 3 potes para acondicionamento das amostras retidas nas peneiras — 1 para cada aliquota de uma

mesma amostra;

» etiguetas em papel vegetal — uma para cada pote, com o respectivo nimero da aliquota;
» canetas marcadoras para anotar o nome das amostras na parte externa nos potes;
» caderno para anotagdo das amostras processadas;

» lapis para anotacdo no caderno;

» jaleco;

» luvas;

» Oculos de protecéo.

Procedimento:

» Retirar uma das amostras da bombona;

» Transferir o conteldo para um recipiente graduado;

» Medir o volume total de amostra (sedimento) e anotar em caderno;

» Separar o volume total em 3 aliquotas de igual volume e anotar em caderno;
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» Transferir cada uma das aliquotas para as peneiras de granulometria de 2 mm e 0,5 mm de
malhas, aos poucos para ndo transbordar o volume das peneiras e ndo perder material.
Observacdes: a peneira de 2 mm devera estar posicionada sobre a peneira de 0,5 mm e ambas
dentro de um balde para evitar perda de material, posicionado dentro do tanque de lavagem das
amostras ou a peneira de 2 mm devera estar posicionada dentro de um balde e a peneira de 0,5 mm
devera estar posicionada dentro de um segundo balde separadamente. O material passado pela
peneira de 2 mm e recolhido no primeiro balde devera ser passado pela peneira de 0,5 mm de malha,
posicionada no segundo balde. Estas opc¢des poderdo ser definidas de acordo com o volume de
amostra e natureza do sedimento (arenoso ou lamoso). Em todas as situagdes, o material retido nas
malhas de 2 mm e 0,5mm serdo acondicionados no mesmo recipiente, devidamente etiquetado com

as informacdes da amostra e aliquota correspondente.

» Lavar a amostra na peneira com agua doce corrente dentro do balde, fazendo movimentos
circulares delicados dentro da peneira, com espatula macia ou com as maos, para nao danificar a

macrofauna;

» As amostras de cada aliquota retidas nas peneiras de 2 mm a 0,5 mm serdo colocadas em um

Unico pote, devidamente etiquetados;

» As etiquetas em papel vegetal deverdo ser colocadas no interior dos recipientes de plastico e no
lado de fora deverda ser anotado apenas o cédigo (nome/ localidade) da amostra e aliquota

correspondente.

Apés a lavagem, o material a ser triado serd distribuido entre os trés laborat6rios envolvidos no
projeto, a saber: Laboratdrio de Malacologia (Responsavel: Dra. Mercia B. Costa) — Universidade
Federal do Espirito Santo, Campus Goiabeiras, Vitéria, ES; Laboratério de Zoologia (Responsavel:
Dra Adriane A. Braga) — Universidade Federal do Espirito Santo, Campus Alegre, Alegre, ES;
Laboratorio de Organismos Marinhos Bentdnicos (Responsavel: Dra. Leila de L. Longo) -
Universidade Federal do Reconcavo da Bahia, Cruz das Almas, BA. Nestes laboratérios, as equipes
procederao a triagem dos organismos, considerando o menor nivel taxonémico possivel. Os
organismos para o0s quais ndo for possivel a identificacdo, serdo encaminhados a outros

especialistas. A metodologia envolvida nesta etapa é apresentada a seguir.

e Triagem do material em laboratério

Ao final da lavagem, para cada amostra teremos 3 aliquotas, sendo 1 pote para cada aliquota,
conforme o seu volume original (total = 3). Inicialmente deve-se determinar a amostra a ser

trabalhada com suas 3 aliquotas e fazer a separacdo do material como descrito a seguir.
» 1 pote de 100 ml a ser triado para cada aliquota (total = 3);

» 1 pote de 100 ml para acondicionar o que ja foi triado de cada aliquota chamado de “resto” (total =
3);
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» 1 pote para acondicionar o que eventualmente sobrar na placa de Petri, que n&o foi possivel

terminar no dia, chamado de “triando” — 1 para cada aliquota (total = 3).
» diversos potes (~10 ml) para acondicionamento dos organismos triados por aliquota;
» bandejas para organizacdo do material;

» material de disseccdo: pingas de ponta fina (relojoeiro), pingcas macias, pincéis macios, estiletes,
espatulas, pipetadores;

» recipiente de 100 ml (becker ou proveta) para medir o volume das amostras a serem triadas;
» proveta de 1l para diluicdo do alcool;

» 2 picetas de 300 ml: uma para alcool e outra para agua;

» placas de Petri;

» caneta de retroprojetor ponta fina e ponta grossa;

» papel toalha;

» élcool diluido 70%;

» funil pequeno (~10 cm de diametro de boca);

» etiquetas de papel vegetal para os frascos com material triado (organismos).

Procedimento sobre bancada com pia:

» Preparar a diluicdo do alcool a 70% - assegurar o volume necessario para o trabalho de cada dia,

pelo menos;

» Medir os 100 ml de cada aliquota que serdo triados em recipiente especifico e acondicionar nos
respectivos potes, devidamente etiquetados com papel vegetal dentro e o cédigo da amostra escrito

por fora do frasco — isto podera ser feito a cada aliquota trabalhada;

» Determinar uma aliquota e separar um volume (~30 ml) de amostra para ser trabalhado no dia —
este volume ir4 variar conforme a prética de triagem do pesquisador, natureza do sedimento e

guantidade de organismos na amostra;
» Transferir o volume a ser triado no dia para uma Placa de Petri com tampa;
Obs.: Até este momento cada amostra tera:

— 1 pote original para cada aliquota (total = 3);

— 1 pote de 100 ml a ser triado para cada aliquota (total = 3);

— 1 pote para acondicionar o que ja foi triado de cada aliquota chamado de “resto” (total = 3);
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— 1 pote para acondicionar o que eventualmente sobrar na placa de Petri, que ndo foi possivel

terminar no dia, chamado de “triando” — 1 para cada aliquota (total = 3);
— potes para separar 0s organismos triados por grandes grupos taxondmicos, por aliquota.

— Caso prefira, o fundo da placa de Petri podera ser dividido em quadrantes numerados
(utilizando a caneta de retroprojetor) para orientar os campos de triagem na lupa — fazer esta

divisdo antes de colocar a amostra.
Procedimento sobre a bancada de equipamentos 6pticos
» Levar para proximo do equipamento optico (lupa), usando uma bandeja de organizagéao:
— a placa de Petri - garantir que seu fundo esteja seco;
— potes pequenos para organizagdo (separacdo) do material triado;
— caneta de retroprojetor para escrever nos potes;

— material de disseccdo — pincas de relojoeiro, pingas macias, pinceis, espatulas, estiletes e

pipetadores de plasticos para manipulagdo dos organismos;

— etiquetas de papel vegetal;

— papel toalha.

» Organizar o espaco de trabalho junto ao equipamento 6ptico (lupa) de forma a estar limpo, seco e
livre para movimentacao dos seus bracos — colocar os potes distantes o suficiente para ndo entorna-

los;

» Iniciar retirando da amostra (ha placa de Petri) os organismos maiores, separando em seus
respectivos potes devidamente identificados com a caneta de retroprojetor — neste momento inicial
faca a triagem de um grupo por vez dos maiores, evitando ter diversos potes abertos ao mesmo
tempo para ndo colocar amostras em potes trocados — este procedimento deverd ser adotado no

decorrer da triagem, tendo sempre muita atencao as etiquetas dos potes;

» Anotar em cadernos colocados ao lado do equipamento Optico as quantidades de organismos de
cada grupo — utilizar “riscos” para cada individuo, formando quadradinhos = , fazendo a contagem ao

final do dia ou da triagem de cada amostra;
» Triar todo o material até restar apenas sedimento;

» Importante: Embora tenhamos prazos a cumprir, o detalhamento da triagem dos organismos é
fundamental, de forma que este procedimento deva ser conduzido com a calma e precisao cientifica
suficientes para que possamos garantir a confiabilidade dos dados gerados para as futuras

publicagdes, mais do que volume de resultados em curto espago de tempo.
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» Devolver o restante da placa, ap6s a triagem — o sedimento - no pote “resto”;

» Obs.: Se necessario, voltar ao conteudo do pote “resto” para certificar o detalhamento da triagem.
» \Voltar ao pote “triando” e retirar novo volume para triagem;

» Repetir os passos de 7 a 13 até finalizar o dia de trabalho ou a amostra;

» Preencher os potes pequenos com alcool 70% até cobrir 0 material - isto deve ocorrer ao final do

dia de triagem;

» Se certificar que nos potes pequenos com organismos separados, além de escrever na tampa e
na lateral do pote o cédigo da amostra, aliquota e o grupo taxondmico, colocar etiqueta de papel

vegetal dentro do pote;

» Guardar os potes com 0s organismos separados por ponto de amostragem dentro de caixas
organizadoras pequenas por grupos taxonémicos, ja visando 0 envio aos especialistas para

identificacéo;

» Assegurar que seus locais de trabalho — bancadas com pias, bancadas com equipamento 6ptico,

mesa de trabalho, armarios — estejam sempre limpos, secos e organizados.

» Transferir ao final do dia os dados de quantidades dos grupos triados para a planilha excel de

amostras, salvando sempre com a data da ultima atualizagdo no nome do arquivo.

e Andlise dos dados

A partir dos dados obtidos ser8o determinados: - a riqueza S da comunidade, diversidade de
Shannon-Wiener, e a Dominancia de Simpson, para a descricdo da estrutura de comunidade de cada
ponto amostral. O grau de similaridade entre os pontos amostrais, quanto aos componentes e biéticos
e suas abundancias, serdo determinados por meio de analises de classificacdo. Dados abidticos
como granulometria e contaminagdo por metais, gerados pelos grupos de pesquisadores de
sedimentologia e quimica para cada ponto amostral, serdo combinados aos dados abidticos aqui
produzidos por meio de analises de ordenacao, de forma que a ocorréncia dos grupos taxonémicos
identificados e suas abundancias serdo mapeadas nos diferentes ambientes geomorfologicos e

profundidades da plataforma continental, ao longo do periodo de amostragem.

e) Fundos recifais, rodolitos e macroalgas

e Caracterizacdo das comunidades de bancos de rodolitos

Para determinar a estrutura dos bancos de rodolitos serdo usados quadros estaticos extraidos das
filmagens (fotoquadrado) com uso de dropcamera. Serdo analisados parametros de percentual de
cobertura, densidade, vitalidade, forma e fauna e flora associada. Os pardmetros quantitativos seréo
analisados através da plataforma CoralNet (https://coralnet.ucsd.edu/), a qual permite automatizar
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classificacdes (=identificacdo dos organismos) com diferentes niveis de supervisdo. O sistema utiliza
um algoritmo de “machine learning” que reconhece padrbes de cor e textura das imagens (Beijbom et
al. 2015). Serdo obtidas 5imagens por sitio amostral, e cada imagem sera processada usando 50
pontos aleatoriamente distribuidos. Pardmetros qualitativos serdo analisados a partir do material

coletado.

e Vitalidade e forma

A vitalidade dos rodolitos também sera estimada a partir dos fotoquadrados. Sera considerado
rodolito vivo aquele cuja alga coralinacea formadora apresente pigmentacao (i.e., talo réseo, vinaceo,
avermelhado ou com cores proximas). Serdo considerados mortos os rodolitos que ndo apresentarem
tal colorac@o ou gque estejam com a superficie de esqueleto carbonatico aparente, esbranquicada. A
partir desta metodologia, adaptada de Bahia et al. (2010) ser& calculado o percentual de cobertura de

alga coralindcea viva em cada estagcao amostral.

O grau de esfericidade serd utilizado para determinar a forma do rodolito, segundo Bosence & Pedley
(1982) e Perry (2005), com base em medi¢cdes dos diametros minimo, intermediario e maximo de
cada rodolito. Esses dados serdo inseridos no programa Tri-plot v1.3 (Graham & Midgley 2000), o

qual qualifica as formas em esférica, discéide ou elipsoide, com a férmula: (S2/LI)1/3, onde:
S equivale ao menor didmetro do rodolito,

| equivale a sua medida intermediaria e,

L representa sua superficie maior.

Os resultados serdo expressos em valores percentuais de cada forma por estacdo amostral, e

também graficamente através do diagrama triangular gerado pelo programa.

e Fauna associada

Para a analise qualitativa, os organismos presentes na superficie de cada um dos 30 rodolitos
coletados por estacdo amostral serdo separados com pincas e alicates de corte diagonal,
fotografados e identificados no nivel taxondmico mais especifico possivel, a partir da visualizagcdo de
caracteres morfoanatdmicos sob microscopios estereoscopico e Optico com cameras acopladas
(Olympus SZX7 e BX 43), bem como com uso de um microscépio eletrdnico de varredura (MEV)
marca Zeiss (Evo 40). Adicionalmente, serd analisada a composicao dos organismos incrustantes no
interior dos rodolitos. Para isso, rodolitos selecionados serdo seccionados longitudinalmente em seu
maior eixo, com o auxilio de retifica (MAKITA) e/ou microrretifica (Dremel 3000). Apds a secc¢do, 0s
rodolitos serdo lavados em agua corrente e secos em estufa. A andlise da estrutura interna e dos
grupos de organismos que comp8em cada amostra sera realizada sob microscéopio estereoscépico e
lupa de m&o. As imagens serdo capturadas com o software Scope Image Dynamic Pro. Os principais
grupos de organismos (e.g. algas coralinaceas, briozoérios, corais, foraminiferos e serpulideos),

inclusive bioerosores, serdo identificados com base em caracteristicas morfolégicas e estruturais,
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com base em Fligel (2009). Quando necessario, amostras especificas serdo enviadas a
especialistas. A quantificacdo dos grandes grupos associados aos rodolitos sera realizada através
dos métodos descritos para as analises de fotoquadrados. A porcentagem de cobertura dos
diferentes organismos bentonicos seré avaliada quanto a variagdo espacgo-temporal com andlises de

variancia (ANOVA) ou outras ferramentas estatisticas uni e multivariadas.

e |dentificacdo taxondmica de macroalgas

As macroalgas coletadas serdo triadas na Base Oceanografica da UFES com base na morfologia
externa (cor, comprimento, consisténcia, forma de fixacdo e tipo de ramificacdo). As amostras serédo
acondicionadas em recipientes plasticos com formol 4% e transportadas para o Instituto de Pesquisas
Jardim Botanico do Rio de Janeiro, onde serdo lavadas e dispostas em bandejas com agua do mar.
Para o estudo das estruturas vegetativas e reprodutivas sera feita a dissociacdo do material com
auxilio de estiletes e/ou cortes anatdbmicos com laminas de aco para observacdo microscopica. As
macroalgas serdo identificadas com base em Wynne (2011) e Guiry & Guiry (2019) e outros artigos
cientificos, dissertacbes e teses (e.g. Nassar et al. 1989; Littler & Littler 2000, Barata 2004; Brasileiro
et al. 2015, Guimaraes et al. 2016). Exemplares testemunho serdo depositados no Herbario do

Instituto de Pesquisas Jardim Boténico do Rio de Janeiro (RB).

e |dentificacdo taxondmica das algas coralindceas (calcarias) incrustantes

No laboratério, as algas coralindceas incrustantes (ACIl) serdo fotografadas e separadas em
morfétipos, de acordo com sua forma de crescimento (Woelkerling et al. 1993), tipos de estruturas
reprodutivas (conceptaculos uniporados, multiporados ou soros) e variagdes morfologicas (e.g.,
elevado, plano, afundado, dimensées). Em exemplares selecionados serdo combinadas trés técnicas
de identificacdo: analises de sequéncias de DNA, cortes histoldégicos (microscopia Optica) e
fragmentos (MEV).

A extragcdo de DNA seguird o protocolo de Broom et al. (2008). O marcador plastidial (psbA), um dos
principais marcadores para identificacdo molecular de ACI, sera amplificado com os primers psbAF1 e
psbAR2 (Yoon et al. 2002), conforme Saunders (2005). As sequéncias serdo editadas no programa
Geneious 11.15 e comparadas com aquelas de espécimes-tipo disponiveis no GenBank, com auxilio
da ferramenta BLAST. O sequenciamento sera realizado comercialmente por empresa contratada, e

as sequéncias serdo depositadas no GenBank.

A metodologia para os cortes histoldgicos sera adaptada da técnica de Maneveldt & van der Merwe

(2012), como segue:

1° Andlise da amostra armazenada em silica gel sob estereomicroscopio, visando selcionar o

fragmento com mais estruturas reprodutivas (conceptaculos ou soros).

2° Descalcificacdo em acido nitrico 10% até o desprendimento das bolhas de CO: liberadas durante a

reacdo com o CaCOs.
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3° Desidratacdo em série crescente de etanol (70, 90 e 100%) por pelo menos 40 min. em cada
concentragcdo. Durante o intervalo entre as séries de 70 e 90%, limpeza da amostra com pinca e
pincel para remocao de resquicios do substrato e materiais que possam danificar o corte (e.g., graos

de areia e outros fragmentos).

4° Secagem da amostra em papel toalha por 10 segundos para retirar 0 excesso de etanol e evitar a

diluicdo da solucéo de infiltracao.

5° Imersdo da amostra em solucéo de infiltracdo (50ml de 2-hidroxietil metacrilato acrescido de 0,5 g
de peroxido de benzoila; kit Leica Historesin) e manutencéo em geladeira por pelo menos 12 h.

6° Polimerizacdo: colocacdo e posicionamento da amostra em forma de silicone, considerando a
orientacdo desejada para o corte e adicionando solucéo de inclusdo (1,5 ml de solucao de infiltracédo
acrescida de 0,1 ml do agente polimerizante dimetilsulféxido) até completo recobrimento. Manutencao

da férma em estufa a 50-60°C por 20-30 min., ou até a polimerizagdo completa.

7° Colocacao do bloco de historesina em pote plastico vedado contendo silica gel, por pelo menos 12

h, para remocédo da umidade.

8° Execucao de cortes transversais ou longitudinais de 5-9 ym com navalha de aco (Leica fio C),

usando micrétomo rotatério (Jung),

9° Coloragéo por 2-3 min. com azul de toluidina O (C.I. 52040) (0,01 g do corante e 0,03 g de borato

de sédio decaidratado diluido em 10 ml de agua destilada).
10° Retirada do excesso de corante em banho de agua destilada (2 min.).

11° Adicé@o de gotas de 4gua destilada em uma lamina histolégica e distensdo dos cortes na lamina

com pincel e estilete.

12° Montagem de lAminas permanentes adicionando gotas de Entellan (Merck) na Iamina e cobrindo-

a com laminula.

13° Observacéo das caracteristicas de interesse em microscopio 6ptico de campo claro com camera

de captura e auxilio do software Scopelmage DynamicPro.

A metodologia utilizada para as anélises em MEV seguird Bahia (2010), como segue:
1- Lavagem do material fixado em agua corrente, para retirada do formol.

2- Secagem em estufa a 50 °C por 24 h.

3- Fratura da alga com alicate ou lamina de aco visando obter seccdes transversais e superficiais da

regido de interesse do talo.

4- Posicionamento dos fragmentos em porta-espécime de aluminio (stub) com fita adesiva dupla face

de carbono (Electron Microscopy Sciences).
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5- Metalizacédo do stub com ouro (20 nm ) em metalizador Emitech K550X.
6- Observacdo ao MEV com aceleracédo de voltagem de 15 kV.

Os espécimes serdo identificados com base em Woelkerling (1988), Harvey & Woelkerling (2007),
Bahia (2014) e Van der Merwe (2015), bem como através de comparacdes com espécimes tipo
disponiveis em herbarios. Exemplares testemunho serdo depositados no Herbario do Instituto de

Pesquisas Jardim Botanico do Rio de Janeiro (RB).

¢ Abundancia de macroalgas e organismos bentdnicos na area litorAnea

O percentual de cobertura dos principais grupos bentbnicos amostrados na &rea litordnea da APA
Costa das Algas e RVS Santa Cruz sera estimado com base em imagens adquiridas em
fotoquadrados e processadas com uso plataforma CoralNet, descrita acima. Em cada estagéo seréo
dispostos, aleatoriamente, 10 fotoquadrados, cada um composto por um mosaico de 15 fotos
contiguas totalizando 0,7 m2. Para estimativa do percentual de cobertura de cada tdxon ou categoria
serdo empregados 15 pontos distribuidos aleatoriamente sobre cada imagem (225 pontos por
gquadrado), conforme Francini-Filho et al. (2013). As macroalgas abaixo de cada ponto serdo
identificadas no menor nivel taxondmico possivel e os demais organismos serdo identificados em

grandes grupos (e.g. coral, esponja, zoantideo, ACI, algas calcarias articuladas, tufo).

A comunidade de macroalgas sera categorizada através de estimativas de riqueza (S) e indices de
diversidade, cuja similaridade serda determinada pelo indice de Kulczynski ou analogos. As
porcentagens de cobertura serdo avaliadas quanto a variacdo espagco—temporal através de andlises

de variancia (ANOVA) ou outras ferramentas estatisticas uni e multivariadas.
Caracterizacdo da comunidade presente nas CAUs e medi¢cdes COM dataloggers associados

e Procedimento pdés-retirada das CAUs

As CAUs serdo removidas dos locais onde foram instaladas apés um ano e imediatamente
acondicionadas em sacos plasticos, a fim de manter o sedimento depositado e preservar a
integridade de organismos frageis (e.g. ascidias, tufos). No barco, as placas serdo desmontadas
sobre bandejas plasticas e “rinsadas” com agua do mar. Os sedimentos serdo armazenados em
recipientes plasticos refrigerados. Cada face de cada placa serd fotografada e as placas serdo

preservadas em formalina a 10%, protegidas da luz.

e Comunidade de organismos nas CAUs

As imagens das placas seréo utilizadas para identificar e determinar a abundancia de organismos
colonizadores (%) com uso do software ImageJ 1.48. A area de cada organismo sera obtida através
do contorno de seu perimetro na imagem, com uso de mesa digitalizadora. O percentual de cobertura
serd relativo a area total da superficie da CAU (400 cm?). Organismos calcificadores e néo
calcificadores serdo identificados e comparados com os dados de Reis et al. (2016). Especialistas

auxiliardo na identificacédo de grupos especificos (e.g. ascidias e briozoarios).
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e Andlise de sedimento nas CAUs

Em laborat6rio, as amostras de sedimento serdo decantadas e o excesso de agua sera removido com
bomba peristaltica. Em seguida, os sedimentos serdo lavados duas vezes com &agua deionizada,
centrifugados e liofilizados. A mineralogia sera determinada através de difracdo de raios X em um
PANalytical X' Pert Pro Multipurpose Powder Diffractometer (geometria Bragg-Brentano, radiagéo
CuKa, gerador: 40 mA and 40 kV, amplitude angular 5-90° 26, tomada a cada 0.02°, 180 s por
medida). As andlises difratométricas serdo feitas em triplicata e as amostras serdo previamente
moidas 2 vezes, por 10 min., e filtradas em malha de 2um. A identificacdo das fases cristalinas, na
forma de picos no difratograma, sera feita no software Panalytical X’ Pert Pro V3, baseada na
comparacdo com dados de minerais de origem organica e inorganica (e.g., Crystallographic Open
Database - COD). A quantificacdo de fases cristalinas e pardmetros de rede serdo baseadas na
técnica de refinamento Rietveld, com uso do software MAUD, também usado para determinar a

porcentagem de substituicdo de Mg por cristais de calcita (Titschack et al. 2011).

e Producdo de CaCOs3 nas CAUs

As placas serdo lavadas separadamente (3x) em solucéo de hidréxido de célcio em agua deionizada
(pH 10), para evitar desmineraliza¢é@o, e posteriormente secas a 60 °C por 5-6 dias até o peso se
estabilizar. O material seco sera raspado, triturado em moinho de bolas e pesado para obtengdo da
massa total (calcaria e ndo calcéaria). Em seguida, aliquotas pulverizadas de 50 mg serédo analisadas
por difracdo de raios X, conforme descrito acima. Apos a difratometria o material sera calcinado a
500°C por 6 dias ou até apresentar peso constante. A massa organica serd obtida pela subtracéo da
massa total da massa calcinada. O restante do material sera submerso em solugdo a 5% de HNOs
por 5 h, para dissolucéo do CaCOs3, e posteriormente lavado com agua deionizada, centrifugado, seco
a 60°C durante 5 dias e pesado. A massa carbonatica sera obtida subtraindo a massa calcinada da
massa de cinzas. Para determinar a produgéo de CaCOs, a massa carbonética serd normalizada em
funcao da area da CAU e do tempo total de colonizacao (t), resultando numa taxa de acimulo liquido
de CaCOs (g.cm™2.t?)

Os contrastes serao feitos com analises de variancia (ANOVA) ou outras ferramentas estatisticas uni
e multivariadas. Para identificar afinidades entre grupos de organismos colonizadores serdo utilizadas
estatisticas multivariadas (e.g. escalonamento multidimensional ndo-métrico - NMDS). A contribuicao
das variaveis abidticas (e.g. PAR, temperatura) serd avaliada com analises de redundancia,
regressdes multiplas multivariadas, ou modelos lineares (e.g. Distance-based Linear Models), com
uso dos softwares PRIMER, PERMANOVA e STATISTICA, ou no ambiente R (R Core Team, 2018).

e Temperatura e luminosidade

Sensores HOBO Pendant Light Data Logger (64K-UA-002-64) implantados junto as CAUs fardo o
registro da temperatura da agua a cada 3 h no periodo de 12 meses. A intensidade da luz sera

estimada em LUX, usando os dados dos primeiros 10 dias ap6s a instalacdo. Valores de radiacéo
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fotossinteticamente ativa (PAR) serdo obtidos com base em fatores de conversdo para OE. A

extracdo dos dados seré feita com o software Hoboware.

e Caracterizacao quali- e guantitativa do sedimento das caus e armadilhas de sedimento

As amostras das CAUS serdo processadas conforme descrito anteriormente. As armadilhas de
sedimento serdo recolhidas e reinstaladas trimestralmente, transportadas para a superficie com
tampas plasticas herméticas de forma a impedir a perda de material fino. Os sedimentos serdo
transportados para o laboratorio em recipientes plasticos refrigerados, no escuro, apds decantacao e

remocao do excesso de agua.

e Mineralogia e Granulometria

Os sedimentos (n=3 réplicas por estacdo) serdo analisados por difragcdo de raios-x, conforme
protocolo acima. Sera usada aliquota de 50 mg do sedimento de cada estacdo, a qual sera liofilizada,

triturada em moinho de bolas e filtrada em malha de 25 Om.

Serédo coletados 3 tubos com sedimento de cada estacao, totalizando ~100 g. O material sera seco
por liofilizacdo durante 48 h e passado por peneiras (4, 2 e 1 mm; 500, 250, 100, 50, 25 e 4 [Om)
empilhadas sobre agitador eletromagnético, durante 1 h. Cada peneira serd pesada em balanca
digital antes e depois da filtragem, para célculo da porcentagem de sedimentos retidos. Os
sedimentos serdo classificados com base na escala granulométrica de fragmentos clasticos de
Wentworth, como segue: Argila (<0,004 mm); Silte (0,004—-0,064 mm); Areia (0,064—2 mm); Grénulo
(2-4 mm); Seixo (4-64 mm).

e Processamento de amostras para toxicologia

As amostras a serem coletadas para estudos toxicolégicos no ambito do Anexo 1 abrangem uma
espécie de macroalga, uma espécie de esponja e duas espécies de corais, coletadas
semestralmente. As amostras serdo aliqguotadas para analises de metais e biomarcadores, sendo

preservadas com identificagdo individual em freezer e nitrogénio liquido, respectivamente.

e Caracterizacdo de comunidades recifais bentdnicas

-Amostragem quali-quantitativa com fotoquadrados

A abordagem para detectar a dindmica das assembléias bénticas recifais é centrada em amostras
repetidas realizadas em parcelas fixas, de forma a controlar a heterogeneidade espacial da area de
estudo. Esse monitoramento sera baseado em imagens obtidas com os fotoquadrados cujas
dimensbes estdo descritas acima e cujo posicionamento sera fixado com vergalhSes metalicos
fincados ao recife. Cada sitio contara com pelo menos 10 parcelas distribuidas aleatoriamente no
tempo zero, ao longo de transecc¢des com 30-50 m, tanto no topo (iluminado e aproximadamente
horizontal) quanto na parede (sombreado e inclinado) das estruturas recifais. O processamento das
imagens serd feito na plataforma Coral Net conforme descrito acima, porém com uso de 30 pontos de

anotacdo por imagem. Complementarmente, sera feito imageamento hiperspectral em parcelas

Protocolo de Andlises — Rede Rio Doce Mar 178



réde
pIO

IFEST DOCE

Fundacao Espirito-santense de Tecnologia

selecionadas (n= 5), visando acelerar e ampliar a resolucdo taxondmica do processamento semi-
automatizado, conforme Chennu et al. (2017). Os dados de cobertura béntica serdo processados com
os softwares PRIMER, PERMANOVA e no ambiente R, buscando estabelecer contrastes espaciais e

temporais, bem como associa¢gdes com os parametros fisico-quimicos.

e Parametros Fisico-Quimicos da coluna d’agua

Em cada estacdo amostral sera realizada perfilagem com CTD e ADCP, aos quais sera acoplado
instrumental multiparametrico para aquisicdo de dados de turbidez, fluorescéncia e pH (Plataforma
Seaguard, Aanderaa). Em estacOes representativas da area de estudo também serdo feitas medidas
continuas (fundeios) abrangendo pelo menos um ciclo de marés (e.g. Atamanchuk et al. 2015,
Wesslander et al. 2011). Os dados fisico-quimicos serdo descarregados e checados a bordo, com

pré-processamento no software AADI Real Time Collector e Data Studio.

Complementarmente serdo extraidos, através de sensoriamento remoto, dados de atenuagédo da luz
(turbidez), temperatura superficial do mar (SST), clorofila a (Chla) e radiag&o fotossinteticamente ativa
(iPAR), na escala regional e para os periodos amostrais cobertos pelo projeto. A extracdo,
processamento e exploracdo dessas variaveis sera feita em ambiente R, integrado ao Sistema de
Informacgdo Geografica (SIG) do projeto (ArcGIS/ESRI). Os produtos processados sdo derivados do
sensor MODIS (MODerate Resolution Imaging Spectroradiometer), acoplado ao satélite Aqua e
disponiveis em série historica de 15 anos (2003-2018) com resolucdo temporal de dois dias e
resolucdo espacial de 4 km. As varidveis serdo obtidas em repositdrios da National Oceanic and
Atmospheric Administration (NOAA) dos EUA. Os valores de K490 (Diffuse Attenuation Coefficient,
490nm), Chla e iPAR serdo obtidas no ERDDAP (Easier Access to Scientific Data), com dados
calibrados pelo Ocean Biology Processing Group (https://oceancolor.gsfc.nasa.gov/), ao passo que 0s
valores de SST (4 O, nighttime) serdo adquiridos na PO.DAAC (Physical Oceanography Distributed

Active Archive Center).

e Avaliacdo da condicao fisiolégica de corais

A condicdo fisiolégica de corais sera avaliada por fluorometria de pulso modulado (Ralph &
Gademann, 2005). Essa abordagem permite acessar a atividade fotossintética dos endossimbontes
por meio de curvas rapidas de luz (i.e. Rapid Light Curves - RLC’s), bem como descrever o estado
atual de seu aparato fotossintético e fazer inferéncias sobre o regime de luz ao qual o coral foi
recentemente submetido. Os dados extraidos do fluorimetro (Diving-PAM |, blue light) serdo pré-
processados com o software WinControl (WALZ, Germany) e analisados de acordo com Ralph &
Gademann (2005), visando obter: capacidade fotossintética maxima (rETRm), irradiancia minima
saturante (Ek) e Rendimentos Quéanticos Complementares (¢PSIl, ¢NPQ, ¢NO). Esses parametros
serdo analisados no ambiente R, com o objetivo de estabelecer contrastes espaciais e temporais,
bem como associagBes com pardmetros fisico-quimicos do ambiente. Nesse sentido, também seréo

feitas comparacdes entre curvas, analises fatoriais e andlises multivariadas (e.g. PCA).
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e Caracterizacdo de simbiontes de corais
- Andlise qualitativa e quantitativa de zooxantelas

Visando normalizar a densidade de simbiontes e pigmentos, as imagens dos espécimes de corais dos
quais foram raspados tecidos serdo processadas no médulo de analise de area e comprimento do
software Coral Point Count with Excel Extensions - CPCe (Kohler & Gill, 2006). A escala das fotos

serd calibrada convertendo-se o valor de pixels em cm, usando como base a régua da imagem.
- Caracterizacao citométrica de zooxantelas

As suspensoes de tecido, fixadas em paraformoldeido 1% logo apés a coleta, serdo homogeneizadas
em vortex e submetidas a um sonicador com sonda de 3mm de diametro (Cole Palmer CPX 130) por
30 segundos, em pulsos intervalados de 1 segundo a 20% de amplitude, visando romper grumos de
células. A suspensao sera filtrada em malha de nylon de 45 um para remogédo de particulas maiores
(e.g., sedimento, fragmentos de esqueleto). Esferas de poliestireno fluorescentes (didmetro nominal
de 3um) serdo adicionadas as amostras como controles internos. Aliquotas da suspensdo serao
analisadas por citometria de fluxo multiparamétrica (Cytoflex, Beckman-Coulter) utilizando laser azul
(488nm) para excitacdo, sob fluxo de 50-100uL min-1 durante por 2 a 5 min. Células de
endossimbiontes serdo discriminadas em citogramas de luz espalhada frontalmente (FSC-H, proxy
para tamanho celular) por fluorescéncia da clorofila (FL3-H). Dados de contagens celulares,
espalhamento de luz e fluorescéncia da clorofila serdo exportados com o software do fabricante. Os
valores de FSC-H e FL3-H serdo normalizados por valores das beads de cada amostra (FL3-H, 670

nm) e as densidades de células serdo expressas por unidade de area de coral.
- Caracterizacdo morfoldgica de zooxantelas

Para andlises morfométricas e estimativas de biovolume de zooxantelas, uma aliquota da suspenséao
de cada coral serd analisada em sistema de imageamento em fluxo (FlowCam® model VS, Fluid
Imaging Technologies) com célula de fluxo FOV de 90um e fluxo de 100uL min-1. As células serao
imageadas em objetiva de 20X de aumento e taxa de aquisicdo de 20 imagens.segundo-1. Células
em foco serdo selecionadas semi-automaticamente para medicdes com o software
VisualSpreadsheet (Fluid Imaging Technologies) (Figura 1A). Comprimento e largura serdo usados
para estimativas de biovolume (um3 célula-1) através da aproximacédo do formato de um esferoide
prolado (Sun & Liu, 2003; Figura 1B).
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Figura 1. (A) Imagens obtidas com o software VisualSpreedSheat. A janela “particle properties” indica os valores dos

parametros medidos para cada célula. (B) O esquema geométrico representa a aproximagao do formato celular com a equagao
para o calculo de biovolume (conforme Sun & Liu, 2003). Na equagao, “b” representa a largura das células e “a” o

comprimento.
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- Caracterizacao genética de zooxantelas
Extracdo de DNA

As amostras preservadas em nitrogénio liquido serdo descongeladas no gelo e no escuro, e uma
aliquota de 300 pL sera armazenada por uma semana em microtubo com 500 uL de CHAOS Buffer
(4M tiocianato de gunaidina, 0.1% solugdo de N-lauroyl sarcosina, 10 mM Tris pH8, 0.1M 2-
mercaptoetanol), segundo protocolo de Fukami et al. (2004). Posteriormente, sera adicionado volume
equivalente de buffer de extracédo de fenol (PEB -100 mM TrisCl pH8, 10 mM EDTA, 0.1% SDS), e 0
DNA Total sera extraido com o método Fenol/Cloroférmio, seguido de precipitacdo por etanol e
ressuspensdo em TE (10 mM Tris, pH 7.5, 1 mM EDTA) com RNase (10 mg/ml).

¢ Amplificacdo e sequenciamento

A comunidade de zooxantelas sera caracterizada com base na regido nuclear do espacador interno
dois transcritos do DNA Ribossomal (ITS2), a qual é amplamente utilizada para caracterizagdo dos

grupos de Symbiodiniaceae (LaJeunesse & Pinzon 2007, Stat et al. 2011). A regido ITS2 sera
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amplificada com os iniciadores descritos em Pochon et al. (2001) e com iniciador sintetizado com as
sequéncias adaptadoras necessérias para o protocolo de sequenciamento escolhido (Quigley et al.
2016).

Os tubos com reagentes e DNA ser@o submetidos a ciclos de temperatura no termociclador MiniAmp
(Aplied Biosystems). Inicialmente sera realizado um ciclo a 95°C por 2 min. para abertura da dupla fita
de DNA, seguido de 35 ciclos que se iniciam pela temperatura de desnaturacdo (95°C) por 45
segundos, seguido por 45 segundos na temperatura 6tima de adesao dos iniciadores (56°C) e de 45
segundos a 72°C para extensdo das fitas pela enzima Taq polimerase. Por fim, serd mantida a
temperatura de 72°C por 5 min. para a polimerizacdo de fitas inacabadas. Os produtos resultantes
dessa reacdo serdo verificados em uma corrida de eletroforese com gel de agarose (1,5%). As
amostras serdo misturadas ao corante de DNA GelRed (Biotium) para visualizacdo em
transiluminador ultravioleta. A quantidade e tamanho dos fragmentos serdo estimados por

comparacao com escada padréo (100 pb Plus DNA ladder), para confirmacao da amplificacéo.

Sequéncias de amostras ambientais serdo obtidas por sequenciamento de nova geracdo na
plataforma MySeq lllumina, seguindo o protocolo de Arif et al. (2014) adaptado por Alanagreh et al.
(2017). Serdo gerados cerca de 30K em reads para cada amostra, buscando representar a
diversidade dos organismos mais frequentes. A reacao de ligacdo de adaptadores de biblioteca, para
gue as sequencias possam ser separadas posteriormente, serdo realizados em laboratério comercial
especializado, assim como a rea¢do de sequenciamento e geracdo dos dados de leituras. Os dados
brutos serdo tratados no software MOTHUR (Schloss et al 2009) e as sequéncias com baixos valores

de qualidade (QC<30) e tamanhos <200 bp seréo retiradas.

As sequencias de ITS2 para cada biblioteca serdo ranqueadas de acordo com a frequéncia em que
aparecem na amostra. As dez sequéncias mais frequentes serdo comparadas com dados do
GenBank através da ferramenta BLAST. A identificacdo sera baseada nos valores de Identidade
minimos de 50 e E-value de 1 x 10 -5. Serdo realizadas analises filogenéticas para verificagdo e
validacdo taxonémica. Para isso, as sequencias serdo alinhadas com o algoritmo Clustal e 0 melhor
modelo evolutivo sera inferido com a ferramenta JmodelTest. As anAlises filogenéticas ser&o
realizadas por método Bayesiano no software MRBAYES 3.2.3 (Ronquist & Huelsenbeck, 2003).

indices de diversidade serdo computados para cada colbnia, para os conjuntos de colénias de uma

mesma espécie, entre a mesma espécie em pontos de coleta distintos, e submetidas a contrastes.

e Caracterizacdo das comunidades planctdnicas associadas aos fundos recifais

- Analise qualitativa e quantitativa do plancton
- Quantificacéo por citometria de fluxo multiparamétrica

As fracdes do pico-, nano- e parte do microplancton mais abundantes serdo quantificadas por
citometria de fluxo multiparamétrica em citbmetro de fluxo Cytoflex (Beckman Coulter) equipado com

lasers violeta (405nm), azul (488nm) e vermelho (628nm). Antes das andlises, as amostras
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armazenadas em N-liquido serdo descongeladas a temperatura ambiente, ao abrigo da luz. A fracéo
autotréfica (cianobactérias e eucariotos unicelulares clorofilados) serd analisada de acordo com
Dubelaar & Jonker (2000) e Marie et al. (2014). O limiar de detecgdo (threshold) sera aplicado ao
sinal de fluorescéncia vermelha emitida pela clorofila (canal FL3-H). Amostras serdo aspiradas a uma
velocidade entre 50 e 100 pL min-1 por 1 a 5 min. Serdo coletados sinais de luz espalhada (FSC-H e
SSC-H), de fluorescéncia da clorofila, e dos pigmentos acessorios ficoeritrina e ficocianina, nos
sensores correspondentes aos picos de emissdo destes pigmentos. A fracdo heterotrofica (bactérias
e eucariotos unicelulares) sera analisada de acordo com Mari et al. (1997). Aliquotas de 180uL de
cada amostra serdo coradas com fluorocromo para acidos nucleicos SYBR Green |. Esferas
fluorescentes de poliestireno de 1um serdo adicionadas como controle interno. As amostras seréo
incubadas a temperatura ambiente por 15 min. antes da citometria de fluxo, a uma velocidade entre
20 e 50 pL min-1, por 1 a 2 min.. O threshold ser& aplicado ao sinal de fluorescéncia verde emitida
pelo fluorocromo (canal FL1-H). Serdo coletados os sinais de luz espalhada (FSC-H e SSC-H) e os

sinais de fluorescéncia do SYBR Green | e pigmentos fotossintéticos.

Para o processamento dos dados citométricos, os arquivos gerados pelo citbmetro, no formato FCS,
serdo analisados no programa FlowJo (FlowJo, LLC) , visando a delimitacdo de populacbes alvo e

célculos de concentragdo de células.
- Diversidade citométrica

Os dados citométricos serdo processados no software FlowJo para remoc¢éo de particulas detriticas,
ruido eletronico e a populagéo de esferas de controle interno. As estimativas de diversidade utilizarao
os arquivos FCS previamente tratados, seguindo a rotina de agrupamento de Props et al. (2016) no
ambiente R. Os pardmetros de interesse para as andlises de diversidade citométrica serdo:
espalhamento de luz frontal e lateral (FSC-H e SSC-H) e os sinais de fluorescéncia dos pigmentos
naturais das células (clorofila, ficoeritrina e ficocianina). O indice adotado sera a série de Hill (1973),
considerado ecologicamente mais significativo. Também serdo calculados indices de riqueza (eq. 1),
diversidade exponencial de Shannon (eq. 2) e diversidade de Simpson (eq. 3).

Dg—0 =S5 eq. 1
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- Andlises quali- quantitativas por microscopia

ApOs a chegada ao laboratorio, amostras do plancton (2L) fixadas em formaldeido 2% serdo
sedimentadas por 7 dias, com posterior remo¢do de 90% do volume do sobrenadante. O volume

restante, contendo as células sedimentadas, sera transferido para frasco ambar de 250 mL e
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estocado em geladeira. As amostras concentradas serdo analisadas em sistema automatizado de

imageamento em fluxo e através de microscopia invertida, conforme descrito a seguir.

e Andlise de comunidades planctdnicas por imageamento em fluxo

Células do plancton na faixa entre 5 e 100um serdo analisadas em um sistema automatizado de
imageamento em fluxo (FlowCam, Fluid Imaging Technologies) conforme Sieracki et al. (1998) .
Aliguotas de 10 mL das amostras concentradas serdo filtradas em malha de nylon de 100um para
remocao de particulas grandes que possam obstruir as linhas do equipamento. As analises serédo
realizadas em modo autoimage com fluxo de 100uL min-1 por 20 a 30 min, com célula de fluxo FOV
de 90um e objetiva 10X. O processamento de classificagdo e analise morfométrica sera feito com o

software VisualSpreadSheet.

e Anadlise de comunidades planctbnicas em microscopia invertida

Organismos do fito- e protozooplancton na faixa de >10um serdo quantificados conforme Uthermdl
(1958) e Lund et al. (1958), usando volumes de 10-100mL de amostra sedimentadas por 24-72h. Os
organismos serdo quantificados em microscopio invertido de campo claro sob aumento de 10-20 e
identificados no menor nivel taxonémico possivel com base em Tomas (1997), Sournia (1986),
Richard (1987) e Chrétiennot-Dinet (1990).

e Quantificacdo de pigmentos

A andlise quali e quantitativa de pigmentos clorofilianos no tecido de corais e na agua sera feita
através de extracdo em acetona e deteccdo por espectrofluorimetria, usando os protocolos de

extracdo e analises descritos a seguir.

A extracdo dos pigmentos clorofilianos contidos nas suspensdes de células de tecidos de coral sera
realizada em acetona 90%. As amostras seréo filtradas em filtros GF/F de 47 mm de diametro para
concentrar a suspensdo e retirar o excesso de agua. Em seguida, os filtros serdo transferidos para
tubos de vidro com 6 mL de acetona 90% e macerados com bastdo de vidro. Apds esta etapa, 0s
tubos serdo selados com Parafilm e submetidos a banho sonicador por 2 min. a 4°C. As amostras
serdo armazenadas a -20°C por 12h, centrifugadas a 2500 rpm por 10 min., e as fluorescéncias dos
extratos serdo medidas em um espectrofluorimetro VARIAN (CARY ECLIPSE). As concentragfes de
clorofilas e feofitinas serdo calculadas segundo o método de Neveux & Lantoine (1993) modificado
por Vanzan et al. (2015). Para isso, serd feita a aquisicdo de 31 espectros de emissdo de
fluorescéncia entre comprimentos de onda de 615 e 715nm, com resolucdo de 2nm e excitacao entre

390-480 nm com resolucéo de 3nm.

Para extrac@o dos pigmentos clorofilianos na agua, os filtros GF/F com material coletado em campo
serdo transferidos dos tubos criogénicos de armazenagem para tubos de vidro com 6mL de acetona a
90%. Em seguida, os filtros serdo macerados com bastdo de vidro e os tubos com extratos
acetbnicos serdo selados com Parafilm e mantidos a 4°C ao abrigo da luz por 12 h, sendo

subsequentemente centrifugados por 10 min. a 2500 rpm. As fluorescéncias dos extratos serédo
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medidas no espectrofluorimetro e as concentracbes pigmentares serdo obtidas com os mesmos

procedimentos usados para anélise de pigmentos em tecidos de corais, conforme descrito acima.

4.2.5. Matriz leito marinho
a) Sistema de batimetria multifeixe

O processamento dos dados de ecobatimetria multifeixe sera realizado através da plataforma CARIS
e do pelo pacote do QPS (QINSy Offshore Bundle), envolvendo diversas etapas desde a criacdo do
arquivo da embarcacao para o levantamento hidrografico até a exportacdo dos produtos finais

(arquivos “XYZ”, perfis batimétricos e imagens georreferenciadas).

A criagdo do arquivo de embarcacéo envolve diversas informacdes referentes as/aos: dimensdes da
embarcacdo; offsets dos sensores (visualizagdo tridimensional); resultados das calibragbes (patch
test) do ecobatimetro multifeixe; valores de incerteza associadas a todas as medi¢des dos offsets e
aos dados fornecidos pelos sensores (Total Propagated Uncertainty — TPU); valores de draft
(distancia vertical entre a base do ecobatimetro e a linha d’agua) e; valores de waterline (distancia
vertical entre a linha d’agua e o horizonte de referéncia na embarcacao). A insercdo de todas essas
informacdes é essencial para assegurar e validar a precisao dos dados batimétricos coletados (Figura
18).

Figura 18. Exemplo do arquivo de embarcagéo para o levantamento batimétrico.

Date Trme Tone Comecton, % ()

Os dados batimétricos brutos incluem as variac6es do nivel da agua causadas por varios tipos de
ondulacdes (geradas por vento, maré, dentre outros). Como uma mesma regido pode ser mapeada
em periodos diferentes, é possivel que seus dados apresentem diferencas verticais quando

comparados. Para minimizar esses erros verticais faz-se necessaria a corre¢do dos dados a um Unico
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nivel de reducdo (NR). Este procedimento consiste em utilizar dados coletados por marégrafos e/ou
sensores de presséo e aplicid-los nos dados brutos para entéo reduzir as profundidades a um mesmo

referencial vertical (Figura 19).

Figura 19. Exemplo de curva de nivel.

nos..:u.:-...:»:.- Homoée-tqgEoReanm v E

Uma outra etapa importante do processamento de dados de ecobatimetria multifeixe é a correcao do
efeito de refracdo do pulso acustico ao longo da coluna d’agua. Apos ser emitido pelos transdutores
do ecobatimetro o pulso acustico percorre a coluna d’agua, é refletido pelo fundo marinho, retorna
pela coluna d'agua e por fim, é entdo reconhecido pelos receptores. Como resultado, o equipamento
faz uma interpretacdo do tempo gasto pelo pulso acustico para fazer esse percurso e calcula a
distancia percorrida pelo mesmo; ou seja, a profundidade local. Entretanto, por se tratar de uma onda
acustica, o pulso pode sofrer alteracdes em seu percurso (refracfes) devido a diferentes valores de
velocidades do som observados ao longo da coluna d’agua. No caso destes dados, por se tratarem
de pulsos acusticos produzidos por um ecobatimetro multifeixe, essa correcdo acaba sendo ainda
mais necessaria, em funcéo da grande variacdo angular entre seus feixes, sendo 0s mais externos os
gue sdo geralmente mais afetados. Como resultado, o fundo marinho pode se apresentar de maneira
a nao representar o fundo marinho de maneira real. As variacGes verticais desta propriedade séo
monitoradas ao longo do levantamento hidrogréfico através da coleta de dados em perfis com um

SVP para acompanhar em detalhe essas variacfes (Figura 20).
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Figura 20. Exemplo para um perfil de velocidade do som.
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ApOs estes procedimentos iniciais faz-se a realizagdo do patch test, uma vez que ao longo do
levantamento dos dados batimétricos a embarcacédo esta sujeita a movimentos de rotacéo (picht, roll,
yaw), que descrevem a translacdo no eixo vertical (heave) e suas ac¢des ao longo da sondagem.
Estes efeitos sdo corrigidos por meio de um alinhamento entre os sistemas e medicdo dos seus
offsets.

O patch test consiste na determinagéo dos desvios em picht, roll e yaw do transdutor e sensor inercial
e da laténcia entre os sistemas (diferenca entre os tempos de processamento das observacdes e a
saida dos dados para os sistemas de aquisi¢do). O patch test fornece os angulos de montagem dos

sensores. O procedimento final, consiste na retirada dos dados espurios (spikes) (Figura 21).
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Figura 21. Exemplo de dados batimétricos com dados espurios para serem retirados.
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Por seguinte ao processamento e correcdo dos fatores que geram interferéncia nos dados, serdo
gerados modelos digitais de profundidade da cobertura total de fundo e arquivos “XYZ” dos dados,
ambos com uma resolucédo de 0.50 metro. Além de mapa batimétrico da cobertura espacial de fundo
de toda area levantada. Ap0s estas etapas os dados passaram pelo processamento para obtencéo
do backscatter.

b) Sistema sismico de alta resoluc¢éo

O processamento dos dados sera realizado no software MDPS aplicando-se filtros de frequéncia do
tipo passa-banda e ganho de acordo com as caracteristicas do dado sismico objetivando melhorar a

qualidade do mesmo.

A interpretagdo sera realizada através do mapeamento de horizontes sismicos gerando informacdes
de espessura do depdsito sedimentar. A conversdo do tempo duplo de propagacédo (two-way time)
para profundidade sera estimada empregando-se uma velocidade média de 1500 m/s. Os mapas de

isépacas serdo confeccionados no software ArcGIS 10.4.
c) Video-monitoramento dos habitats

As filmagens ser&o visualizadas no Windows Media Player e imagens de fundo ser@o selecionadas
para andlises detalhadas com objetivo de representar as principais caracteristicas do fundo. Um
sistema de classificacéo de tipos de fundo sera definido para as imagens da TC. As imagens obtidas
com dropcameras serdo analisadas quantitativamente para determinagcédo de fundos de rodolitos e
fundos recifais. Neste caso os registros videograficos deverdo ser selecionados e recortados em
quadros estaticos, permitindo estimar a densidade dos principais organismos visualizados e a forma,

tamanho, vitalidade e cobertura dos elementos das formagdes recifais, bancos de rodolitos e fundos
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lamosos/arenosos, lamosos e cascalhosos. As andlises das imagens deverdo ser conduzidas em
programas como Coral Point Count with Excel Extensions e ImageJ (National Institute of Health,
USA).

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

4.3.1. Matriz coluna d’agua
a) Hidrodinamica

Monitoramento de vazdes e descargas soélidas no estuario do rio Doce tem sido feito a partir das
medi¢cbes de vazdo e fluxos d’agua medidos em 4 se¢bes com o uso do equipamento ADCP. Os

dados séo processados em software especifico para tal finalidade.

Os dados de vazao serdo avaliados segundo sua sazonalidade e os dados de fluxos d’dgua seréo
avaliados segundo sua sazonalidade e variacdo semi-diurna (maré). Niveis d’agua sdo medidos com
sensor de pressao e armazenados em datalogger. Esses dados, entdo, sdo tabelados e comparados

com variacédo de vazdes afluentes a regido estuarina e variagées de maré.

Para estimativas de descargas soélidas sédo coletadas amostras de 4gua nas mesmas sec¢des em que
sdo feitas as medicdes de vazédo, para analise de sedimentos suspensos, e amostras de sedimentos
de fundo. As medicdes de descargas sélidas de sedimentos em suspensdo, entdo, sdo realizadas
pelo método Igual Incremento de Largura, com uso de amostrador de integracdo na vertical. As
amostras coletadas sdo enviadas ao LABHIDRO para andlises de concentracdo e granulometria de
sélidos suspensos.

Assim, os dados para elaboracdo das curvas granulométricas dos sedimentos em suspensdo sé&o
obtidos através do Método do Tubo de Retirada pela Base (Carvalho, 2008). A classificacao
granulométrica dos sedimentos suspensos € feita segundo a American Geophysical Union. As
concentragdes de solidos suspensos e dissolvidos sdo determinadas pelo mesmo método de analise,

sendo obtidas concentracdes de sélidos dissolvidos e sélidos suspensos em planilhas de célculo.

Sdo coletadas amostras de sedimento de fundo, com uso de draga, para determinacdo das
distribuigBes granulométricas dos materiais dos leitos. As amostras sdo acondicionadas em sacos
plasticos, identificadas e encaminhadas para o LABHIDRO. As curvas granulométricas sdo obtidas a
partir dos resultados das analises dos sedimentos realizadas pelo Método de Peneiramento e a
classificagdo granulométrica dos sedimentos de fundo é feita segundo metodologia indicada pela
American Geophysical Union (CARVALHO, 2008).
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A equacdo abaixo é utilizada nas estimativas de descargas sélidas em suspenséo, onde Qss é a
descarga sélida em suspensdo (t/d); Q € a vazdo (m3/s) e Css é a concentracdo de sedimentos

suspensos (mg/L).

Qss =0,0864.Q.Css

As descargas solidas totais sdo estimadas pelo Método de Einstein modificado por Colby e Hembree
(1955). Por este método as descargas totais de sedimentos sdo obtidas a partir de medicbes de
descargas de sedimentos em suspensao nas partes superiores da secdo do rio, entre a superficie e
pontos localizados a uma pequena distancia do fundo, e de extrapolacéo das cargas em suspensdo
medidas para a faixa situada préxima ao fundo (CARVALHO, 2008). Com uso da metodologia

descrita, obtém-se as descargas solidas em suspensao, por arraste, e total.

Os calculos séo feitos a partir de parametros hidraulicos correspondentes as se¢des monitoradas,

considerando as caracteristicas do material amostrado em suspensao e no leito.
Os dados utilizados séo:

» vazdo (md/s);

» velocidade média de escoamento (m/s);

» area da secdo transversal (m2);

» largura da secéo transversal (m);

» profundidade média das verticais de coletas de sedimentos (m);

» concentracdo de sedimentos em suspensao (ppm ou mg/l);

» distribuicdo granulométrica de materiais do leito e em suspenséo coletados na sec¢ao (m);
» temperatura da agua (°C)

b) Modelagem hidrolégica

A modelagem hidroldégica do Baixo Rio Doce sera desenvolvida com base em dados de pluviosidade
e vazdo da bacia hidrografica do rio Doce. Serpa utilizado o modelo SWAT — Soil & Water

Assessment Tool (Arnold et al., 1998).

e Dados pluviométricos

As estacdes pluviométricas existentes no interior e areas lindeiras da bacia do Rio Doce foram
identificadas por meio de consultas a Agéncia Nacional de Aguas, Instituto Mineiro de Gestdo das

Aguas — IGAM, Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensdo Rural — Incaper,
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Centro Nacional de Monitoramento e Alertas de Desastres Naturais (CEMADEN) e Instituto Nacional
de Meteorologia — INMET.

As estacOes existentes tiveram suas coordenadas geograficas determinadas em shapefile e seus
dados foram analisados em termos de consisténcia, disponibilidade e modo de obtencéo, tendo as
mesmas sido divididas em dois grupos: (1). As estacdes que possuem longa série histérica e, (2) As
estacOes que apresentam dados diarios atuais. No grupo das estacdes de longa série histérica
ocorrem as com séries descontinuadas e as que tiveram coleta de dados interrompidas. Assim, sao
consideradas aquelas com pelo menos 30 anos de dados continuos entre 1985 e 2014. Este grupo é
composto por 90 estacdes, todas operadas pela Agéncia Nacional de Agua e Companhia de
Pesquisa de Recursos Minerais (ANA/CPRM).

No grupo das estac¢Bes com dados atuais estdo incluidas aquelas cujos dados sao disponibilizados
na internet diariamente ou em tempo real. Tratam-se das estacdes operadas pelo INMET, CEMADEN
e ANA, cujos dados estdo sendo compilados diariamente para alimentar o modelo SWAT durante as

simulac¢@es hidrologicas.

As estacbes que apresentam dados pluviométricos de longo prazo (1985 a 2014) tiveram seus dados

compilados em planilha eletrbnica e os totais pluviométricos anuais calculados.

As pluviosidades médias anuais foram interpoladas em sistema de informacao geografica utilizando o
interpolador Inverse Distance Weight (IDW). Para a bacia do Rio Benevente, Silva e Caiado (2013)
estudaram qual a melhor combinacéo de poténcia e nimero de pontos para a interpolacdo de dados
pluviométricos utilizando o interpolador IDW. O estudo indicou que os melhores resultados foram
obtidos com poténcia 2 e nimero de pontos igual a 6. Essa mesma combinacéo foi utilizada para a

interpolacdo de dados pluviométricos na bacia do Rio Doce.

e Dados fluviométricos

As estacdes fluviométricas localizadas na bacia do rio Doce, assim como 0S responsaveis por sua
operacao, foram identificadas e em seguida espacializadas utilizando sistema de informacfes
geograficas. Das estacGes identificadas nesta fase, algumas nédo estdo mais em operagdo e outras
apresentam séries histéricas com muitas falhas ou estdo localizadas muito préximas de outras.
Assim, 39 esta¢Bes foram consideradas adequadas para caracterizar fluviometricamente a bacia do
rio Doce. Foram amostradas 39 estac6es fluviométricas ao longo da bacia do rio Doce. Destas, cinco
estacbOes estdo localizadas na calha do rio Doce, cinco localizadas no rio Piranga e no rio Santo
Antbnio, quatro estacBes no rio Manhuacu, trés estacbes nos rios Itambacuri e Piracicaba, duas
estacBes no rio Corrente, no rio Caratinga e no rio do Carmo e uma estacdo nos seguintes rios:
Casca, Guandu, Guanhées, Matip6, Pancas, Sacramento, Santa Joana, Santa Maria do rio Doce e
S0 José. O rio Suacui Pequeno possui uma estacdo (Fazenda Aconchego — encontra-se também
espacializada), porém, a mesma possui poucos dados disponiveis, ndo constituindo uma série

histérica e, portanto, ndo foi utilizada em analises estatisticas subsequentes.
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Os dados das estacdes foram consistidos em escritérios com a eliminacdo dos anos com falhas
superiores a vinte dias e preenchimento de dados dos anos com menos de 20 dias de falha. Para o
preenchimento das falhas, foram utilizados dados da estagdo mais proxima localizada e no mesmo
curso d’agua da estagdo com dados a serem preenchidos. Foram identificadas 38 esta¢bes, sendo
gue 36 tiveram o ano de 1988 eliminado devido ao grande numero de falhas. A estacdo Dom Cavati
teve trés anos eliminados da analise (1988, 1991 e 1993), enquanto as esta¢des Porto de Santa Rita,
Instituto Florestal Raul Soares, Rio Piracicaba, Barra do Cuieté Jusante, Barra de Sao Gabiriel,
Colatina, Ponte do Pancas e Jusante Corrego da Piaba tiveram dois anos eliminados. Quatro
estacdes tiveram dados preenchidos durante o processamento de consisténcia de dados, Instituto

Florestal Raul Soares, Méario de Carvalho, Colatina e Jusante Cérrego da Piaba.

Os dados fluviométricos diarios de cada estacédo foram compilados em planilha eletrénica e calculada
a vazao média para todo o periodo. Para cada ano, foram identificadas as vaz6es maxima e minima e
calculadas as médias das mesmas para a série histérica. Com o objetivo de se comparar a producéo
de agua entre as diversas subbacias do rio Doce, as vazdes médias das estacdes foram divididas
pelas areas de contribuicdo das mesmas, resultando na producéo de agua em L/s.km? (deflivio areal

médio).

e Base cartogréfica

Juntamente com as analises pluviométrica e fluviométrica, foi realizado o levantamento dos dados
cartogréficos e topogréficos de toda a bacia, os quais foram preparados para compor as informacdes
de entrada do modelo SWAT. Foram preparados o Modelo Digital de Elevacdo (MDE) e os mapas
Pedoldgico e de Uso e Ocupagdo do Solo. O MDE utilizado foi o disponibilizado no Portal para
Informacdes e Dados Espaciais — GeoNetwork, da Agéncia Nacional de Aguas — ANA. O MDE possui
moderada resolugcdo espacial (células de 10m) da bacia do rio Doce. Este foi criado a partir de
Modelos Digitais SRTM (Shuttle Radar Topography Mission) e ASTER GDEM (Advanced Spaceborne
Thermal Emission and Reflection Radiometer) e Global Digital Elevation Map. A interpolacéo utilizada
para a elaboragdo do MDE com resolugdo de 10 m foi pelo método “Spline”. Além disso, foram
utilizados os pontos cotados altimétricos para alocagdo de torres de transmissao de sinal de telefonia
celular distribuidos aleatoriamente por toda a area do projeto, aprimorando a acuracia do dado. Para
a area correspondente ao fuso 23 foram utilizados 9.720 pontos com as coordenadas
planialtimétricas conhecidas e na éarea pertencente ao fuso 24 um total de 6.478 pontos. Como
resultado foi gerado um MDE de Superficie (MDS) com uma precisdo de 5 m na altimetria e 10 m na

planimetria.

O Mapa de Uso e Ocupacao do Solo utilizado é também disponibilizado pelo Portal para Informacgdes
e Dados Espaciais — GeoNetwork, da Agéncia Nacional de Aguas — ANA. O mapa foi criado por meio
de imagens de satélites ALOS, QUICKBIRD, WORLD VIEW | e LANDSAT-7 e o produto tem uma

escala de interpretacdo de 10 metros compativel com escala 1:100.000.

Protocolo de Anélises — Rede Rio Doce Mar 192



réde
pIO

IFEST DOCE

Fundacao Espirito-santense de Tecnologia

Ja, o Mapa Pedolégico da bacia do Rio Doce foi criado em 2006 pela Diretoria de Geociéncias do
IBGE e esta disponibilizado pelo Portal FTP deste érgdo em resolu¢éo 1:5.000.000.

c) Material particulado e suspenséo

O material particulado em suspensdo na coluna d’agua sao analisados da mesma forma que no

ambiente marinho, conforme consta no item 4.2.1.
d) Parémetros fisico-quimicos
e Alcalinidade

Em uma amostra de agua os ions da alcalinidade, resultantes da dissociacéo ou hidrélise de solutos,
reagem com o0 acido adicionado a amostra. A alcalinidade da amostra é relativa ao valor do ponto
final de pH fixado (pH = 4,35) (Mackereth, Heron & Talling, 1978; APHA, 2005).

Equipamentos, vidrarias e reagentes utilizados: pHmetro, agitador magnético, barra magnética,
bureta (automética ou de vidro), pipeta volumétrica (100 ml), béquer (250 ml), solucdo de &acido
cloridrico (HCI) 0,02N.

As amostras sdo homogeneizadas e uma aliqguota de 100 ml é transferida com uma pipeta
volumétrica para um béquer. A amostra é submetida a leve agitagdo com um agitador magnético
sendo inserido introduzido um eletrodo de pH, previamente calibrado. O compartimento da bureta
automatica ou uma bureta de 50 mL é preenchido com a solu¢cdo de HCI 0,02N, sendo entédo
acoplado ao conjunto béquer/eletrodo. Apds a estabilizagdo do valor do pH original da amostra a
titulagé@o é iniciada vagarosamente, sendo registrado em planilha o volume gasto da solugéo de HCI
0,02 N, até o valor de pH 4,35.

Célculo da Alcalinidade total é feito da seguinte forma:

Alcalinidade total = N HCI x V HCI gasto x 50000

Volume (mL) da amostra

e) Nutrientes

Os nutrientes presentes na coluna d’agua sao analisados da mesma forma que no ambiente marinho,

conforme consta no item 4.2.1
f) Compostos orgéanicos

Os compostos organicos presentes na coluna d’agua sido analisados da mesma forma que no
ambiente marinho, conforme consta no item 4.2.1.
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g) Metais principais, traco e semimetais

Os metais traco e semimetais presentes na coluna d’agua sao analisados da mesma forma que no

ambiente marinho, conforme consta no item 4.2.1.
h) Elementar (particulados)

Devido a impossibilidade de realizar as analises de Enxofre (S) elementar no Departamento de
Geociéncias da Universidade Federal de Sao Jodo del-Rei (UFSJ).por ndo haver disponibilidade do
modulo para andlise de S, as amostras dos ecossistemas aquaticos continentais sao analisadas por
meio espectrometria de fluorescéncia por Raios-X de Energia dispersiva com limite de deteccédo de
0.0002% (w/w) conforme a Norma ASTM D 4294 — 08 (ASTM, 2008) no Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). A amostra é colocada em um cilindro irradiado por
um tubo de Raios-X. A radiacdo-X caracteristica excitada resultante é medida, e a contagem
acumulada destas é comparada com as contagens previamente obtidas para os padrbes de
calibracdo. Para se determinar a quantidade de Enxofre Total por fluorescéncia de raios-X sera
utilizado um equipamento marca HORIBA, modelo SLFA-2800 com uma mesa rotatéria composta de

8 compartimentos para a célula contendo a amostra.

Antes de iniciar a determinagédo do Enxofre Total por Fluorescéncia de Raios X, as amostras sdo
preparadas em um conjunto formado por uma célula descartdvel e uma armagdo interna. Esta
preparacao é feita por meio de um encaixe da célula descartavel dentro da armacéo interna da célula.
A amostra € homogeneizada manualmente, sob agitacdo, por aproximadamente 2 minutos e
transferidas para as células de amostras, sendo adicionados aproximadamente 5 mL de amostra
liguida no conjunto célula descartavel/armagéo interna.

i) Is6topos (particulados)

As andlises das razdes isotdpicas e a andlise elementar nas amostras de sedimento, seston e fontes
da MO serdo realizadas 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), acoplado a um espectrometro de massa de razao isotépica (Isotope Ratio Mass
Spectrometer - IRMS, Delta V, Thermo, Alemanha), que mede a composicdo isotopica
concomitantemente as medidas de C e N, presente no laboratério do proponente. Os resultados sao
entdo expressos pela unidade padrao & como: 8X = [(R substrato - R produto) — 1] x 1000, onde X é
13C ou 15N e R ¢é a razéo correspondente 13C/12C ou 15N/14N. As dosagens de fésforo total serdo
realizadas por meio da técnica de espectrofotometria automatizada por injecdo em fluxo (FIA; flow
injection analysis) com o aparelho FIALab 2500 (FIALab, EUA) na Universidade Federal de S&do Joao
del-Rei - UFSJ.

Antes e depois das andlises, o equipamento serd calibrado com materiais de referéncia padrao.
Esses padrfes serdo selecionados por terem uma composi¢do similar as amostras analisadas. Os

materiais de referéncia (ou padrdo externo) utilizado serdo p.ex. IAEA-CH3 (Celulose), IAEA-600
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(cafeina), IAEA N2 (sulfato de aménio) e IAEA-NO3 (nitrato de potassio). Os valores delta finais séo
expressos em relacdo aos padrdes internacionais baseados no calcéario de Viena Pee Dee Belemnite
(V — PDB) para o C e nitrogénio atmosférico, N2, para o N. Serao utilizados 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 isotépicas. Demais informagbes sobre o

método se encontram em Glicker et al. (2011).

4.3.2. Matriz sedimento superficial

A amostragem do sedimento superficial dos ecossistemas aquaticos continentais tem sido realizada
com amostradores em ago inox do tipo Van Veen para calha fluvial e do tipo Ekman em ecossistemas

lacustres.
a) Aspectos fisicos (Granulometria e Mineralogia)

A granulometria e mineralogia dos sedimentos superficiais sdo analisadas da mesma forma que no

ambiente marinho, conforme consta no item 4.2.2.
b) Teor de matéria organica total (MOT)

A matéria orgéanica total dos sedimentos superficiais é analisada da mesma forma que no ambiente

marinho, conforme consta no item 4.2.2.
¢) Nutrientes

O fosforo total nos sedimentos superficiais é analisado da mesma forma que no ambiente marinho,

conforme consta no item 4.2.2.
d) Metais

Os metais totais e os fracionamentos por diferentes extracbes nos sedimentos superficiais sdo

analisados da mesma forma que no ambiente marinho, conforme consta no item 4.2.2.
e) Compostos organicos

Os compostos organicos nos sedimentos superficiais sdo analisados da mesma forma que no

ambiente marinho, conforme consta no item 4.2.2.

4.3.3. Matriz sedimento testemunho
a) Aspectos fisicos (Granulometria e Mineralogia)

A granulometria e mineralogia dos sedimentos nos testemunhos sédo analisadas da mesma forma que

no ambiente marinho, conforme consta no item 4.2.3.
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b) Minerais pesados

Os minerais pesados dos sedimentos nos testemunhos sdo analisados da mesma forma que no

ambiente marinho, conforme consta no item 4.2.3.
c) Teor de matéria organicatotal (MOT)

A matéria organica total dos sedimentos superficiais é analisada da mesma forma que no ambiente

marinho, conforme consta no item 4.2.3.
d) Metais

Os metais totais nos sedimentos superficiais sdo analisados da mesma forma que no ambiente

marinho, conforme consta no item 4.2.3.

4.3.4. Matriz biota
a) Fitoplancton

Para andlise qualitativa do fitoplancton na calha do rio e nos ambientes lacustres tem sido utilizado o
método do arrasto superficial com rede de plancton de abertura de malha de 20 um, na subsuperficie
(aproximadamente 30 cm de profundidade), sendo uma amostra por ponto amostral. A amostra
coletada em cada ponto é dividida em duas partes, acondicionadas em frascos de polietileno (100
ml): uma sera fixada com formol 4% - adicionar 10 mL; o outro frasco devera ser mantido sem
preservante, em caixa térmica com gelo permanente, para andlise do material vivo em laboratério
(ndo congelar). As espécies sdo analisadas em microscopio Optico equipado com ocular
micrometrada e camara clara. A identificacdo sera realizada ao menor nivel taxondmico possivel

usando bibliografias especificas.

Para o estudo quantitativo do fitoplancton na calha do rio Doce, é preciso ser coletada uma amostra
de 100 mL de agua em cada ponto amostral, submergindo o frasco a 30 cm de profundidade. Nos
ambientas lacustres, amostras de 100 ml de 4gua devem ser coletadas na subsuperficie e na
profundidade de 1% da radiacdo solar incidente na superficie, com garrafa de van Dorn. Assim, pode-
se obter a variacdo vertical do fitoplancton nos ambientes Iénticos, que, aliada aos dados de
perfilagem fisicos, quimicos e fisico-quimicos podem definir o padrédo de funcionamento lacustre e
fornecer respostas acerca da produtividade e sucessdo de espécies relacionadas as mudancas

ambientais espaco-temporais no sistema lacustre do Baixo Rio Doce.

Todas as amostras quantitativas (calha do rio e ambientes lacustres) devem ser acondicionadas em
frascos de vidro @mbar (100 ml) e fixadas com solugdo de lugol acético. A densidade do fitoplancton
deve ser estimada pelo método de Utermoh (1958)I, em microscépio invertido em aumento de 400x,
usando-se tempo de sedimentacdo de, pelo menos, 3 horas para cada centimetro de altura da

camara (Margalef, 1983). O volume sedimentado por amostra sera de 10 ml.
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A densidade fitoplanctonica (ind.ml) deve ser calculada através da seguinte formula, descrita por
Lund et. al. (1958):

(ind.mlt) = n{1/[(sch)/1000 x 100000]}
Onde:
n = namero de individuos contados
s = area do campo de contagem (um?)
€ = nimero campos contados

h = altura da camara (mm)

A diversidade da comunidade fitoplanctonica é determinada através do indice de diversidade de
Shannon e Weaver (1949), a equitabilidade estimada segundo Pielou (1975) e a dominancia
estimada através do indice de Simpson (1949). A biomassa do fitoplancton deve ser estimada através
das concentracdes de clorofila a determinada no subprojeto da Meta 1 dessa proposta. A ocorréncia
de cianobactérias potencialmente toxicas deve ser analisada segundo a lista de espécies tdxicas com

ocorréncia no Brasil, publicada por Sant’Anna et al. (2008).

A determinacédo da concentracao de clorofila a nas amostras dos ecossistemas aquaticos continentais
€ realizada pelo método de fluorimetria, com extracdo em acetona 90% a frio e posterior acidificacao
para quantificacdo de feofintina (Strickland & Parsons, 1972; APHA, 2005). O método de extracdo e
fluorimetria é considerado 50 vezes mais sensivel do que a espectrofotometria (Jeffrey, 1997). Além
da anadlise de clorofila a por fluorimetria possibilitar a quantificagdo em amostras de ecossistema
aquadticos oligotréficos, permitird a comparacdo com os dados de fluorescéncia in vivo obtidos com a

perfilagem da coluna d’adgua com o uso da sonda YSI V6000.
b) Zooplancton

Para a andlise quantitativa do zooplancton, toda a amostra € examinada. Para o microzooplancton
(rotiferos), subamostras de 1ml séo analisadas em camara de Sedgwick-Rafter em microscopio 6ptico
equipado com ocular milimetrada. Para andlise do mesozooplancton (copépodos e cladéceros), toda
a amostra é examinada em estereomicroscopio, com subamostras de 5ml tomadas da amostra total.
Sao, entéo, obtidas imagens dos espécimes para a tomada de medidas morfométricas posteriores e
analise taxonémica. Os espécimes triados sdo catalogados e mantidos na colecdo do Laboratério de

Ecologia Aquatica da Universidade Federal de Ouro Preto.

As espécies zooplanctbnicas sdo reunidas em categorias de constancia de ocorréncia, onde a
espécie constante sera aquela que possuir evidéncia em mais de 50% das amostras; a espécie
acessoria sera a que estara presente em 25 a 50% das amostras; e a espécie acidental, em menos

de 25% das amostras (Malabarba et al., 2004). Desta forma, sdo obtidos dados da densidade
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(org/m®), riqueza e diversidade (H’), o tamanho corporal, bem como a propor¢do de fémeas ovadas e

namero de embrides presentes na amostra para a estimativa de recrutamento.
A equitabilidade ¢é expressa pelo indice de Pielou:
J’ = [H'(observado) / H'maximo]

Em que “H’ maximo” representa a diversidade maxima possivel que pode ser observada se todas as

espécies apresentarem igual abundancia : H maximo = log S (nimero total de espécies).

A diversidade sera expressa através da fungdo entre o nimero de espécies e a equitabilidade dos

valores de importancia da mesma. Para tanto, é utilizado o indice de Shannon — Weaver (1949).

H = - Zpi(log pi)

A biomassa zooplanctbnica, por sua vez, € obtida com base no método alométrico, que consiste no
uso de equacdes exponenciais, as quais relacionam dimens@es lineares dos organismos e seu peso
seco, por meio de regressdes entre o comprimento do animal (um) vs. o seu peso individual. As

formulas a serem utilizadas sao:
B=a.lLb

InB=c+b.InL

Onde c = Ina e “a” e “b” s&o coeficientes especificos para cada espécie zooplanctbénica (Bicudo &
Bicudo, 2007).

Modelos de varidncia (ANOVA, MANOVA) séo utilizados de acordo com o teste de normalidade dos
dados. Modelos gerais lineares (GLM ou GLLM) e de minimos quadrados serdo utilizados para
avaliar a relacdo da caracteristica limnoldgica dos sistemas estudados (parametros limnolégicos
obtidos no subprojeto de caracterizagdo limnolégica das lagoas) e indicadores continuos e
categéricos da comunidade zooplanctbnica. A andlise Canbnica é uma técnica multivariada
usualmente utilizada para constatar a associagdo entre o conjunto de varidveis (concentracdo de
particulas orgénicas e inorganicas) com outras variaveis (diversidade, abundancia, riqueza e

biomassa dos organismos zooplanctonicos.
c) Perifiton

As amostras da comunidade perifitica sdo coletadas mensalmente. Em cada uma das estacfes
amostrais (e regides das estacdes, no caso dos rios) sao coletadas, no minimo, trés unidades de um
tipo substrato (a quantidade de substratos coletados devera conter uma quantidade de material

suficiente para os procedimentos analiticos). O tipo de substrato escolhido deve ser comum as
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estacdes amostrais. Os substratos devem ser coletados de forma que a area colonizada pelo perifiton

possa ser determinada ap6s a remoc¢éo do mesmo.

Os substratos com a presenca do perifiton coletados e armazenados em frascos com pequena
guantidade de agua destilada (formando uma camara Uumida), em baixa temperatura em campo, séo

raspados com escova de cerda macia e jatos de agua destilada.

Apés a raspagem, as amostras para a andlise qualitativa da comunidade séo fixadas com solucao
formalina a aproximadamente 4% (4 ml de solugcéo formalina para cada 100 ml de amostra). A andlise
taxondmica sera realizada em microscopio optico equipado com camera fotografica e camara clara.
Para a andlise taxon6mica das diatomaceas, parte do material perifitico ser4 oxidado, segundo
Battarbee et al. (2001), utilizando peroxido de hidrogénio (H202 35%) e &cido cloridrico (HCI 10%). As
laminas permanentes serdo montadas utilizando Naphrax® (IR = 1,73) como meio de incluséo. Para a
analise quantitativa, as amostras serdo fixadas com solucdo de lugol acético 1%. A andlise da
densidade perifitica sera realizada em microscopio invertido (segundo Utermohl 1958), com tempo de
sedimentacdo segundo Lund et al. (1958). Esta contagem sera realizada em campos aleatorios
(Uelinger 1964), e o limite de contagem serd determinado pela curva de rarefacdo de espécies
(quando nenhuma espécie nova for observada em pelo menos sete campos analisados) e pelo

menos 400 individuos devem ser contados por amostras (Ferragut et al. 2013).

O peso seco e 0 peso seco livre de cinzas da comunidade perifitica serdo determinados pelo método
de pesagem e seguirdo o0s procedimentos descritos em APHA (2005). A biomassa algal
(representado pela clorofila-a, corrigida da feofitina) sera determinada pelo método de extracdo em
etanol 90% aquecido, sem maceracdo (Sartory & Grobellar 1984) e os célculos baseados em
Golterman et al. (1978).

d) Macrofitas aquéticas

Para amostragem, as plantas devem ser coletadas utilizando um quadrado de 0,5 m? que deverdo ser

lancados trés vezes aleatoriamente em cada um dos pontos dentro da malha amostral.

Os representantes da flora coletados sao acompanhados de seus respectivos registros fotograficos e
os dados referentes as coordenadas geograficas serdo obtidos por meio do aparelho de GPS (Global

Positioning System).

As espécies serdo identificadas por meio do método comparativo de vouchers e tipos nomenclaturais,
depositados nos principais herbérios estaduais (BHCB, CVRD, MBML, VIC, VIES), nacionais (RB,
SPF) e internacionais (K, MO, NY), acrénimos de acordo com Thiers (2016), além da utilizacdo das

bibliografias especificas.

Para a classificacdo das formas biolégicas das macréfitas aquaticas € seguido o proposto por Irgang
et al. (1984), sendo as espécies categorizadas como: Submersa fixa - enraizadas e crescem
totalmente submersas na agua; Submersa livre - permanecem flutuando submersas na agua;

Flutuante fixa - sdo enraizadas e com folhas flutuando na superficie da agua; Flutuante livre -
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permanecem flutuando com as raizes abaixo da superficie da agua; e Anfibia - plantas geralmente de

margens; emergentes - enraizadas com folhas emergindo parcialmente.

44. ANEXO 4 - MONITORAMENTO DA PRAIA E ANTEPRAIA ADJACENTES A
DESEMBOCADURA DO RIO DOCE

4.4.1. Monitoramento morfolégico e sedimentoldgico
a) Morfologia dos sistemas praiais

Os dados brutos obtidos no levantamento do perfil praial com o RTK sao extraidos da controladora e
exportados em arquivo ASCII. Os arquivos contém as coordenadas geograficas (latitude e longitude),
altimetria do terreno, além de dados complementares quanto a classificacdo da feicdo praial
observada, inseridos no momento da aquisicdo. Informacdes auxiliares de incerteza horizontal e
vertical (HSDV e VSDV) e de geometria de satélites (HDOP e VDOP) também séo extraidas, com a
finalidade de verificar a qualidade dos dados. Os dados sdo planilhados e processados em Excel,
verificando a consisténcia dos valores de latitude, longitude e altimetria para a area de estudo. Por

fim, sdo tracados os graficos relativos ao perfil praial.

Os dados brutos do levantamento batimétrico séo extraidos da Central de Controle do ecobatimetro
por meio do programa SurveyLog. A partir deste programa os dados sao exportados e apresentados
nos formatos .BIN, ASCIl e XYZ. Esses arquivos sdo processados no modulo Single Beam Process
do programa Hypack, no qual sdo conferidos os valores de offsets da diposi¢cdo dos equipamentos na
embarcacao e aplicada a correcdo da maré para o dia e a hora dos levantamentos. Como referéncia
maregréafica séo utilizados os dados de maré disponiveis no site da Marinha do Brasil, referentes ao

Terminal de Barra do Riacho, o referencial maregréfico préximo a area de sondagem.

O processamento dos dados batimétricos prossegue com a remoc¢do dos picos de sondagem
(spikes), que consistem em dados espurios que néo refletem a profundidade real. Em funcdo da alta
frequéncia de aquisicdo dos dados (6 hz), estes s@o suavizados, a fim de compensar 0 movimento da

embarcacdo durante a sondagem. Para isto, € a utilizada a ferramenta smooth do programa de

processamento.

O arquivo auxiliar (extensdo .BIN) também é carregado no pacote Single Beam Process. Esse
formato de arquivo permite a visualizacdo dos ecogramas para interpretacdo dos padrfes de fundo e

verificac@o/validacédo do valores batimétricos.

Os dados dos perfis expressos em distancias e cotas, gerados pelo levantamento topobatimétrcio dos
perfis praiais, sdo plotados em gréficos 2D por meio do programa Excel da Microsoft. Em funcdo da
dificuldade de navegacdo na zona de arrebentacdo é esperada uma lacuna de informagdo na
antepraia mais rasa. Para preencher esta lacuna é realizada a interpolacéo dos dados de batimetria e

topografia e os perfis sdo concetados para obtencéo final do perfil topobatimétrico.
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Para o ajuste do nivelamento deve ser adotado como datum vertical o nivel médio do mar,

referénciado ao Porto da Barra do Riacho. Para isso no momento do levantamento do perfil praial séo
registradas a hora e a posigdo do maximo recuo da onda na face praial, para posterior corre¢do do
nivel da maré no momento da coleta.

b) Granulometria

A determinacdo da granulometria do sedimento arenoso é realizada por meio de peneiramento a
seco. Incialmente, as amostras sdo lavadas para a retirada do sal e colocadas na estufa para secar a
uma temperatura média de 40 °C. Apds a secagem, as amostras sdo quarteadas por meio do
guarteador do tipo Jones. Na sequéncia, sdo pesados cerca de 50 g da amostra quarteada, que sao
postos no agitador de peneiras por 15 minutos. Para o peneiramento € utilizado um jogo de peneiras
com malhade -2 a4 ¢ (4 a 0,063 mm) (Quadro 48).

Quadro 48. Especificagdo da malha das peneiras para 0 peneiramento a seco.

(0] mm
-2,00 4,000
-1,75 3,360
-1,25 2,380
-1,00 2,000
-0,50 1,410
0,00 1,000
0,50 0,710
1,00 0,500
1,50 0,350
2,00 0,250
2,50 1,770
3,00 0,125
3,25 0,105
3,75 0,074

(0] mm
4,00 0,063

Apés o peneiramento, o sedimento retido em cada peneira é pesado e 0 peso destas fracdes é
anotado na ficha mostrada na Figura 22. A partir destes valores séo calculados os parametros
estatisticos propostos Folk & Ward (1957) por meio do programa GRADISTAT (BLOTT & PYE, 2001).
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Figura 22. Ficha de andlise sedimentolégica.

REDERIODOCE

Monitoramento da praia e antepraia adjacentes a E
desembocadura do rio Doce MAR
Ficha de Laboratério — Analise sedimentologica
Estacdo amostral: Data dacoleta: ___ /[
Amostra:
= Pesa Peso retido
Malha Abertura Didmetro Peso retido
- acumulado | acumulado
(USBS) (mm) (phi) (@ o
{e)] (%)
5 4. 000 - 2,00
6 3,360 -1.758
8 2,380 -1,25
10 2,000 -1.,00
14 1,410 -0.50
18 1,000 0,00
25 0,710 0,50
35 0,500 1,00
45 0.350 1.50
60 0,250 2,00
&0 0177 2.50
120 0.125 3.00
140 0,105 3,25
200 0.074 375
230 0,062 4,00
Fundao =0,062 =4 00
Granulometria Pesoinicial: Peso final:
CaCoOs Pesa inicial” Pesao final
Mineral pesado Peso inicial: Peso final:
Processado por: Data: ) /

A determinacao da granulometria das amostras que apresentam maior percentual de lama é realizada
por meio de granulémetro a laser (Malvern). Inicialmente, as amostras séo lavadas para a retirada do
sal. Na sequéncia, € realizada a separacgéo entre as fracGes areia e lama, por meio de peneiramento
via Umida. Neste processo, as amostras sdo lavadas em uma peneira de 4 ¢ (0,063 mm). O
sedimento mais fino, retido na peneira, € submetido & queima de matéria organica, a partir da adicao
de peréxido de hidrogénio (H202). O procedimento de queima é realizado com o auxilio da chapa
aquecedora na capela de exaustdo de gases. Apos a queima, o sedimento € lavado trés vezes para a
retirada do H202 e o residuo das duas primeiras lavagens deve ser descartado em recipiente proprio
para o descarte de reagentes. Finalizados os procedimentos, 14 mL homogeneizados da amostra séo

postos no Malvern para a determinacao granulométrica dos sedimentos finos.
¢) Morfoscopia

ApOs 0 peneiramento, uma fracdo comum a todas as amostras € selecionada para analise
morfoscopica dos grdos de quartzo. Esta analise é realizada através de observacdo em lupa
binocular, segundo o método Ligus (1958). Através deste método, 100 grdos de quartzo séo
observados quanto ao seu grau de arredondamento e classificados entre as classes muito angulosa,
angulosa, sub-angulosa, sub-arredondada, arredondada e bem arredondada (PETTJONH, 1957)
Figura 23. Os resultados sao apresentados em graficos confeccionados a partir do programa Excel da

Microsoft.
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Figura 23. Ficha de andlise morfoscépica.

REDERIODOCE

Monitoramento da praia e antepraia adjacentes a -———
desembocadura do rio Doce m
Ficha de Laboratorio — Morfoscopia
Estacdo amostral: Data da coleta: i i
Amaostra: Contar 100 graos de quartzo

‘SO (@ ©
Q90 a%

a) Muito anguloso b) Angulose ©) Sub-anguloso  d) Sub-arredendade  e) Amedondado  f) Bem arredondado

Diametro: __ mm

Graus de arredondamento (Pettijonh, 1967)

Aspecto Muito anguloso | Anguloso Sub-Anguloso | Sub-Arredondado | Arredondado Bem arredondado

Brilho Natural
Fosco
Brilhante
Ficotado
Sujo
Total

Diametro mm

Graus de arredondamento (Pettijonh, 1967)

Aspecto Muito anguloso | Anguloso Sub-Anguloso | Sub-Arredondado | Arredondado Bem arredondado

Brilho Natural
Fosco
Brilhante
Picotado
Sujo
Total

Processado por: Data: ! !

d) Teor e composicdo dos carbonatos

A determinacdo do teor de carbonato é realizada a partir de sua queima com &acido cloridrico 10%
(HCI). Neste procedimento, sdo utilizados cerca de 20 g das amostras pré-processadas (lavadas,
secas e quarteadas). A amostra é, entdo, colocada em um béquer, ao qual é adicionado o HCI até a
completa dissolugao dos carbonatos. O procedimento de queima é realizado em chapa aquecedora

na capela de exaustao de gases.

Na sequéncia, as amostras sao lavadas trés vezes para a retirada do acido e, entédo, colocadas para
secar na estufa a uma temperatura em torno de 40 °C. O descarte das duas primeiras lavagens é
realizado em um recipiente proprio para o descarte de reagentes. Apés a secagem, as amostras sdo
pesadas para quantificagdo do teor de carbonato. As amostras que apresentarem teor de carbonato

superior a 30% devem ser analisadas visualmente quanto a composicao deste material.

A identificacdo da natureza bioclastica dos sedimentos deve ser realizada por meio de observacéo
em lupa binocular. S&do observados 200 grdos carbonaticos, em cada fracdo resultante do
peneiramento, valor este considerado por Hubert (1962) minimo e suficiente, para a condi¢do em que

os teores de sedimentos bioclasticos e ndo bioclasticos sdo conhecidos Figura 24.
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Figura 24. Ficha de andlise de composicao carbonéatica.

REDERIODOCE

Monitoramento da praia e antepraia adjacentes a ﬁ
MAR

desembocadura do rio Doce

Ficha de Laboratorio — Composigdo carbonatica
Data da coleta: / /

Estacéo amostral-
Contar 200 gréos bioclasticos

Amaostra:

Diametro: mm
Componentes Quantidade Total | Total (%)
Alga coralina incrustante
Alga coralina articulada
Alga Hamelida
IMolusco
Ostracoide
Briozoario
Foraminifero
Tubo de verme
Equinoderma
Crustaceo
Coral
Radiolario
Qutros

Diametro: mm
Componentes Quantidade Total | Total (%)
Alga coralina incrustante
Alga coralina articulada
Alga Hamelida
IMolusco
Ostracoide
Briozoario
Foraminifero
Tubo de verme
Equinoderma
Crustaceo
Coral
Radiolario
Qutros

Data: / /

Processado por:

e) Teor e identificacdo de minerais pesados

A determinacéo do teor de minerais pesados é realizada por meio do método gravitacional utilizando
bromoférmio. Apés a dissolucdo do carbonato de calcio, as amostras sdo postas no funil de

separacgédo contendo bromoférmio e agitadas com um bastéo de vidro (Figura 25).
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Figura 25. Estrutura para separagdo de minerais pesados pelo método gravitacional. a) estrutura de apoio; b) vidro relégio; c)
funil de separacao; d) minerais leves; e) liquido de separagao (bromoférmio); f) suporte do funil; g) tubo de borracha; h)

minerais pesados; i) pinga que permite ou ndo a passagem do liquido e da fragdo pesada; j) suporte do funil de filtracéo; k) funil

de filtracéo; ) frasco de recepgéo.

Decorridos alguns minutos, os minerais pesados se depositam no tubo de borracha associado ao funil
(Figura 25). Com a pinca que prende a borracha é aberta uma pequena passagem para que 0S
minerais pesados sejam transferidos para o funil com o filtro de papel (Figura 25). Os minerais retidos
neste filtro sdo lavados com &lcool e o residuo da lavagem é descartado em um recipiente proprio
para o descarte de reagentes. A amostra €, entdo, colocada na estufa para secar a uma temperatura
de 40 °C. Apds a secagem, os sedimentos sdo pesados para a quantificagcdo do teor de minerais

pesados.

A identificacdo dos minerais pesados € realizada por meio de observacdo em lupa binocular. Neste
sentido, sdo observados 300 grados de minerais pesados em cada fracdo resultante do peneiramento
a seco (GaleHouse, 1971). As amostras que possuirem um numero inferior a este, devem ter todos
0s minerais pesados presentes identificados. Inicialmente, os minerais pesados devem ser
diferenciados entre transparentes e opacos e, entdo, aqueles tidos como transparentes dever ser

identificados quanto a espécie Figura 26.
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Figura 26. Ficha de andlise de minerais pesados.
REDERIODOCE
Monitoramento da praia e antepraia adjacentes a ﬁ
desembocadura do rio Doce MAR

Ficha de Laboratério — Minerais pesados

Estacdo amostral: Data da coleta: I

Amostra: Contar 300 grdos minerais pesados

Diametro: mm

Componentes Quantidade Total | Total (%)
Sillimanita
Granada
Turmalina
Rutilo
Opacos
Fragmentos de
rochas oxidados
Qutros
Total

Diametro: mm

Componentes Quantidade Total | Total (%)
Sillimanita
Granada
Turmalina
Rutilo
Opacos
Fragmentos de
rochas oxidados
Qutros
Total

Diametro: mm

Componentes Quantidade Total | Total (%)
Sillimanita
Granada
Turmalina
Rutilo
Opacos
Fragmentos de
rochas oxidados
Qutros
Total

Processado por: Data: __ /|

f) Analise dos dados morfolégicos e sedimentolégicos

A partir do monitoramento morfolégico e sedimentolégico é possivel avaliar a variagcdo topografica
das praias em decorréncia do acréscimo de sedimentos finos no sistema praial e discutir a resiliéncia
deste sistema em funcéo da incorporacéo da fragcdo lamosa. Nesse sentido, a partir da granulometria
média do grdo (Dso), 0s modelos de Dean (1977) e de Bernabeu et al. (2003) devem ser aplicados a

Protocolo de Andlises — Rede Rio Doce Mar 206



réde
pIO

area de estudo, conforme a tipologia das praias. Esses modelos fornecem o perfil praial de equilibrio
tedrico e, ao serem comparados aos perfis levantados em campo, permitem avaliar a resiliéncia da

praia a nova condi¢do sedimentoldgica.

Os dados morfologicos devem ser ainda utilizados para o célculo do run up e do potencial de
inundacédo, (RUGGIERO et al., 2001; STOCKDON et al., 2006; MATHER et al., 2011) que permitem
avaliar a vulnerabilidade das praias quanto a possibilidade de inundagdo e contaminagdo das areas
de protecdo ambiental, que incluem areas de desova de tartarugas. Neste contexto, os dados de
composicdo dos sedimentos permitem ainda avaliar a incorporacéo atipica de minerais pesados na

area de estudo, a partir da comparacao dos resultados com os dados pretéritos conhecidos da regiao

4.4.2. Monitoramento da qualidade quimica das areias
a) Preparo das amostras de sedimento

No laboratério, secar as amostras em estufa a 60 °C até peso constante. Ap0s a secagem, levar as
amostras para o dessecador até que se atinja a temperatura ambiente. Apés a etapa de secagem,
realizar o quarteamento das amostras de sedimento para obtencdo de uma frac@o representativa e
homogénea. Peneirar as amostras de sedimento em peneiras de nylon de 10 mesh e armazenar a
fracdo inferior a 1mm de tamanho de particula em sacos plasticos, que ficardo acondicionados em
dessecador até o momento da pesagem da amostra para o0 procedimento de extracdo ou
decomposicéo.

As amostras deverdo ser analisadas visando obter a concentracdo de elementos traco biodisponivel

(procedimento de extracdo) e pseudo total (procedimento de decomposic¢ao).

OBS: Se necesséario, conservar as amostras a 4 °C quando forem analisadas dentro de 1 semana,

caso contrario armazenar a -20 °C.

e Extracdo da fracao biodisponivel

Para extracdo da fragédo biodisponivel dos elementos traco utilizar a norma ASTM D3974-09 que se

baseia na aplicagéo da extracéo acida com HCI 5% (v/v) obtendo-se a fragao lixiviavel (biodisponivel).

Pesar aproximadamente 5g em peso seco da amostra do sedimento fino (@ particulas < 1mm) em
Erlenmeyer de polipropileno seguindo-se com a adi¢do de 50 mL de uma solugéo de HCI 5% (v/v) e

agitacdo mecénica por 16h (overnight).

» Filtrar a solucdo utilizando funil de polipropileno e filtro de papel quantitativo de 12,5 mm e

transferir quantitativamente para um tubo de polipropileno.
» Preparar brancos analiticos seguindo o mesmo procedimento, porém sem a adicao da amostra.

Calcular a concentracdo dos elementos nas amostras de acordo com a Equagéo 8.
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Q-Sv
U

C =
Equacéo 8
Onde:
Q = concentracdo do elemento no extrato acido, pg/mL
S = concentracdo do elemento no branco, pg/mL
V = volume do extrato acido (aproximadamente 50 mL)
U = massa da amostra seca

C = concentracdo do elemento na amostra original, pg/g

e Decomposicdo pseudo total

» Para o procedimento de decomposicdo pseudo total das amostras de sedimento utilizar o método
normalizado EPA 3051A.

Pesar aproximadamente 250 mg em peso seco da amostra de sedimento fino (@ particulas < 1mm)
em frasco de Teflon préprio para o uso no forno micro-ondas, e adicionar 10 mL de HNO3
concentrado ou alternativamente 9 mL de HNOs concentrado e 3 mL de HCI concentrado. Apés a
adicdo do(s) acido(s), deixar as amostras em repouso por aproximadamente 15 minutos dentro da
capela (etapa de pré-digestédo). Ao final desse periodo, fechar adequadamente os frascos e submeter
a mistura a decomposicao assistida por radiagcdo micro-ondas. Utilizar um programa de aquecimento
gue consiste em uma rampa de aquecimento de 5,5 £ 0,25 min até atingir a temperatura de 175 + 5°C
e uma permanéncia de 4,5 min a temperatura de 175 + 5°C; utilizar um tempo de resfriamento de 10
min. Apds esse periodo retirar o rotor do micro-ondas e manté-lo por um periodo de
aproximadamente 30:00 min dentro da capela para posterior abertura dos tubos. Ao final, filtrar a
solucdo utilizando funil de polipropileno e filtro de papel quantitativo de 12,5 mm e transferir
guantitativamente para um tubo de polipropileno, avolumando para 15 mL ou 50 mL (EPA 2007) com

agua deionizada.

b) Determinacdo de elementos tragco nas fragcdes biodisponivel e pseudo total das amostras

de sedimento

A escolha da técnica espectrométrica a ser utilizada na determinacdo dos elementos tragco vai
depender da concentracdo dos analitos nas amostras de sedimento e na capacidade de detec¢éo das
técnicas analiticas. Para os elementos que se encontram a nivel ultra-trago (ng L*a Og L™?) a técnica
empregada serd a espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS). Para os
elementos que se encontram a nivel traco (g L' a mg L™?) a técnica mais apropriada sera a
espectrometria de emisséo Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES). Para a

determinacdo dos elementos em concentracdes mais altas, a espectrometria de absorcdo atdbmica em
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chama (F AAS) sera empregada. A determinacdo de mercurio sera realizada por um equipamento

especifico para tal fim, o analisador de mercario DMA-80.

e Espectrometria de Massas com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-MS)

As condi¢cbes operacionais do ICP-MS devem ser otimizadas de maneira a maximizar as intensidades
de Mg (> 6000 cps) , In (> 30000 cps) e U (> 20000 cps) e minimizar a incidéncia de ions dupla carga

(Ce2+) e 6xidos (CeO+) ndo podendo ultrapassar o limite de 3%.

Para corrigir eventuais interferéncias ndo espectrais ocasionadas pela matriz da amostra, o uso de
padrédo interno é altamente recomendado. Para tanto, devem ser utilizados elementos para esse fim,
tais como Indio (In), Rédio (Rh) ou Bismuto (Bi) sendo a concentragdo do padrdo interno estimada em

funcéo da concentracdo dos analitos na amostra.

OBS: A intensidade do padréo interno deve ser da mesma ordem de grandeza da intensidade do

analito na solucdo que sera analisada.

A exatiddo do método deve ser verificada mediante emprego de um material de referéncia ou pela

fortificagdo de uma amostra controle.

A cada cinco amostras analisadas deve ser analisada uma amostra controle para avalicdo da

influéncia do drift instrumental sobre os resultados obtidos.

OBS: A utilizacao da solucéo para correcdo do drift instrumental deve ser criticamente avaliada pelo

analista.

A faixa linear de trabalho da curva analitica deve ser definida observando a concentragdo dos analitos
na amostra, buscando sempre que possivel, manter a concentragao dos analitos na solucéo de leitura

no centroide da curva analitica.

Todas as solugBes analiticas (curva analitica, amostras, brancos, materiais de referéncia, etc) devem

ser preparadas em &cido nitrico (HNO3z) 2% (v/v).

e Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP OES)

As condi¢Bes operacionais do ICP OES devem ser otimizadas de maneira a maximizar a razao Mg(ll)/
Mg (I) sendo essa razao uma medida da robustez do plasma. Recomenda-se utilizar as condicbes
operacionais do ICP OES de tal maneira que a razdo intensidades de Mg(ll)/ Mg (I) seja superior a
10.

Para corrigir eventuais interferéncias ndo espectrais ocasionadas pela matriz da amostra, o uso de
padréo interno é altamente recomendado. Para tanto, itrio (Y) ou escandio (Sc) deve ser utilizado
para esse fim, sendo a concentracdo do padrdo interno estimada em funcdo da concentracdo dos

analitos na amostra.

Protocolo de Andlises — Rede Rio Doce Mar 209



réde
pIO

OBS: A intensidade do padrédo interno deve ser da mesma ordem de grandeza da intensidade

do analito na solucdo que seré analisada.

A exatiddo do método deve ser verificada mediante emprego de um material de referéncia ou pela

fortificacdo de uma amostra controle.

A cada cinco amostras analisadas deve ser analisada uma amostra controle para avalicdo da

influéncia do drift instrumental sobre os resultados obtidos.

OBS: A utilizacéo da solucdo para correcao do drift instrumental deve ser criticamente avaliada pelo

analista.

A faixa linear de trabalho da curva analitica deve ser definida observando a concentracéo dos analitos
na amostra, buscando sempre que possivel, manter a concentracdo dos analitos na solucéo de leitura

no centroide da curva analitica.

Todas as solucdes analiticas (curva analitica, amostras, brancos, materiais de referéncia, etc) devem

ser preparadas em &cido nitrico (HNO3) 2% (v/v) ou em &cido cloridrico (HCI) 2%.

e Espectrometria de absorcdo atbmica em chama (FAAS)

As condicBes operacionais do F AAS (AAS ZEEnit 700 BU, Analytik Jena), tais como o comprimento
de onda, corrente da lampada de catodo oco e a fenda espectral do monocromador devem ser
escolhidas baseadas nas recomendacdes do fabricante (cookbook). Otimizar a altura do queimador e
a vazdo de géas acetileno ou 6xido nitroso utilizando a otimiza¢do automatica disponivel no software

do equipamento.

A exatiddo do método deve ser verificada mediante emprego de um material de referéncia ou pela

fortificagdo de uma amostra controle.

A cada cinco amostras analisadas deve ser analisada uma amostra controle para avalicdo da

influéncia do drift instrumental sobre os resultados obtidos.

OBS: A utilizagdo da solucdo para correcdo do drift instrumental deve ser criticamente avaliada pelo
analista.

A faixa linear de trabalho da curva analitica deve ser definida observando a concentracao dos analitos
na amostra, buscando sempre que possivel, manter a concentracdo dos analitos na solucéo de leitura

no centroide da curva analitica.

Todas as solugfes analiticas (curva analitica, amostras, brancos, materiais de referéncia, etc) devem

ser preparadas em acido nitrico (HNO3) 2% (v/v) ou em acido cloridrico (HCI) 2%.
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4.4.3. Monitoramento da fauna bentbénica

Todas as amostras de sedimento para as andlises da fauna bentdnica (meio e macrofauna) séo
encaminhadas ao Laboratério de Ecossistemas Marinhos do Centro Universitario Norte do Espirito
Santo (CEUNES) da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES).

Em laboratorio, a macrofauna é triada manualmente e os organismos encontrados sdo identificados

via microscopio estereoscopico e dptico, com auxilio de bibliografia especializada.

A meiofauna é extraida do sedimento por elutriacdo, sendo o sobrenadante passado em peneira de
0,063mm de abertura e triagem manual. Posteriormente, o material é identificado ao nivel de grandes
grupos em placas de Dollfus compostas por 200 quadrados utilizando, para tal, um microscépio
esteroscépio. Para o estudo taxondmico de Nematoda, sdo retirados 100 organismos de cada

amostra.

A diafanizagdo dos animais é efetuada através da técnica descrita por De Grisse (1969), que consiste
em introduzi-los sequencialmente em trés solu¢des: Solucdo 1: 99% de Formol a 4% mais 1% de
Glicerina (12 horas de repouso em dessecador); Solu¢do 2: 95% de Etanol mais 5% de Glicerina (8
horas em estufa); Solucdo 3: 50% de Etanol mais 50% de Glicerina. Aproximadamente dez animais
sdo destinados a montagem de cada lamina permanente, previamente preparada com um circulo de
parafina, contendo uma gota de glicerina. A [amina é fechada com uma laminula, sendo o conjunto

levado ao aquecimento até a parafina derreter.

As amostras de poliquetas intersticiais, sdo colocadas sob refrigeracdo, e parte de cada uma das
amostras sdo enviadas ao colaborador especialista Dr. Maikon Di Domenico (UFPR) para
identificacdo e realizacdo de fotografias em MEV (Microscopio Eletrénico de Varredura), para melhor

visualizacdo das estruturas.

Demais grupos de organismos como Amphipoda, Isopoda, Tanaidacea, Echinodermata, Insecta e

outros, sdo enviados a diversos especialistas em diferentes universidades do pais para identificacao.
a) Colecéo

Os individuos identificados (macro e meiofauna) sdo registrados na colecdo CZNC na divisdo de
bentos. Organismos de macrofauna séo colocados em frascos de vidro, fixados em alcool 70-90%,

registrados, numerados e etiquetados.

Os representantes da meiofauna sdo condicionados em frascos tipo flaconete ou eppendorfs, fixados
em formol, registrados, numerados e etiquetados. Apenas os representantes do filo Nematoda

estardo em laminas permanentes para manutencdo na cole¢édo, conforme a metodologia supracitada.
b) Anélise dos dados

Para auxiliar na interpretacdo dos dados, realiza-se calculos de indices bioldgicos e andlises

estatisticas. S&o calculados os indices de densidade total, riqueza taxondmica, diversidade e
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densidade dos organismos mais abundantes, além da variacdo da fauna bent6nica entre as estacdes

amostrais.
c) Anélise integrada dos dados

A partir da andlise integrada dos dados morfoldgicos, sedimentol6égicos, geoquimicos e bentdnicos
deve ser realizado o diagnéstico de contaminagéo dos sistemas praias adjacentes a desembocadura
do rio Doce e a avaliacdo da resiliéncia desses sistemas para neutralizar a acdo dos contaminantes

ao longo do tempo nos sedimentos e na fauna bentbnica.

4.5. ANEXO 5 - ALTERAGOES ECOLOGICA NA DINAMICA DOS MANGUEZAIS E VEGETAGCAO
DE RESTINGA SOB INFLUENCIA DOS SEDIMENTOS PROVENIENTES DO RIO DOCE

4.5.1. Manguezal
a) Monitoramento da fitossociologia da Vegetacéao

De posse dos dados levantados em campo, serdo calculados para cada parcela de amostragem, 0s
seguintes parametros estruturais: a area basal, a densidade de troncos, a altura média do bosque, o
DAP (diametro a altura do peito, médio), além da dominancia em area basal e a densidade de jovens,

bem como, composi¢do, abundancia e indice de importancia da espécie em cada parcela
A seguir serdo apresentadas a metodologia de tratamento de dados:

e Area Basal

A area basal (g) representa a contribuicdo de madeira em cada floresta, ou seja, € a area de troncos
por area de terreno. Esta sera dividida por espécies, classes de DAP e pela condicao da arvore (viva
ou morta). O didmetro a altura do peito (DAP) pode ser facilmente convertido para area basal pela

seguinte relagéo:
g = 0,00007854 x (DAP)?,
sendo g em m? e dap em cm.

A soma das areas basais de todos os troncos por unidade de area equivale a area basal da floresta, e
¢ geralmente expressa em m? de madeira por hectare (ha). Esta medida serve como um excelente
indice do grau de desenvolvimento adquirido pela floresta, uma vez em monitoramento permite

avaliar incremento ou nao de biomassa.

e Densidade

A densidade é o numero de troncos por unidade de area, expresso em troncos/hectare. Em
similaridade com a &rea basal esta medida ser& dividida por espécies, classes de DAP e condicdo da

arvore (viva ou morta).
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A densidade da floresta é funcéo de sua idade e amadurecimento, de modo que florestas mais jovens
possuem maior nimero de troncos por unidade de &rea, observa-se entdo que estes deverdo ter

didmetros menores se comparados com florestas mais desenvolvidas.
e Altura Média

Altura média e seu desvio padréo serdo obtidos pela média aritmética dos dados de todas as arvores
vivas encontradas em cada parcela e servirda como um dos parametros para o entendimento do
desenvolvimento estrutural das florestas de mangue analisadas. Além desta forma de avaliar a altura
média, serdo obtidos também os dados dos trés individuos mais altos na parcela transformados em

dado médio como uma forma de estimar a altura do dossel.

e Dominancia Relativa e Densidade relativa

Para avaliacdo destes parametros que caracterizam a comunidade, a metodologia empregada para a
distribuicdo de frequéncia de troncos € aquela adotada por Cintron E Schaeffer-Novelli (1984) onde
as classes de didmetro ndo séo variaveis, mas correspondem a classificacdo de jovem (diametros <=
2,5 cm), intermediarios (>= que 2,5 cm e <= 10,0 cm) e maduros (>= que 10,0 cm). Dominancia
relativa € um parametro quantitativo que € Util para descrever a comunidade arborea. Entretanto este
pode ser usado para interpretar a importancia da contribuicdo de cada espécie, em cada classe de
tamanho, em termos de densidade e contribuicdo em &rea basal (dominancia). O célculo é feito da

seguinte forma:

Dominéancia (area basal) = area basal de uma classe x 100

area basal total
Densidade Relativa (n° de troncos de uma classe) — D.R.,

D.R. = n°de troncos de uma classe x 100

n° total de troncos
e Diametro Médio (DAP)

Diametro médio é definido simplesmente como o didmetro do tronco da area basal média. Isto ndo
significa uma verdade aritmética para o diametro das arvores, mas é Util para descrever medidas e

pode ser usado para comparacado entre florestas e para correlacdo com outras estruturas florestais.

A média dos diametros (DAP) é sempre menor que o didmetro da arvore basal média (DAP). O DAP

€ obtido com os dados da area basal viva por meio da seguinte férmula:
DAP = [(g). 12732,39/n]¥?,
onde n = nimero de troncos por hectare e g = area basal por hectare.

e Densidade de Jovens na parcela
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A densidade de jovens na parcela sera obtida por meio do nimero absoluto de individuos por unidade
de area. Os dados serdo referenciados pelas espécies em cada parcela e servira como um dos
parametros para o entendimento da capacidade de resiliéncia da floresta, além de indicar o estagio
de salde das florestas de mangue relacionado as condi¢es de producdo e germinacdo de novos
individuos. No caso de plantulas, quando houver uma densidade muito elevada, serdo contados os

individuos por quadrats e extrapolados para a area total da parcela.

Além disto, os dados obtidos serdo analisados para avaliar a composi¢do da comunidade, biomassa,
abundancia e indice de importancia da espécie em cada parcela. Estes parametros serao
monitorados semestralmente e tratados estatisticamente, de acordo com analises ndo paramétricas,
para avaliar e comparar se estdo acontecendo modificagbes significativas na estrutura da
comunidade (Zar, 1998).

b) Estrutura das hal6fitas do Rio Doce

A estrutura das parcelas das haléfitas presentes no foz do Rio Doce serdo avaliadas dentro do
mesmo procedimento metodoldgico, entretanto, quando ndo for possivel distinguir se os troncos
pertencem a individuos distintos, principalmente para Talipariti pernambucensis (antiga Hibiscus), os
didmetros serdo tratados como sendo cada tronco um individuo, sendo inclusive obtidos na mesma
altura para as arvores de mangue. No caso de ocorrer exemplares de Acrostichum ndo havera

obtencéo de didmetro. As alturas serdo observadas por individuo. Ndo havera contagem de plantulas.
¢) Monitoramento da Produtividade Priméaria

e Extracdo e separacdo dos pigmentos fotossintéticos e derivados esverdeados

O procedimento de extracéo sera realizado de forma que os efeitos da luz, da temperatura e da agéo
enzimatica sobre a degradacéo da clorofila sejam minimizados. Para isto, todas as vidrarias contendo
as amostras serdo protegidas da luz e os solventes de extracdo serdo utilizados gelados. O tempo de
extracdo devera ser mantido ao seu minimo possivel, diminuindo, assim, a possibilidade de

degradacéo dos pigmentos analisados.

A extracdo dos pigmentos seréa feita de acordo com o método descrito por Sinnecker et al. (2005).
Cinco (5) gramas de material vegetal (folha) serdo pesados, homogeneizados em 30 mL de acetona
P.A. 80% e filtrado sob vacuo. O residuo serd imerso em acetona P.A. 80% por mais duas vezes,
para garantir completa extracdo. Em seguida, a clorofila e derivados presentes na solucéo de acetona
serdo transferidos para 100 mL de éter de petroleo P.A. em funil de separagédo. A solucdo seréa lavada
com agua destilada para remocéo de impurezas hidrossoliveis, e seca com sulfato de sédio P.A.
anidro. Sem seguida, a solugdo serad concentrada em rotoevaporador e o material obtido seré re-
dissolvido em acetona (grau HPLC) e completado o volume para cinco mililitros. Uma aliquota dessa
solugédo sera filtrada por uma membrana de PTFE de 0,22 pm e encaminhada imediatamente para a
analise de HPLC, com injecao de 50 uL. A separagdo dos pigmentos (SINNECKER et al. 2005) sera

realizada por cromatografia liquida de alta pressdo em equipamento Waters (Alliance HPLC Systems,
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UK), equipado com um sistema de trés bombas, detector de arranjo de diodos UV/Vis, coluna
Symmetry C18 Column (100A, 3,5 um, 4,6 mm x 75 mm, 1/pkg) e uma coluna de guarda (3,5 mm x 4
mm). A fase movel sera constituida de (A) metanol, (B) acetato de aménio 1M e (C) acetona,
aplicando o seguinte gradiente: 0 min (80:20:0 v/v/v), 15 min (80:0:20), 17,5 min (80:0:20), 30 min
(0:0:100), 34 min (80:20:0), 40 min (80:20:0). Esse gradiente devera ser eficiente para a separagao
dos principais pigmentos verdes, polares e ndo-polares, em uma mesma coluna de fase reversa, sem
necessidade de uma etapa de pré-fracionamento em coluna aberta. O acetato de aménio é
necessario para manter os compostos polares parcialmente dissociados, permitindo assim a sua
eluicdo (MANGOS & BERGER, 1997).

A mudanca de concentragdo entre acetona e metanol permite a separacédo das xantofilas e clorofilas
dos feoforbideos e clorofilideos. A acetona € necesséria para eluir as feofitinas, que sédo os pigmentos
mais apolares. As substancias serdo analisadas a 410, 432 e 459 nm e a identificacdo e quantificacéo
serdo feitas por comparacdo dos espectros e dos tempos de retencdo com padrdes (MANGOS &
BERGER, 1997).

Todos os reagentes usados para a andlise por HPLC serdo de grau HPLC e previamente filtrados por
membranas adequadas de 0,45 ym (PTFE para acetona e PVDF para metanol e acetato de aménio).
No preparo do acetato de aménio 1M foi utilizada agua purificada (MilliQ). Antes de cada corrida em

HPLC, os solventes foram desgaseificados durante dez minutos, com banho ultrassonico.

Os pigmentos isolados serdo identificados comparando seus espectros de absorbancia e tempos de
retencdo com os de padrfes de clorofila a (Sigma C5753, Sigma Chemicals Co. St. Louis, MO, USA)
e clorofila b (Sigma C5878). Esses padrdes sdo provenientes do espinafre e tem um grau de pureza
de 99,99%.

Todos os pigmentos serdo identificados de acordo com seus respectivos comportamentos
cromatograficos, caracterizados pelo tempo de retencéo e pelo espectro de absor¢do UV/Vis, na faixa
de comprimento de onda entre 200 e 700 nm. O perfil espectral de cada substancia encontrada sera

sobreposto ao do padréo referencial correspondente, permitindo assim a identificacdo dos pigmentos.

As curvas padrdo para clorofila a e b ser@o preparadas em triplicata entre 0,001-0,04 mg/mL e 0,001-
0,015 mg/mL, respectivamente. Com as concentrac¢des aplicadas e as areas obtidas para cada pico,
sera realizada uma andlise de regressao linear, obtendo-se assim as curvas padrdo. As areas dos
picos encontrados nos extratos das amostras serdo interpoladas nas curvas padrdo para quantificar a
concentracdo dos pigmentos existentes nas amostras analisadas. Em seguida, o teor do pigmento na
amostra sera calculado levando-se em consideracdo todas as diluicdes feitas ao longo do
procedimento. A unidade final dos célculos sera dada em mg/kg em base seca.

e indice de Area Foliar

O indice de area foliar (IAF) sera medido para determinar a cobertura do dossel ao longo do periodo

de monitoramento, com medidas bimensais. O tratamento estatistico sera similar ao descrito para as
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variaveis de fotossintese. O equipamento sera utilizado de forma a se tracar caminhos em zig zag
pelo bosque para se obter a cobertura do dossel, realizando-se 10 réplicas por parcelas. No momento
da obtencdo dos dados de fluorescéncia e fotossintese, o equipamento sera utilizado para avaliar a
cobertura do dossel sobre a unidade amostral selecionada. Vai contribuir para estimar a irradiancia

gue chega através do dossel.
d) Diagndstico Sobre a Fauna do Manguezal

e Parametros populacionais de Ucides cordatus e Cardisoma guanhumi

Os dados serao analisados com estatistica paramétrica, sendo o pressuposto da homogeneidade de
variancias testado previamente com o Teste “C” de Cochran e a normalidade avaliada com o teste de
Kolmogorov-Smirnov. Quando séries de dados se mostrarem ndo normais elas terdo seus niimeros
amostrais balanceados e continuardo sendo utilizados testes paraméticos, ja que estes sdo robustos
o suficiente para lidar com a fuga deste pressuposto (UNDERWOOD 1997). No caso da
homogeneidade de variancias, quando este pressuposto ndo for atendido, os dados serdo
transformados em raiz quadrada e, em casos extremos, o nivel de confianca sera elevado de 95%
para até 99,99% para diminuir a probabilidade de “erro tipo 1” (afirmar que existe diferenca estatistica
quando, na verdade, ndo existe). O teste paramétrico utilizado sera a Analise de Variancia (ANOVA),
conduzida separadamente para as variaveis dependentes “densidade populacional” (n° de individuos
/ m?), “densidade comercial” (n° de individuos com largura de carapaca igual ou maior que 6 cm / m?)
e “largura de carapaga” (cm). As ANOVAS serao bifatoriais, considerando-se como fatores o “més de
amostragem” e a “area de amostragem”. O teste de comparagdes multiplas (post-hoc), utilizado para
identificar quais médias das variaveis dependentes diferem entre si, sera o Teste de Tukey HSD (com

nivel de confianca de 95% ou até 99,99% no caso de amostras com variancias heterogéneas).

e Fecundidade de Ucides cordatus e Cardisoma guanhumi

Em laboratério, as fémeas serdo lavadas para retirar o excesso de sedimento para, em seguida, ser
avaliado dados morfoldgicos. Em balan¢a de alta precisdo (com precisao de 0,001g) serd obtido o
peso de cada exemplar com seus ovos. Posteriormente, essas fémeas serdo preservadas em
solugéo produzida no préprio laboratério contendo 40% de agua destilada e 60% de formol. Apds

estes processos, acontecerdo a raspagem da massa ovigera presa nos pledpodes de cada fémea.

Da massa ovigera serdo analisadas informagdes como 1) peso em gramas (g) em balanca de alta
precisdo, para posterior comparacdo com a largura do cefalotérax; 2) peso em volume (g/ml)
utilizando vidrarias volumétricas e, proveta com capacidade de 100 ml como parametro; e 3)

contagem, por unidade, da massa ovigera de cada fémea.

Para a obtencdo do numero de individuos por massa ovigera, serdo adotados os seguintes
procedimentos: De cada fémea serdo retirados uma subamostra de 2,5g/ml de massa ovigera

determinada com ajuda de um eppendorf, isto é, até seu preenchimento total. Apds etapa de

determinacdo do volume e quantificacdo, a massa ovigera ser colocada em vidro relégio para serem
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separados com auxilio de duas pincas, pois as mesmas sao encontradas presas por filamentos em

formato de cacho de uva.

A separacdo e analise do nimero de ovos por massa ovigera seréo feitos utilizando o estereoscépico
optico. E, posteriormente, fotografados com emprego de camera clara que permitird a aquisicdo de
imagens fotograficas. A escala das fotografias sera determinada pelo programa de aquisicdo de
imagens 10x, instalado em computador acoplado ao estereoscopico sendo seu ajuste feito de acordo
com o aumento empregado pela objetiva selecionada para a visualizacdo da imagem no
estereoscépico. De cada fémea analisada, serdo retiradas uma aliquota de 2,5 g/ml de massa

ovigera que gerarédo 40 sec¢Oes de fotografias.

Ap0s a aquisicdo das imagens digitais, esses serdo transferida para o programa Paint (Microsoft®)
para facilitar a contagem da amostra. Para cada fémea seré&o obtidas 40 imagens que ter&o o total de
seus ovos contados. E posteriormente, o0 nimero de ovos serdo extrapolados para a determinagéo do
namero total de ovos por fémea. Todos exemplares serdo devidamente etiquetados contendo suas

informacdes e armazenados em frascos e conservados no freezer.

As andlises de dados para a fecundidade serdo estimadas por meio da expressao (F = N x (P/PS))
proposta por Ogawa et al. (1976), onde: F = fecundidade individual; N = ndmero de ovos da
subamostra; P = peso total da massa de ovos; e PS = peso da subamostra. A correlacdo entre peso

da massa ovigera com largura do cefalotérax sera submetida a analise de regressao linear.

e Rigueza de espécies de Brachyura (Decapoda)

Em laboratorio, os espécimes serdo lavados e fixados em alcool 70%, e a classificagdo taxonémica
serd realizada com microscopio estereoscopico oOptico (Nikon, LeicaM80) e, posteriormente,
fotografados com emprego de camera clara (Leica EC3) que permitira a aquisicdo de imagens
fotograficas. Os espécimes serdo identificados ao menor nivel taxondmico possivel por bibliografia
especializada, Melo (1996) e Crane (1975), e ajustadas as classificacdes mais recentes de género
segundo Shish (2016).

Serdo analisados para esta pesquisa dados quantitativos, ecoldgicos e analises multivariadas.

Serd feita a Abundancia Total (AT), Relativa (AR) e Frequéncia de ocorréncia (FR) para as analises
quantitativas, Diversidade de Shannon (H’)(variedade de espécies), Equitabilidade de Pielou
(J)(distribuicao de individuos entre as espécies), Riqueza de Margalef (D)(abundancia numérica em
determinada area geografica) e Dominancia de Simpson (1-A)(que trata da probabilidade de dois
individuos escolhidos ao acaso na comunidade pertencerem a mesma espécie) para as analises

ecoldgicas. As multivariadas serao aplicadas de forma que melhor se ajustem aos dados obtidos.
e) Diagnostico de Contaminacgado da Vegetacdo do Manguezal por Metais

Em todas as amostras de sedimento serdo analisados os seguintes metais: Arsénio (As), cadmio

(Cd), chumbo (Pb), cobre (Cu), cromo (Cr), ferro (Fe), manganés (Mn), mercurio (Hg) e zinco (Zn),
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assim como contardo com analises de matéria organica total (MOT), remocéo do sal, granulometria e
teor de carbonato de célcio (CaCOs).

e Metais

As amostras serdo secas em estufa a 60° C por 3 a 4 dias, levemente moidas em um almofariz de
agata para homogeneizacdo, peneiradas para passar < 63 ym (metais sdo mais frequentemente

associados com graos pequenos), e preparado para analise.

A solubilizagdo dos metais contidos nas amostras de sedimentos serd feita por lixiviagdo acida. Em
balanca analitica pesar cerca de 1 g do sedimento moido. De cada amostra retirar trés replicatas. Ao
Erlenmeyer contendo o sedimento pesado adicionar 30 mL de solugdo de HNOs 0,3 mol L. Em
seguida, fechar os frascos e colocar em um agitador horizontal por 1 hora a uma rotacdo de 85 rpm e
a temperatura aproximada de 29°C. Em seguida filtrar a solu¢do em papel coador. O residuo sera
lavado com agua destilada e deionizada. Recolher o filtrado em baldo volumétrico de 100 mL. O
volume da solugao filtrada sera completado com agua até 100 mL. Apds este tratamento, transferir as

solucdes para frascos de polietileno, previamente lavados, etiquetadas e reservadas.

Os metais pesados das amostras de sedimentos serdo determinados por espectrometria de absorcéo
atdbmica em chama de ar/acetileno, pelo método direto e corretor de fundo. Cada metal serd medido
segundo suas curvas de calibracdo com os seus respectivos limites de deteccéo.

e Andlise do teor de matéria organica total (MOT) - Método da Mufla

Separar cerca de 2 g de sedimento bruto (aproximadamente 1 colher de cha) em um Becker limpo e
levar a estufa para secar a 105°C por 24h, visando eliminar toda a agua presente nos residuos, como
a higroscopica, a capilar ou de cristalizacdo. Terminadas as 24h, checar visualmente se o sedimento
se encontra seco. Apos, pesar o sedimento seco em balanca de precisdo e colocar o sedimento
pesado em um cadinho de porcelana (limpo e previamente pesado) para queimar em Mufla a 450°C
por 4h. Posteriormente, colocar o cadinho de porcelana contendo o sedimento para esfriar em um
dessecador por, no minimo, 1h. Apds, 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 ap6s queima (MOT = sedimento pré-queima —
sedimento pos-queima — cadinho de porcelana). O teor serd a conversdo deste valor em

porcentagem.

¢ Remocao de sal

Para a retirada do sal, as amostras brutas serdo lavadas com agua da torneira, separadamente, 3
vezes, como segue: colocar o sedimento em um Becker de 1L e preencher com agua até a marca de

1L. Agitar levemente e deixar descansando para decantacdo. Apos completa deposicdo de todo o
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sedimento em suspensdo, drenar (delicadamente) a agua com uma mangueira. Repetir o

procedimento 3 vezes.

Apé6s a remocao do sal, 2/3 da amostra ainda Umida serdo destinados a andlise granulométrica e 1/3

a analise do teor de carbonato.

e Andlise Granulométrica

Primeiramente é feita a separacdo das fracdes fina (silte + argila) e grossa (areia + cascalho) da
amostra. Esta separacdo serd feita via Umida em 2 peneiras de 0.63 um sobrepostas. Posicionar as
peneiras (diametro da peneira de acordo com o0 volume da amostra - 8x2 polegadas ou 3x2
polegadas) sobre um Becker de 1L (ou peneira, dependendo do volume da amostra). Colocar o
sedimento ainda umido dentro da peneira superior (se necessario, pouco a pouco). Lavar, pouco a
pouco, com agua da torneira por meio de uma pisseta com o auxilio das maos (delicadamente).
Terminada a lavagem, o sedimento retido na peneira (fracdo grossa) sera transferido para outro

Becker previamente pesado.

O Becker contendo a fracdo fina serd deixado em repouso até completa deposicao do sedimento em
suspensao. ApoOs este procedimento, 0 excesso de agua sera drenado (delicadamente) com uma
mangueira e seguir para remocdo da matéria organica por queima com perdxido de hidrogénio (H20>)
30%.

O Becker contendo a fracéo grossa (ap6s a agua ser drenada) sera levado a estufa a 40°C para
secagem da amostra. Apés secagem, o sedimento sera pesado e seguira para o fracionamento via

seca.

Na fracéo fina serd realizada a Queima da matéria organica com H202: em uma capela de exaustéo
de gases (ligada), o Becker contendo a fracéo fina sera posicionado sobre uma chapa aquecedora (a
70°C). Sera adicionado delicadamente e aos poucos (reacéo forte) o H202 a amostra com o auxilio de

uma pisseta até que a reacédo termine (O término da reacdo se dara apds cessar o borbulhamento).

Apos adicdo do H202, deixa-se o Becker sobre a chapa aquecedora ligada por, no minimo, 6h.
Terminadas as 6h, checar se o sedimento ainda ira reagir (borbulhar) com a adi¢cdo de mais H202. O
procedimento de queima deve continuar até que néo haja mais reacao (borbulhamento) com a adicéo
de mais H202 ao sedimento. Terminada a queima, a amostra sera lavada 3 vezes no proprio Becker

seguindo o mesmo procedimento descrito para a remocao de sal (lavagem seguida de decantacao).

Terminada a lavagem do H202, a 4gua sera drenada (delicadamente) com uma mangueira. Apds o

sedimento sera homogeneizado e separado em duas partes:

Cerca de uma colher de sopa de sedimento serd transferido para um Becker e seco a 40°C
(aproximadamente 24h) em estufa para ser enviado para analise de mineralogia (= 10 g). A fragéo
separada para analise de mineralogia sera devidamente identificada e enviada imediatamente para

0s responsaveis da andlise.
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O restante da amostra sera enviado ainda Umida para andlise de granulometria no Malvern

(granuldmetro a laser).

Na fracdo grossa sera feito o fracionamento da fragdo via seca: apds seco, o sedimento de cada
amostra sera colocado em uma torre de peneiras com intervalo de granulometria de 0,5 phi. As
peneiras serdo alinhadas de forma que a maior porosidade fique no topo e a menor, na base da torre.
Colocar cerca de 40 g de sedimento no topo e colocar a torre em agitacao por 15 minutos. Terminada
a agitacdo, o sedimento retido em cada peneira sera pesado em uma balanca de precisdo e
transferido para pequenas sacolas plasticas devidamente identificadas (nome da amostra e phi). Os

pesos serdo devidamente planilhados.

Obs: O somatério dos pesos dos intervalos (phis) ndo pode ser superior ao peso inicial da fragao

grossa (peso do sedimento seco apds separacao via umida).

e Andlise do teor de carbonato de célcio (CaCOs)

Cerca de 20 g da amostra bruta sera novamente separada via imida como descrito previamente e as

duas fracOes seguirdo separadamente para a remoc¢do do CaCOs como descrito abaixo.

Fracdo grossa: apOs separacdo, a fracdo grossa sera transferida para um Becker (previamente
pesado) e seca a 40°C. Depois de seca, a fragdo grossa serd pesada em uma balanca de preciséo e
0 peso do sedimento (peso sedimento + Becker — peso do Becker) sera planilhado. Apos o Becker
contendo o sedimento seco e ja pesado sera colocado em uma capela de exaustao de gases (ligada)
para a adicdo lenta e gradual de HCI (30%) com o auxilio de uma pisseta. O procedimento continua
até que a adicao de HCI ndo provoque mais reacdo (borbulhamento). Terminada a queima do
carbonato, o sedimento sera lavado 3 vezes com agua e seco em estufa a 40°C. Apds seco, o Becker
com o sedimento é novamente pesado e o teor de carbonato de célcio serd o sedimento pré-queima

subtraido do sedimento pés-queima corrigido para porcentagem.

Fracéo fina: a fracao fina sera deixada em repouso para decantagdo com posterior drenagem. Apos o

dreno, a amostra segue como descrito acima para a queima do CaCOs da fracdo grossa.

e Andlise dos dados

A andlise de semivariograma sera utilizada para determinar a variabilidade espacial dos metais
analisados e expressar o grau de dependéncia espacial entre as amostras. O semivariograma é um
gréfico que representa a semivariancia dos dados y (h) em relacdo a distancia correspondente que 0s

separa (h), podendo ser definido segundo a Equacéo 9 (Vieira et al., 1983):

y(h) =1/ 2)E{Z(xi) - Z(xi+ W) |

Equacéo 9

O qual pode ser estimado segundo Equacao 10:

Protocolo de Anélises — Rede Rio Doce Mar 220



rede
pIO
IFEST DOCE

Fundacao Espirito-santense de Tecnologia

n(h)
DY (R VEYAC
y(h) =12

2n(h)

Equacéo 10

Sendo n(h) nimero de pares amostrais [z(xi); z(xi + h)] separados pelo vetor h, sendo z(xi) e z(xi + h),
valores numéricos observados do atributo analisado, para dois pontos xi e xi + h separados pelo vetor
h.

Normalmente, o conjunto de pontos amostrais se comporta como, intuitivamente, se deve esperar de
dados de campo, ou seja, que as diferencgas [z(xi) - z(xi + h)] aumentem & medida que h, a distancia

que os separa, aumente.

Os componentes, efeito pepita (Co) e patamar (Co+C) sdo utilizados para determinar o grau de
dependéncia espacial (GD) conforme equacdo Equacéo 11 (CAMBARDELLA et al., 1994):

GD = Co

= 100
Co+C

Equacéo 11

Semivariogramas que apresentam grau de dependéncia espacial menor ou igual a 25% tém forte
dependéncia espacial. A dependéncia é moderada quando esta relacdo variar de 25 a 75% e fraca

guando esse valor for superior a 75%.

O semivariograma é uma funcdo do vetor h e, portanto, depende de sua direcdo e magnitude.
Dependendo do comportamento do grafico do semivariograma em diferentes direcdes ele pode ser

chamado de isotrépico ou anisotrépico (VIEIRA, 2000).

Para obtencéo dos mapas tridimencionais de relevo e dos atributos estudados sera utilizado o
programa SURFER (Golden Software, 1997), e os dados serdo interpolados por meio da técnica da

krigagem, a qual utiliza os pardmetros do semivariograma.

Para o ajuste dos modelos mateméticos aos semivariogramas sera utilizado o método de validagao
“Jack-knifing”, no qual serao analisados os valores de média e variancia dos erros reduzidos (SOUZA,

et al., 1997), os quais serao considerados os modelos: esférico, exponencial, linear e gausiano.
f) Experimentos ex situ

e Cultivo de Rhizophora mangle

Os propagulos serdo cultivados em vasos de 5L. 500ml de solu¢do de Hoagland & Arnold (1950) a
meia for¢a com salinidade 20 e pH 5,5 a 6,5. Os propagulos passardo por um processo de assepsia,
consistindo em lavagem em agua corrente com detergente neutro, para retirar a lama, a areia e

possiveis micro-organismos.
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Para a confeccdo de um litro de solucéo seréo usados 136,09g de KH2PO4; 101,11g KNO3; 236,119
Ca(NO3)2; 246,489 MgS04 + 7H20, sendo esses denominados macronutrientes. Para a confec¢éo
dos micronutrientes serédo utilizados 2,844g de H3BO3; 0,075g de CuSO4; 2,13g MnSO4; 0,018g
NH4MO702; 0,374g ZnSO4. Para a producdo da solucdo estoque de FeEDTA serdo utilizados
33,5¢g/L de Na EDTA e 24,33g/L de FeClI3. Para adequacédo da concentracdo salina sera utilizado
14,61g/L de NacCl.

A diluicdo dos componentes da solugcao padrao serdo diluidos em bal6es volumétricos calibrados

para um litro, sendo os nutrientes completamente diluidos em agua destilada.

Para avaliar a interferéncia de ferro e aluminio no desenvolvimento inicial de R. mangle serdo
realizados dois experimentos, inicialmente a planta ficara em aclimatagdo para se evitar possiveis
interferéncias nos resultados. Apos esse periodo, os propagulos serdo separados em grupos onde

irdo ser acrescentados os devidos contaminantes.

Para avaliar o efeito do ferro no desenvolvimento dos propagulos e plantulas sera utilizado cloreto
férrico (FeCl3). Serdo testados inicialmente os tratamentos com as seguintes concentragdes: 45
(controle), 90, 135, 180 e 225 pumol.L-1.

Para o efeito do aluminio sera utilizado sulfato de aluminio (Al2(S0O4)3) além do controle na auséncia
do aluminio, sero testados inicialmente os tratamentos com as seguintes concentragfes: 0,19; 1,11,
2,22 e 3,33 mmol.L-1.

Para cada metal a ser testado serdo utilizados 4 propagulos por recipiente com 6 repeticdes por

tratamento, totalizando 30 recipientes por tratamento e 120 propagulos.

Durante todo o cultivo serdo analisados o niumero de folhas emitidas pelas plantulas, monitorado o
crescimento de epicdtilo, e registrado qualquer alteragdo morfolégica nos individuos. As folhas que se
desprenderem serdo coletadas e devidamente enumeradas para que possam ser processadas e
rotuladas. Também serdo coletados os dados de &rea foliar, fluorescéncia da clorofila a e

fotossintese, conforme ja descrito no item 3.4.2.

Ser4 realizada a caracterizacdo anatdmica do tecido vegetal tanto de material de referéncia quanto

de amostras obtidas do cultivo.

Material fresco de areas ndo contaminadas em territério capixaba serd coletado para servir de
material de referéncia aos experimentos de contaminagdo por metais. Durante estas coletas deverao
ser informados dados referentes a: més de coleta, temperatura, condicdes climaticas e de

georeferenciamento.

O material sera fixado em solu¢éo de F.A.A. (formaldeido, &cido acético e etanol 50% na propor¢ao
de 0,5:0,5:9) por 48 horas, seguido de conservacdo em etanol 70% (JOHANSEN, 1940).
Posteriormente serdo clarificados com hipoclorito de sodio 3% e corados com safranina (1%), sendo

utilizada agua destilada para montagem das laminas (BUKATSCH, 1972). As seccdes serdo
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observadas em microscépio Optico e fotodocumentadas para posterior medicdo das caracteristicas
anatdbmicas: espessuras da epiderme, parénquima clorofiliano, parénquima aquifero e determinagéo

do nimero de estbmatos.

Serdo identificados de 10 individuos por area amostrada e coletadas 10 folhas por planta, sendo 5
utilizadas para os cortes paradérmicos e 5 para 0s cortes transversais. Para efeito de padronizacéo

serdo coletadas as folhas expandidas do segundo par a partir do apice para a base do ramo.

As amostras dos experimentos de cultivo serdo coletas e fixadas conforme descrito anteriormente.
Serdo realizados cortes anatdmicos (paradérmicos e transversais) de folhas dos individuos dos
tratamentos testados. Serdo coletas 5 folhas por tratamento para cada tipo de corte. As seccdes
serdo observadas em microscopio Optico e fotodocumentadas para posterior medicdo das
caracteristicas anatdmicas: espessuras da epiderme, parénquima clorofiliano, parénquima aquifero e

determinacdo do nimero de estbmatos.

° Biometria dos propagulos e andlise de metais contaminantes

Serdo avaliadas as seguintes variaveis: comprimento total inicial e final, comprimento do epicétilo
inicial e final, volume de raiz, massa da matéria fresca e seca totais, massa da matéria seca por
compartimento: raiz (MSR), hipocétilo (MSH) e parte aérea (MSA), epicétilo e folhas (quando
presentes). Ao final do experimento todos 0os componentes serdo secos em estufa a 60°C até peso

constante.

Apés avaliacdo e obtencdo da massa da matéria seca serdo realizados célculos da taxa de
crescimento relativo (RGR) calculada pela formula RGR = [In(biomassa total) — In (biomassa inicial do
propagulo)/ (tempo do tratamento (semanas)] retirada de Pattinson et al. (1998) e utilizada em

propagulos de R. mangle por Krauss e Allen (2003).

Para o calculo da biomassa inicial dos propagulos, sera realizada correlacdo entre comprimento total
do propéagulo e sua biomassa seca total. Sera calculado o incremento de biomassa até o inicio dos
tratamentos (peso inicial de coleta — peso inicio do tratamento) e incremento de biomassa final (peso

final dos tratamentos — peso inicio dos tratamentos).

Para a andlise da concentragdo dos metais contaminantes, as amostras secas serdo enviadas para

analise em laboratério credenciado.

A atividade antirradicalar também serd avaliada nos extratos polares e apolares em diferentes
concentragBes. Para fins de comparacao, sera determinada a atividade antioxidante dos extratos para

analisar o efeito da matriz.

e Método do radical dnion superéxido (O2°)

A avaliacdo da capacidade de sequestrar radicais livres em relacdo ao radical superéxido sera
baseada na geracdo do radical O2.- através do sistema enzimético pela reacdo da hipoxantina

catalisada pela enzima xantina oxidase proposto por Zhao e colaboradores (2006). Serdo adicionados
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100 pL de amostra a solucdo de reacdo, que consistira em 100uL de uma solucdo de EDTA 30 mM;
100pL de uma solucdo 3 mM de hipoxantina e 200 pL de uma solucdo 1,42 mM de Nitro Blue
Tetrazolium (NBT). Apds a mistura sera pré-incubada a temperatura ambiente por trés minutos, sera
adicionado 100 pL de uma solucéo de xantina oxidase com concentragdo 0,75 U/mL e o volume sera
completado até 3mL com tampdao fosfato 0,05 M (pH 7,4). A solucéo final sera entdo incubada em
temperatura ambiente por 40 minutos e a absorvancia sera medida em espectrofotbmetro em 560

nm. A atividade de sequestro do radical superoéxido sera calculada utilizando a Equacéo 12:

07 atividade antioxidante (%) =

1 @] % 100
(c-cz)

Equacéo 12
Onde S, Sg, C e Cg sdo as absorvancias da amostra, do branco da amostra, do controle e do branco

do controle respectivamente.

e Método do radical hidroxila (HO®)

A atividade antirradicalar das amostras em estudos, e dos padrées analiticos em diferentes
concentragdes frente ao radical hidroxila sera avaliada utilizando o método da 2-desoxi-D-ribose
proposta por Zhao e colaboradores (2006), com algumas modificagdes. O FeClI3« 6H20 e acido
ascorbico serdo preparados em 4gua mili-Q antes do uso. Em um tubo, onde sera efetuada a reacao,
sera adicionado 100 pL do extrato, 100 uL de EDTA 1 mM, 100 pL de FeCI3 « 6H20 1 mM, 100 pL
de 2-desoxi-d-ribose 36 mM, 100 pL de H202 10 mM, e 100uL de de &cido L-ascorbico 1 mM em
tampaéo fosfato 25 mM (pH 7,4), apds o volume sera completado até 1,0 ml com tampé&o fosfato. Em
seguida, sera incubado a 37 ° C durante 1 h, a reagdo seréd interrompida pela adi¢cdo de 1,0 mL de
TCA a 10% (m /v) e 1,0 mL de 1,0% de TBA (m/v) em tampdo fosfato (pH 7,4). A mistura sera
aquecida em num banho a 37°C durante 15 min. Apés, as amostras serdo resfriadas, e o volume final
ajustado para 5,0 ml com agua deionizada e a absorvancia serd medida em espectrofotbmetro em

532 nm. A atividade antioxidante das amostras sera calculada de acordo com a Equacgao 13abaixo:

AA, =(1—M]x100

(C_CB)

Equacéo 13
Onde S, Sg, C e Cg sao as absorvancias da amostra, do branco da amostra, do controle e do

branco do controle respectivamente.

e Método do radical peroxila (ROQO®)

A avaliagdo da atividade antirradicalar dos extratos frente ao ROO- sera realizada pelo método
fluorimétrico, no qual emprega-se o diacetato de 2,7-diclorofluoresceina (DCFH2-DA) como substrato.
Para a montagem da placa de analise contendo 96 pocas, a mesma sera dividida em duas regibes,

sendo que a regido 1 (branco das medidas) corresponde as linhas A, B, C e D, e a regido 2
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corresponde as linhas E, F, G e H. As 3 primeiras pocgas, tanto na regido 1 quanto na 2, séo
reservadas para o solvente, em que serd adicionado 10 ul do solvente utilizado nas amostras. No
restante da placa, sera adicionado 10 pL de amostra em triplicata (3 pog¢as) na regido 1 e na regiao 2.
ApoOs serd adicionado o tampéo de reacéo (127,5 pL), em todas as pogas da placa. Por fim, adiciona-
se 7,5 yL de agua ultrapura na regido 1 e 7,5 pL da solucdo de ABAP (4 mmol.L-1) na regido 2.
Imediatamente antes da analise da placa, no fluorimetro, sera adicionado 10 yL de DCFH2-DA (16
umol.L-1), previamente desacetilado. O fluorimetro sera programado para manter a temperatura a
37°C e medir a fluorescéncia nos comprimentos de onda de 485 nm (excitacdo) e 520 nm (emisséo) a
cada 5 minutos, num intervalo total de 30 minutos. O tampé&o de reac¢édo utilizado nesta determinacgao
sera composto de HEPES (30 mmol.L-1), KCI (200 mmol.L-1) e MgCI2 (1 mmol.L-1). A desacetilacao
guimica do DCFH2-DA, gerando o composto DCFH2, sera realizada com a adi¢cdo de 2,0 mL de
NaOH (0,01 mol.L-1) em uma solucdo etandlica de (5 mmol.L-1) de DCFH2-DA, em temperatura
ambiente e ao abrigo de luz. Ap6s 30 minutos, sera adicionado 10 mL de tampéao fosfato 25 mmol.L-1
(pH 7,4), composto de fosfato mono e dibasico, armazenando-se a solugdo em gelo até 0 momento
do uso. A atividade antirradicalar contra o radical peroxil (AAROQO¢) das amostras sera determinada
com base na medida referente ao tempo de 30 minutos de reacéo, e calculada conforme Equagéo 14
abaixo:

AA o = (1— (F%r:::))j x100

(Fs

Equacéo 14

Onde FA é a fluorescéncia da amostra, com ABAP, FAB é a fluorescéncia do branco da amostra, sem
ABAP, FS é a fluorescéncia do solvente utilizado nas amostras, com ABAP, e FSB é a fluorescéncia

do branco do solvente, sem ABAP.

e Método do radical DPPH

A atividade antioxidante das amostras sera avaliada da seguinte forma: 1500 pL da amostra serédo
adicionadas a 1480 pL da solucdo de DPPH e 20 pL da solucdo de trabalho. Paralelamente sera
conduzido um branco para cada amostra contendo 1500 pL da amostra e 1500 pL de solucéo de
trabalho. Serad necessario conduzir um branco para o DPPH para o calculo da atividade antioxidante,
dessa forma 1480 pL de DPPH serdo adicionados a 1520 pL de solucdo de trabalho. Apés 30
minutos de reacdo sob abrigo da luz as absorvancias serdo medidas em espectrofotdmetro em 522
nm. A porcentagem da atividade antioxidante frente ao radical DPPH serd calculada conforme
Equacéo 15.

AADPPH — ( ADPPH— (A_ AB )j %100

Appeh

Equacéo 15
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Onde ApprH € a absorvancia da solucdo de DPPH, A e As séo as absorvancias da amostra e branco,

respectivamente.
g) Caracterizacdo da dindmica estuarina nos Rios Sdo Mateus, Mariricu e Piraqué

Os resultados obtidos com a caracterizacdo dindmica do estuario serdo utilizados para caracterizacéo

do ambiente e no estudo de modelagem numérica.

h) Mapeamento dos habitats das espécies de Ucides cordatus e Cardisoma guahumii nos
estuarios dos Rios Piraqué (Acu e Mirin), Rio Riacho, Barra Seca, Mariricu, Sao
Mateus e Caravelas e espécies de decapodes do manguezal de franja do RVS de
Santa Cruz

ApOs a amostragem dos dados, sera utilizado o Sistema de Informacdes Geogréficas SPRING®
(INPE) para manipulacdo e tratamento das imagens, empregando diferentes algoritmos de
composicdo, suavizacdo, tratamento de contraste, filtragem, mosaicagem e demais processamentos

complementares de imagem e segmentacao.

Inicialmente vai ser realizada a segmentacdo da imagem, empregando-se os algoritmos de
classificacdo por regides. Depois de avaliar os resultados, se iniciard o processo de classificagdo
supervisionada por pixel, para efeito comparativo.

Os arquivos resultantes das etapas de processamento vao ser incorporados ao SIG ArcGIS® (ESRI),
para a representacao final do processo de classificacdo supervisionada dos ambientes vegetacionais
e geracdo das grades que poderiam representar de modo filigranado a variabilidade de ambientes
frequentados pela fauna estudada.

O mapeamento das unidades da paisagem vai ser realizado no SIG ArcGIS® (ESRI).

O Banco de Dados Georeferenciado vai ser também implementado no SIG ArcGIS® (ESRI). A leitura
das regides sera realizada por meio da grade de pontos de coleta amostrados durante o projeto

(tabela de dados em formato MS Excel® convertida para um arquivo em formatoshapefile).

A producéo de mapas tematicos vai incorporar os dados tabulares de pontos amostrais e respectivos

valores de parametros ambientais e densidade, juntamente com as imagens em formato GeoTIFF.

No primeiro ano serdo realizadas campanhas em cada uma das areas para determinagao da posicao
geogréfica em tempo real para a determinacdo do habitat das espécies avaliadas neste item. Para
perfeito ajuste das coordenadas serdo realizadas expedicdes em busca do nivel geodésico de

referéncia mais préximo, quando possivel (posicionamento relativo cinematico em tempo real).

Quando néo possivel serdo realizadas campanhas de 04 horas com a implanta¢do da base e do
rover do RTK (posicionamento relativo cinemético, como j& foi explicado) para obtencdo de dados

precisos que serdo ajustados por triangulacdo com as estacdes de referéncia mais proximas (Vitoria,
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Vicosa e Teixeira de Freitas). ApOs estes cuidados serdo realizadas as campanhas para

determinacao da distribuicdo do habitat das espécies.

Estes dados serdo transferidos para o banco de dados e monitorados ao longo dos cincos anos para
elaboragdo dos mapas tematicos anuais para cada uma das areas. Para isto sera necessario a
aquisicdo de imagens de alta precisdo ja georeferenciadas para que sejam utilizadas de base e

complementares as imagens de Landsat de distribuicdo gratuita.

As informacdes obtidas no decorrer da pesquisa vao ser armazenadas em um Banco de Dados
Ambientais Georeferenciados, construido sob a 6tica dos Sistemas de Informagdes Geogréficas
(SIGs), que facilitam sobremaneira a gestdo ambiental, no sentido de as informacdes poderem ser

acessadas de forma rapida e racional.

4.5.2. Restinga
a) Inventério Floristico

O material coletado, prensado e inicialmente seco em campo e transportado ao Herbario VIES, em
Vitéria, continuard o processo de secagem até o periodo completo de cinco dias, ap6s o qual sera
encerrado em sacos plasticos e levados ao freezer para descontaminacdo, por sete dias. Apds a
descontaminagdo, as exsicatas serdo montadas, identificadas e preparadas para depdsito no

Herbario VIES, da Universidade Federal do Espirito Santo.

A identificacdo das espécies sera realizada por meio de chaves analiticas, diagnoses, descricdes,
ilustracdes presentes na literatura, tipos nomenclaturais e consulta as cole¢des depositadas no
Herbario VIES, VIC e nos herbérios virtuais REFLORA e INCT. Dois workshops com a equipe de
trabalho serdo realizados para a identificacdo de espécimes com maior grau de dificuldade de
identificacdo. Todas as exsicatas serdo digitalizadas e, apos aprovacao do relatorio final do projeto,
serdo disponibilizadas ao publico em geral nos herbarios virtuais REFLORA e INCT. Duplicatas seréo
enviadas aos herbarios que possuem pesquisadores vinculados ao projeto. A lista de espécies
inventariadas serd apresentada de acordo com a classificacdo do APG IV (2016), contendo
informacdes sobre endemismo e raridade, de acordo com literatura especifica (Flora do Brasil 2020,
em construcdo; Giulietti et al. 2009; Dutra et al. 2015); e estado de ameaca, de acordo com o Livro
Vermelho da Flora do Brasil (Martinelli & Moraes 2013) e a lista das Espécies da Flora Ameacadas de
Extincdo no Estado do Espirito Santo (Simonelli & Fraga 2007, ou versdo atualizada). Espécies

exéticas ou naturalizadas serdo identificadas.
b) Biotado Solo: Capacidade de recuperacdo da vegetagcao

No Laboratério de Ecofisiologia de Sementes Florestais (LASEF) da UFES, as amostras serao
passadas por peneira grossa, para retirada de tocos, raizes e para destorroamento, seguida por

peneiras granulométricas de diferentes meshs a fim de separa-las por tamanho. Por final as
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sementes serdo entdo medidas com o uso de um paquimetro, para determinacdo das suas

dimensoes.

As sementes serdo entdo colocadas para germinar em bandejas plasticas ou de aluminio contendo o
solo do local previamente esterilizado com uma camada de vermiculita na base, em camara de
crescimento a temperatura constante e fotoperiodo compativel com época da coleta (verdo com dias
mais longos e inverno, com dias mais curtos). As bandejas serdo irrigadas de acordo com a

necessidade.

Semanalmente serdo verificadas e contadas as plantulas emergentes durante os primeiros 30 dias e
apos esse periodo, de 15 em 15 dias pelos proximos 30 dias. As plantulas emergidas serdo contadas,
identificadas e removidas das bandejas e sera avaliada sua normalidade (capacidade de formar
plantulas com estrutura morfolégica completa, raiz, primeiras folhas e eixo cotiledonar). Apés o
periodo de monitoramento de 60 dias, serd realizado o Teste do Tetrazdlio nas sementes
remanescentes em cada amostra, a fim de verificar a viabilidade dos embrides, permitindo uma
andlise mais acurada do comportamento do banco em termos de presenca de dorméncia da semente

ou perda da viabilidade por morte do embrido.

Andlises estatisticas dos dados serdo realizadas a fim de comparar os bancos de sementes
presentes nos oito pontos amostrais. Serdo calculados o indice de diversidade de Shannon, nimero
de sementes germinadas, numero de sementes mortas e dormentes e densidade de sementes por

ponto amostral.
c) Biotado Solo: Microbiota e Microbioma

No Laboratério Bacteriologia Vegetal da Universidade Federal de Pelotas (UFPel), as amostras de
solo serdo processadas para o isolamento de bactérias do solo, rizosfera e rizoplano, realizado
através do plagueamento de suspensdes preparadas com 10g de solos, solos rizosféricos ou raizes
em 90 mL de solucéo salina (NaCl 0,85 %) agitados durante 30 minutos. As diluicbes seriadas seréo
plagueadas (100 pL) em meio extrato de solo (Pramer & SCHMIDT, 1964) contendo 100 mg.L™* de
cicloheximida. Durante 21 dias de incubacédo a 28°C, coldnias bacterianas individualizadas surgidas

serdo repicadas para tubos de ensaios com meio 523 de Kado & Heskett (1970).

Em seguida, sera avaliada a capacidade de quelar ferro, inicialmente estabelecida pela capacidade
de produzir sideréforos, sendo utilizado meio King B + azul de cromoazurol (SCHWYN; NEILANDS,
1987). As bactérias serdo semeadas nas placas e incubadas em BOD no escuro. A presenca de halo
avermelhado ao redor das coldnias indicara a capacidade quelar Fe+3. A avaliacdo desta capacidade
serd quantitativa: medi¢cbes dos diametros das col6nias (dC) e dos halos formados (@H) em dois
sentidos diametralmente opostos. Neste caso, 0s resultados serdo expressos como didmetro relativo
de halo (@RH), calculado pela seguinte formula: @RH= (ZH - @C) / @C.

As bactérias produtoras dos maiores halos relativos serdo avaliadas em meio liquido e por

espectofotometria, pelo procedimento universal, bem como pelo procedimento para catecolatos: as
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avaliacBes serdo realizadas em periodo de 40 minutos em temperatura ambiente, em dois

comprimentos de onda 420 e 630 nm (adaptado de Macagnan, 2005).

A fim de determinar o microbioma do sedimento, o DNA total do solo sera extraido e enviado para o
sequenciamento. Os dados do sequenciamento serdo entdo, analisados, editados e comparados de
forma a estabelecer o perfil da microbiota associada a cada amostra de solo coletada em ponto fixo.
Serdo colhidas amostras a cada 6 meses e o microbioma de cada ponto fixo serd comparado ao

longo do tempo.
d) Estrutura da vegetacéo

No Laboratério de Ecologia de Restinga e Mata Atlantica (LERMA) do CEUNES, os dados obtidos no
levantamento fitossocioldgico possibilitardo a caracterizacdo da estrutura da vegetacao, utilizando-se
descritores fitossocioldgicos absolutos e relativos de densidade, dominancia, frequéncia e valor de

importancia (V1) segundo Brower e Zar (1984) calculados com o auxilio do programa Fitopac.

As identificagBes botanicas do material coletado em todos os tipos de vegetacdo analisados serdo
realizadas através de literatura especializada, comparacdes com exsicatas ja identificadas existentes
nos Herbario SAMES e CVRD e através de consultas a especialistas. O material botanico fértil sera
depositado no Herbario SAMES com duplicatas enviadas ao Jardim Botanico do Rio de Janeiro. A
classificacdo de familias segue o sistema da APG IV (2016) para angiospermas e para licofitas e

moniléfitas sera adotado o proposto por Smith et al. (2006).

Na andlise fitossocioldgica seréo calculados os parametros de frequéncia absoluta (FA, Equacgédo 16),
frequéncia relativa (FR, Equacdo 17), dominancia absoluta (DoA, Equacdo 19), dominancia relativa
(DoR, Equacao 19) e valor de importancia (VI, Equacédo 21) de cada espécie encontrada (Brower e
Zar 1984).

Frequéncia = Exprime a distribuicdo espacial de cada espécie na area. Indica o nimero de unidades

amostrais que uma espécie ocorre e relacdo ao nimero total de unidades amostrais.
Frequéncia absoluta (FA) = indica a ocorréncia de uma espécie em uma determinada area.

FA = nPe/nTP

Equacéo 16

Onde:
nPe = Numero de parcelas com ocorréncia da espécie
NnTP — NUmero total de parcelas

Frequéncia Relativa (FR) = relacéo entre a frequéncia absoluta de determinada espécie com a soma

das frequéncias absolutas de todas as espécies.
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FR=22 . 100
TFA

Equacéo 17

FAi = Frequéncia absoluta de uma determinada espécie.
> FA = somatério das frequéncias absolutas de todas as espécies amostradas.
Cobertura Total da Espécie (CT) - calculada para obter o valor da dominancia absoluta (Equagéo
18).
CT=%"Ci
Equacéo 18
Onde:

C — cobertura da espécie em m?

n — NUumero de parcelas

Dominancia Dominancia absoluta da Espécie (Doa) = refere-se a taxa de ocupacao do ambiente

pelos os individuos de uma dada espécie por unidade de area, geralmente por hectare.
DOA =CT.li/A

Equacéo 19

Onde:

U —érea

A — area total amostrada

Dominancia Relativa da Espécie (DoR)

DoR =100. DoA /DoT

Equacéo 20

Onde:
DoT = Somatéria das dominancias absolutas (m? /ha)

Valor de Importancia da Espécie (Vi) - caracteriza a importancia de cada espécie na comunidade,

reunindo os critérios de andlise dos dois pardmetros (FR, DoR).

O indice de valor de importancia (VI) sera dado a partir da somatoria da frequéncia e dominancia

relativas (Pereira et al. 1992; Menezes e Arauljo 1999).
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VI =FR + DoR

Equacéo 21

Para as espécies vegetais identificadas na area de estudo, serd adotado o critério de classificagdo
guanto a forma de vida apresentado por Mueller-Dombois e Ellenberg (1974) e utilizada por Menezes

e Aradjo (1999) descritas a seguir:

e Caméfitas — Plantas cujas gemas de brotamento situam-se no sistema aéreo abaixo de 0,5 m de

altura.
.1. Caméfitas herbaceas escaposas (Che) — Sistema aéreo com um Unico eixo ortotrépico.

.2. Caméfitas herbaceas reptantes (Chr) — Sistema aéreo constituido por um ou mais eixos

plagiotrépicos.

e Gedfitas — Plantas com gemas de brotamento abaixo do nivel do solo e com sistema aéreo

morrendo periodicamente.

.1. Gedfitas radicigemas (Gr) — Gemas de brotamento situadas nas raizes germiniferas.
.2. Geofitas rizomatosas (Gz) — Gemas de brotamento situadas em rizomas.

Os parametros fitossociol6gicos serdo calculados de acordo com Brower e Zar (1984). Os indices de
Densidade Linear e Cobertura Linear sédo resultantes do nimero de individuos amostrados (N) e
intercepto total (L), respectivamente, divididos pelo tamanho da amostragem (1000 m), sendo seus
valores proporcionais e, portanto, desnecessarios e suprimidos. O parametro de Frequéncia Absoluta
(F) esta relacionado a porcentagem de ocorréncia da espécie na unidade amostral e o Valor de
Importancia (VI) é resultante da somatéria dos valores relativos de Densidade Linear, Cobertura
Linear e Frequéncia. Optaremos pelo indice de Shannon (H’) para o célculo da diversidade e pelo

indice de Pielou (J) para equidade.
e) Metabolismo primario: Sistema fotossintético

No Ndcleo de Estudos da Fotossintese da UFES (NEF/UFES), amostras foliares coletadas e
preservadas sob resfriamento serdo avaliadas quanto a eficiéncia do fotossistema Il (FSIl) sera
estimada por medicao da fluorescéncia da clorofila utilizando um fluorémetro IMAGING-PAM Série M
(Walz, Effeltrich, Alemanha), versdo MINI com portabilidade. (Dos Anjos et al. 2012; Guidi e
Calatayud 2014) enquanto a eficiéncia do FSI e a queda da fluorescéncia sera estimada com um M-
PEA segundo Strasser et al. (2010).

As amostras foliares serdo utilizadas para a andlise dos pigmentos fotossintéticos em laboratorio,
sendo os teores de clorofilas determinados por meio de andlise espectrofotométrica de extratos
obtidos pela maceragdo de discos em DMSO (Lichtenthaler, 1987, Porra et al. 1989). As

concentragdes foliares dos pigmentos carotendides xantofilas (neoxantina, violaxantina,
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anteraxantina, luteina e zeaxantina) e carotenos (a-caroteno e B-caroteno) serdo quantificados por

cromatografia liquida de alto desempenho (Matos et al. 2009, Gallon et al. 2013).

f) Metabolismo primario: Carboidratos n&o estruturais, polimeros de parede celular e

metabolitos primarios

Na Unidade de Crescimento de Plantas, da Universidade Federal de Vigcosa (UCP/UFV), amostras
foliares serdo submetidas a extracao etandlica, a quente, determinando-se, na fracdo soluvel em
etanol, os teores de glicose, frutose e sacarose (Fernie et al., 2001), aminoacidos totais (Gibon et al.,
2004), e malato e fumarato, segundo Nunes-Nesi et al. (2007). Na fracdo insollvel, determinaram-se
os teores de amido e proteina total (Fernie et al., 2001; Gibon et al., 2004). Os niveis de outros
metabolitos serdo quantificados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-
EM) objetivando avaliar as alteracbes no perfil metabdlico do individuo. Os metabdlitos serdo
identificados em comparacdo com banco de dados criados a partir de padrBes auténticos e a
anotacédo dos picos detectados seguirdo as recomendacdes descritas em Fernie et al. (2011).

Amostras das folhas das espécies funcionais serdo também analisadas quanto aos teores de
celulose, hemiceluloses e ligninas visando avaliar os danos do acidente ambiental nos componentes
estruturais das plantas, as analises seréo realizadas no Laboratério de Fisiologia e Bioquimica de
Plantas da UFES. Para a celulose, o protocolo sera o de Brendel et al. (2000) e para hemiceluloses, o
protocolo de Shadel et al. (2010), com algumas alteracdes. O residuo livre de extrativos (carboidratos
soluveis e amido) sera hidrolisado com &cido trifluoroacético 2N (TFA), de acordo com Saeman et al.
(1945), e a andlise qualitativa da propor¢cédo de monossacarideos das frac6es de hemicelulose (xilose,
arabinose, galactose, manose, glicose, ramnose e fucose) serd determinada por HPLC usando
padrdes Sigma®. A extracao e determinagéo do teor de lignina seguira o protocolo de Dos Santos et

al. (2008) e leitura em espectrofotdbmetro em 280 nm.
g) Metabolismo primario: Sistema anti-oxidante

Serdo determinadas as atividades de enzimas chaves do sistema antioxidante: dismutase do
superdxido (SOD; EC 1.15.1.1), catalase (CAT; EC 1.11.1.6), peroxidase ascorbato (APX; EC
1.11.1.11) e redutase da glutationa (GR; EC 1.8.1.7). Amostras de tecido vegetal serdo
homogeneizadas em um meio de extracédo gelado contendo tampéo fosfato de potassio, EDTA, DTT,
acido ascoérbico e PVPP, em concentracdes apropriadas, modificados de Lima et al. (2002) e Pinheiro
et al. (2004). A atividade total da SOD corresponde a quantidade de enzima capaz de inibir em 50% a
fotorredug&o do corante azul de nitro-tetrazélio a 560 nm. Para a atividade da CAT sera estimada
pela medicdo da taxa de decomposi¢do do H202 a 24 nm, enquanto a atividade total da APX sera
determinada pelo declinio da absorbancia a 290 nm. E finalmente, a atividade da GR sera estimada

pela determinacéo da taxa de oxidacdo do NADPH a 340 nm.

A atividade antioxidante total (AAT) ser& estimada pelo método de reducgéo do ferro (Ferric Reducing
Antioxidant Power - FRAP) descrito por Benzie e Strain (1996). A reacdo ocorre pela formacao de um

complexo entre o substrato TPTZ (2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina) com o Ferro (lll), quantificado
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espectrofotometricamente. Também serdo determinados a extensdo de danos celulares sofridos
pelas diferentes espécies, determinada pela quantificacdo do acumulo de aldeido malénico (MDA),
estimado como o conteddo total de substancias reativas ao 4&cido 2-tiobarbitlrico e
espectrofotomicamente obtidas em leituras a 440, 532 e 600 nm, conforme descrito em Lima et al.
(2002). Os teores de ascorbato reduzido (AA), oxidado (DHA) e total (AA + DHA) assim como o
conteudo de glutationa reduzida (GSH), oxidada (GSSG) e total (GSH + GSSG) serdo determinados
segundo Davey et al. (2003). A andlises serao realizadas no NEF/UFES e UCP/UFV.

h) Metabolismo priméario: Componentes anato-estruturais

No Laboratorio de Botanica do CEUNES/UFES serdo realizadas andlises anatémicas, onde serdo
realizadas seccoes transversais com auxilio de lamina de barbear e isopor da regido mediana das
folhas das respectivas espécies para as trés fisionomias amostradas. O material seccionado sera
clarificado em hipoclorito de sddio 25%, corado com azul de alcian 0,5% e safranina 1% (Luque et al.,
1996) e posteriormente montadas laminas temporarias ou semipermanentes. As laminas serao
analisadas ao microscopio Gptico e as imagens obtidas em fotomicroscépio com projecdo de escalas

micrométricas.

Seccdes paradérmicas, de ambas as faces, serdo obtidas a méao livre da regido mediana,
posteriormente, clarificadas e coradas com solucdo de safranina a 1% e montadas entre lamina e
laminula com glicerina 50% para estudo da epiderme em vista frontal, possibilitando avaliar o formato
dos estdmatos, a densidade, que sera calculada a partir da contagem dos estdmatos por area e o
indice estomatico (IE), calculado pela Equacéo 22:

ne de estomatos
100

"~ n2Total de células (epidérmicas + estomaticas)
Equacéo 22

A funcionalidade dos estbmatos sera calculada a partir a medicdo dos diametros polar (DP) e
diametro equatorial (DE). As laminas serdo analisadas e as medidas feitas em microscépio fotdnico

usando proje¢do de escala micrométrica.

As andlises estatisticas serdo realizadas para os dados biométricos, como: altura da planta,
espessura do limbo, comprimento e largura do limbo, peciolo, indice e densidade estomatica,
funcionalidade dos estdmatos. Todos esses dados obtidos serdo submetidos a andlise de variancia
(ANOVA) em experimento inteiramente casualizado, em seguida passaram pelo teste de
normalidade. Para os dados ndo paramétricos sera utilizado o teste Kolmogorov-Smirnov para a
normalizacdo, utilizando a férmula x=\x, e posteriormente o teste de Tukey (p < 0,05) para a
comparacdo de médias, utilizando o programa estatistico ASSISTAT Versdo 7.7 beta (Silva e
Azevedo 2009).
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i) Analises fisico-quimicas do solo e tecidos vegetais

Amostras de solo e folhas serdo secas em estufa de circulacao forcada a 60°C, trituradas e enviadas
ao Laboratério de Analises do Solo, do Departamento de Solos da Universidade Federal de Vicosa,
Vigosa-MG, para analises quimicas onde serdo determinados os teores de metais pesados/elementos

tracos bem a composicdo dos macros e micronutrientes.

Serdo realizadas medidas das concentracbes dos metais e elementos tracos: Aluminio, Arsénio,
Boro, Cadmio, Chumbo, Cobre, Cromo, Ferro, Magnésio, Manganés, Mercurio, Molibdénio, Niquel,
Sadio e Zinco.

Serd realizada a andlise granulométrica das amostras do solo por peneiramento a seco e
classificacé@o de finos por uso de granuldmetro a laser ou pipetagem, caso o teor lama esteja presente
e seja significativamente superior a 10%. As amostras de sedimentos serdo tratadas previamente
com perdxido de hidrogénio (30%) para queima e eliminacdo de material organica pré-tratamento
granulométrico. Os teores de matéria organica serdo quantificados pela diferenca do peso inicial e
final, ap0Os tratamento com peroxido.

As amostras serdo coletadas semestralmente (periodo seco e chuvoso), sendo cinco amostras
coletadas em cada uma das trés fitofisionomias nas oito estagfes amostrais, 0 que totalizara 240

amostras de sedimento e 240 amostras de folhas.

As analises serdo realizadas pela decomposicdo das amostras com reagentes apropriados (HNOs3,
HCI, H202) com grau elevado de pureza, utilizando aquecimento em forno microondas (ciclo: 25°C até
180°C em 5 mim, isoterma por 10 min a 180°C) e diluidas com &gua ultra-pura em tubos de

polipropileno apropriados para andlise de tracos.

Os elementos traco/metais serdo determinados por espectrometria atbmica (Absorcdo Atdmica AAS,
ICP OES e ICP-MS), a depender dos teores de cada elemento. Os resultados obtidos serdo

processados e calculados para o envio de um laudo.

4.6. ANEXO 6 - MONITORAMENTO AMBIENTAL DE MAMIFEROS, TARTARUGAS E AVES
MARINHAS ASSOCIADOS A FOZ DO RIO DOCE

4.6.1. Monitoramento com veiculos aéreos ndo tripulados
a) Anadlise dos videos

Os videos/filmes registrados durante os Transectos (realizados pelo Drone Transect) e durante os
voos de estudo de comportamento (realizados pelo Drone Behavior) serdo analisados por pelo menos
trés (03) integrantes da equipe, em momentos distintos. Para cada video seréo registrados a data e o
namero do voo, bem como a altitude, velocidade do voo, incidéncia da pluma de sedimentos e dados

do observador. Sera utilizada uma (01) Ficha de Observacdo (Quadro 49), para cada grupo
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analisado, a qual devera ter registrado o tempo (em minutos e segundos) de inicio e o final da
avistagem. Caso outro grupo ou individuo da megafauna seja observado, devera ser registrado em
outra Ficha de Observacdo. Se ndo for observado nenhum animal da megafauna na totalidade do
video, devera ser anotada no item “Extra” a falta de registros. Cada voo devera, portanto, ter ao
menos uma (01) Ficha de Observacéao.

Quadro 49. Ficha de Observacéo para caracterizagdo da Megafauna através dos videos editados do Drone Transect, e/ou dos

videos completos do Drone Behavior.

FICHA DE OBSERVACAO - 01 ‘ AVISTAGEM MEGAFAUNA
SOBRE O VOO:
Data: N° Voo: Drone:

() Transect () Behavior
Tempo Tempo Término: Incidéncia de Pluma:
Inicio: ( )Sim ( )Nao

SOBRE O OBSERVADOR:
Nome:

Data da andlise:

SOBRE A MEGAFAUNA:

Espécie observada: Posicdo Geogréfica
Inicial:
Final:
N° do Grupo: Foi possivel observar algum comportamento?

( )Sim ( )N&o

N° de Individuos:

Quantidade individuos X faixa etéria: Registro de Comportamento:

Adultos

Juvenis Deslocamento: Principal ( )/Secundario ()
Neonatos Alimentacdo: Principal ( )/ Secundario( )
Indeterminados Interacdo: Principal () / Secundério ()
SOBRE OS INDIVIDUOS:

Fotoidentificacéo: Tamanho(s) Estimado(s) do(s) Individuo(s)
( )Sim ( )Nao (Comprimento total em metros):

N° das fotos no Catalogo Foto ID:

Com quantos minutos de observagdo do EXTRAS:
grupo/individuo foi possivel registrar o
comportamento?

b) Caracterizagcdo da megafauna

Cada avaliacdo sera especifica para cada grupo, em Ficha de Observacédo individualizada, além do
tempo de inicio e do final da avistagem devera ser registrada também a posigéo geografica de inicio e

final da observagdo. E considerado “grupo”, qualquer observagao a partir de um (01) individuo.
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Serd identificado 0 numero de animais encontrados em cada observacéo diferenciando em adultos,
juvenis (até % do tamanho do adulto) e neonatos (Y4 do tamanho do adulto). O tamanho do(s)

individuo(s) devera ser estimado sempre que houver a possibilidade.

O comportamento (Deslocamento, Alimentacdo e Interagdo) devera ser registrado sempre que
possivel, assim como o tempo de observacdo necesséria para determinar tal atividade. Quando
houver possibilidade, serdo feitas fotografias (frames) para fotoidentificagdo dos individuos da
megafauna. Essas imagens serdo catalogadas para futuras analises de composi¢éo de grupo.

ApOs cada integrante fazer a sua analise, elas serdo comparadas para avaliar se todos 0s grupos
foram observados. A analise final e validacdo de todos os dados coletados e informacdes anotadas
ficara a cargo de um dos Coordenadores de Megafauna. Apos validacéo, estas informagdes deverdo
compor o Banco de Dados de Observacdo de Megafauna Através de Monitoramento Aéreo N&o

Tripulado (Parametros de Monitoramento).
c) Edicéo dos videos

Durante a analise dos videos, o tempo de inicio e de final de todas as avistagens (podendo ser mais
de uma por tempo total de video), sera registrado com o objetivo de obter o tempo de video que
devera ser editado para futuras analises de caracterizac@o do grupo observado. Apos a detec¢édo dos
tempos (minutos e segundos) de video com registro de animais da megafauna, sera realizada a
edicdo da velocidade (speed) desse video com um avango rapido (fast forward) nos momentos em
gue nao houver a observacdo da megafauna, e uma camera lenta (slow motion) enquanto houver a

presenca de algum grupo.

4.6.2. Monitoramento de aves marinhas
a) Censo de praia

A metodologia de censo serd complementada pelas metodologias internacionalmente aceitas,
descritas em Bibby et al. (1992). Dados qualiquantitativos, como lista com identificagdo de espécies,
status de ameaca de extingdo e endemismo, guilda trofica, espécies indicadoras, area de vida,

padrfes de distribuicdo, abundéancia, riqueza e biodiversidade, serdo analisados.
b) Anédlises hematoldgicas

Os esfregacos serdo preparados com sangue fresco imediatamente apés a colheita. Serdo fixados
por imersdo em metanol absoluto por alguns segundos, e ap6s secarem serao embrulhados em papel
aluminio e congelados para assegurar sua conservacao até a coloragédo (Peirce & Prince 1980). Os
esfregacos serdo corados utilizando uma coloracdo de Wright modificada (Kyro-Quick, Kyron
Laboratories Ltd, Benrose, Africa do Sul). Os esfregacos serdo examinados sob microscopia Gtica
(magnificagdo 1000x), sendo avaliados 100 leucécitos para contagem diferencial de heterofilos,
linfdcitos, eosindfilos, mondcitos e basdfilos. O nimero de campos microscépicos examinados sera
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registrado concomitantemente com a contagem diferencial de leucécitos, de modo a permitir o calculo
da densidade relativa de leucocitos (leucOcitos por campo) além da busca minuciosa por

hemoparasitas.

Para a realizagdo da contagem manual serd utilizado um hemocitémetro (camara de Neubauer) que
sera preenchido com a amostra diluida de sangue. Apds o preenchimento deve-se esperar 5 minutos
para as células se acomodarem na superficie da grade, antes da leitura. Para a contagem de
eritrocitos sera utilizado o diluente Natt & Herrick, que constitui um método direto de contagem, tanto
de eritrécitos como de leucécitos. Sera utilizado na proporgdo 1:200 e os calculos para eritrocitos
serdo feitos contabilizando-se todas as células em cinco dos pequenos quadrantes do quadrado
central da camara e multiplicando o niumero obtido por 10.000, obtendo-se assim o total de eritrécitos
por microlitro de sangue. Para os leucdcitos, a contagem esera feita nos nove quadrados que
constituem a grade. Ao valor obtido € somado 10%, e o resultado é multiplicado por 200, indicando o

nuamero total de leucécitos (WBC) por microlitro de sangue (Walberg, 2001).
c) Anadlises microbioldgicas

As andlises microbiolégicas serdo realizadas através do método de semeadura, incubacgdo e
isolamento, procedimentos esses padronizados pelo Instituto de Padrées Clinicos e de Laboratérios
(CLSI). O processo é composto por diferentes etapas que, em termos gerais, envolvem a
homogeneizacdo da amostra, diluicbes seriadas e inoculacdo em meios de cultura especificos para a
formacao das coldnias bacterianas. As cepas isoladas séo identificadas com base na aparéncia e nos
resultados dos exames laboratoriais padréo, que consistem no exame direto com coloragdo Gram e
Ziehl-Neelsen, além de provas classicas da catalase, coagulase, oxidase e urease. Os antibiogramas
serdo determinados pelo método de difusdo em disco em &gar Mueller Hinton. A técnica envolve a
utilizacdo de discos de papel filtro impregnados com quantidades determinadas de antibidticos
especificos, dispostos ordenadamente sobre a superficie do meio, com posterior incubacdo das

placas a 37°C por cerca de 24 horas.
d) Analises moleculares para identificacdo de patégenos

As analises de PCR serao realizadas pelo Grupo Sdo Camilo — Medicina Diagnostica. A técnica
utilizada ser4 a de PCR em tempo real, que combina a amplificacdo de sequéncias especificas de
DNA com a deteccéo fluorescente dos amplicons, simultaneamente (Espy et al., 2006). Diferentes
marcadores poderdo ser utilizados, sendo a reacdo conduzida em um aparelho termociclador para

PCR em tempo real.

As amostras amplificadas pela PCR serdo submetidas a analise por sequenciamento, sendo essa
Ultima realizada pela empresa Macrogen (Seul, Coréia do Sul). A purificagdo do produto amplificado
serd realizada com uma combinacdo de duas enzimas: Shrim Alkaline Phosphatase (SAP), que
degrada os nucleotideos nao incorporados e a Exonuclease | (EXO), que degrada primers residuais e
demais produtos de fita simples indesejaveis. Para isso, serdo misturados o produto da PCR e

guantidades de ExoSap (USB, Cleveland, Ohio, USA) de acordo com as indicacdes do fabricante e
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serdo incubadas em termociclador por 15 minutos a 37°C e depois por 15 minutos a 80°C. Para a

reacdo de sequenciamento sera utilizado BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (cod.
4337456, Applied Biosystems, CA, USA),utilizando o ABI 3730 DNA Analyser (Applied Biosystems,
CA, USA).

e) Andlises de variabilidade genética

Para as analises de variabilidade genética, o DNA extraido com kits comerciais sera utilizado para
amplificacdo de loci especificos de microssatélites para as espécies alvo via método de PCR. Serdo
analisados, em média, cerca de dez loci independentes para cada espécie alvo que apresentem
variabilidade, conforme testes preliminares. Serd@o utilizados primers marcados com corantes
fluorescentes para posterior genotipagem em sequenciador automatico. Os corantes mais utilizados
nestes procedimentos sao 6-FAM (6-Carboxyfluorescein) e HEX (HEX Phosphoramidite), mas outros
corantes poderdo ser selecionados de acordo com as especificacbes do sequenciador ou leitor de
fluorescéncia utilizados. As reagbes de PCR serdo realizadas nas temperaturas de anelamento
estabelecidas para cada conjunto de primers, nas quais as condi¢des gerais incluem desnaturacéo
inicial a 94°C por 3 minutos, seguida de 30 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos,
anelamento na temperatura especifica de cada primer por 45 segundos, e extensdo a 72°C por 1
minuto, com uma extensao final a 72°C por 5 minutos. Os fragmentos amplificados serdo submetidos
a genotipagem em sequenciador automatico na empresa Macrogen (Seul, Coréia do Sul). A definicao
dos picos e tamanhos dos alelos sera realizada com o software GeneScan Analysis Software (Applied

Biosystems).

Testes de independéncia entre loci serdo calculados pelo programa Arlequin v. 3.5.2.2 (Excoffier &
Lischer 2010) utilizando o algoritmo de expectativa de maximizacdo (EM), através de 10000
permutagfes. A diversidade genética das populagbes serd quantificada através de estimativas de
proporcao de loci polimérficos, nUmero de alelos por locus, riqueza de alelos por populacao (A),
heterozigosidade esperada (He) e observada (Ho) e heterozigosidade média (H), utlizando o
programa Popgene v.1.32 (Yeh et al.,, 1997). O equilibrio de Hardy-Weinberg por locus e por
populacdo sera testado a partir de cadeia de Markov de 100.000 passos com o programa Arlequin. A
diferenciac@o genética entre as populagdes sera estimada através da analise de variancia molecular
(AMOVA,; Excoffier et al. 1992) no intervalo de confian¢ca de 95% apds 1000 permutacdes, onde sera
calculado o indice de fixagdo 8ST no programa Arlequin. Esta andlise baseia-se na estatistica F de
Wright (1949), que calcula a heterozigosidade média das populages em relagdo a heterozigosidade
esperada em cruzamentos aleatérios, o que indica o isolamento de uma populagdo por diminuigcdo do
fluxo génico. O indice 6ST é analogo a medida de diferenciacdo FST, mas inclui uma corre¢do para
tamanhos desiguais de amostras (Weir & Cockerham 1984). Também serdo calculados os
coeficientes de endogamia FIS (reducéo de heterozigosidade de um individuo devido a inexisténcia

de cruzamentos aleatérios dentro da populagéo) no software Arlequin.

indices de diferenciacdo como estimativas de Nm (nimero de migrantes por geracéo) e RST também

serdo calculados com o programa Fstat, v.2.9.3.2 (Goudet, 2001) O indice RST também ¢é analogo ao
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FST de Wright (1949), mas é uma medida mais apropriada para analises com microssatélite pois
considera altas taxas de mutacdo e assume modelos de evolu¢édo, como o stepwise, que explica mais
adequadamente as mudanc¢as no tamanho dos alelos destas regides repetitivas do genoma (Slatkin,
1995). A estruturac@o genética (nimero de grupos geneticamente proximos dentro das espécies)
serd estimada através do software Structure v. 2.3.4 (Pritchard et al., 2000), que calcula a
probabilidade de cada individuo pertencer a um determinado grupo genético, sem informagédo prévia
sobre qual a populacdo de origem daquele individuo. Este método é muito Util pois detecta grupos
genéticos que podem englobar varias populagfes ou estruturagdo intrapopulacional. A definicdo do
melhor nimero de grupos estruturados (K) sera feita pelo método descrito por Evanno et al. (2005) no
software Structure Harvester 0.6.92 (Earl & VonHoldt 2012). O software Clumpp v. 1.1.2 (Jakobsson &
Rosenberg, 2007) sera usado para sumarizar as réplicas calculadas de cada K, e a representacao

gréafica dos resultados sera realizada no programa Distruct v. 1.1 (Rosenberg, 2004).
f) Andlises isotOpicas

Is6topos estaveis sdo atomos de um mesmo elemento quimico, porém com diferentes nimeros de
néutrons presentes em seu nucleo, o que reflete em massas atdbmicas distintas (Peterson & Fry
1987). A razéo entre atomos leves e pesados presentes em um tecido permite que a fonte utilizada
para sua sintese seja rastreada. Os isétopos de carbono e nitrogénio sdo amplamente utilizados em
Andlises de Is6topos Estaveis (AIE) para demonstrar a fonte alimentar dos consumidores e o nivel
trofico tanto das presas como dos consumidores. Por isso a analise da composicdo isotdpica €
pertinente para avaliar fontes alimentares que participam da sintese dos tecidos dos consumidores,
inferir sobre sua dieta e nivel tréfico, além de determinar a presenca de subsidios de matéria al6ctone

incorporado aos tecidos.

Para a andlise dos is6topos estaveis de carbono e nitrogénio, serdo coletadas amostras de 1 cm?® de
musculo das aves mortas nas praias, 100 pl de sangue aves vivas, e 1 cm® de mulsculo das
potenciais presas das aves marinhas. As amostras de aves vivas serdo obtidas por pungdo de veia
tarsal, com auxilio de seringas e agulhas estéreis. As amostras de musculo de aves encontradas
mortas nas praias serdo coletadas com bisturis estéreis. As amostras de potenciais presas serao
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 adicdo de
alcool. Todas as amostras devem ser enviadas para andlise no Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
FURG.

Amostras de miusculo terdo os lipidios extraidos através do aparato de Soxhlet, segundo a
metodologia empregada por Mancini & Bugoni (2014). Em seguida, as amostras de musculo e
sangue serao liofilizadas, homogeneizadas, pesadas (1 mg) e armazenadas em capsulas de estanho.
Todas as amostras serdo enviadas para analise em Espectrébmetro de Massa de Razéo Isotépica
(IRMS) no Centro Integrado de Analises da Universidade Federal do Rio Grande - FURG. O padrao

utilizado para analise de carbono e nitrogénio ser4 o belemnito PeeDee de Vienna (VPDB) e ar
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atmosférico, respectivamente. A determinacdo dos valores sera expressa por 6 em partes por mil (%o),
conforme a Equacéo 23, de Bond & Hobson (2012):

O'N ou &'3C (%o) = (Ramostra/Rpadréo) -1
Equacéo 23

Em que, R é a raz&o isotdpica representada por 3C/*?C ou >N/**N para 6*°C ou &'°N,

respectivamente.

Todas as analises estatisticas seréo realizadas no software R (R Core Team, 2018). Serao testadas a
normalidade e a homocedasticidade dos dados para todas as analises. Para testar o efeito do
desastre (antes de Nov/2015 vs. depois de Nov/2015) sobre a variacdo da dieta nas aves marinhas
sera utilizado teste t usando a fungao “Im”, ou teste ndo paramétrico equivalente caso os dados nao
atendam aos pressupostos de normalidade e homocedasticidade, em ambiente R (R Core Team,
2018). Para identificar a origem e a contribuicdo relativa dos itens alimentares nos tecidos dos
consumidores, utilizaremos modelos de mistura isotépicos bayesianos através do pacote SIAR
(Parnell et al., 2010). A selecédo das potenciais fontes alimentares das espécies sera feita com base
nas amostras de regurgitados e de informacdes disponiveis na literatura. Fatores de discriminagdo
trofica (TDF), referidos como AN para §*°N e AC para 6'3C, ser&o aplicados ao modelo para amostras

de sangue de cada consumidor e o tipo de presa inserida ho modelo.

Ap6s andlises iniciais dos modelos de mistura realizado com varias potenciais fontes alimentares, os
itens serdo selecionados conforme a menor correlagéo entre eles, como indicado pelo manual SIAR
(Inger et al.,, 2010). Itens alimentares que apresentarem valores isotopicos semelhantes e
similaridade ecolégica poderdo ser agrupados (Phillips et al., 2005). Dessa forma, obteremos o

modelo de mistura que melhor se adeque a cada consumidor.
g) Andlises toxicolégicas

Serdo coletadas amostras de penas e de sangue de Sula leucogaster, Thalassarche cholorynchos,
Phaethon aethereus e Pterodroma arminjoniana capturadas a bordo, em Abrolhos e em Trindade. As
coletas de sangue serédo realizadas por puncado da veia braquial. No maximo 1% da massa corporal
de sangue de cada ave deverd ser coletado, utilizando-se agulhas descartaveis acopladas a seringas.
Além disso, serdo coletadas manualmente de 4 a 5 penas por individuo. Das aves mortas presentes
nas praias da regido, serdo coletadas durante as atividades do Programa de Monitoramento de
Praias (PMP) amostras de penas, figado, musculo, rim e ossos de duas espécies de aves, uma
residente (Sula leucogaster) e uma migratoria (Thalassarche chlororhynchos). As carcagas serdo
encaminhadas para necropsia, preparagdo das peles e tombamento em colecao cientifica na FURG.
As amostras serdo armazenadas em frascos de vidro, refrigeradas e transportadas até o Laboratério
de Aves Aquaticas e Tartarugas Marinhas, onde serdo armazenadas em ultrafreezer até a realiza¢éo
das andlises. Seréo analisados os metais/elementos-traco Hg, Fe, Cu, Zn, Mn, Cd e As. Além destes,

serdo analisados contaminantes orgénicos persistentes organoclorados, organobromados e
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hidrocarbonetos policiclicos aromaticos. As analises de contaminantes seguem as metodologias

descritas no Anexo 1.

As amostras de material biol6gico para andlises de metais/elementos-traco, com excecdo do Hg,
serdo determinadas por espectrofotometria de absorcdo atdmica (AAS), por meio de espectrémetro
equipado com corretor de fundo por efeito Zeeman. Para a determinacdo do Hg, sera utilizada o
método de vapor a frio, com geragdo de hidretos acoplado ao espectrofotdmetro de absorcao
atdbmica. As amostras bioldgicas serdo secas em estufa (45-60°C) até peso seco constante.
Posteriormente, serdo digeridas em acido nitrico na porcao de 1g de peso seco de material biolégico
para 2mL de &cido nitrico. As amostras serdo submetidas a digestdo acida lenta em frascos
devidamente lacrados e mantidos em estufa incubadora (45-60°C) até a digestdo completa. Apés,
sera acrescentada agua Mili-Q até completar 1mL de volume total. As concentracbes de
metais/elementos-traco serdo apresentadas em pg/g (mg/Kg) de peso umido e pg/g (mg/Kg) de peso
seco. Para afericdo acuracia e exatidao das analises, “brancos” e materiais de referéncia certificados
(DOLT-5: figado de peixe; DORM-4: musculo de peixe; TORT-3: hepatopancreas de lagosta) serdo

utilizados como controles analiticos de qualidade.

Para a determinagdo de organoclorados, serdo realizadas extragoes de material biolégico seco em
sohxlet utilizando-se mistura hexano e diclorometano (1:1; v/v). Os padrbes internos de PCB 103 e
PCB 198 serdo adicionados as amostras, que terdo seu volume final reduzido para posterior
purificacdo com adi¢&o de H2SO4. O conteldo lipidico das amostras sera quantificado por gravimetria
e as concentracdes finais dos compostos organoclorados serdo normalizadas a partir deste. As
concentragbes serdo quantificadas em cromatégrafo de fase gasosa com detector de captura de
elétrons (GC/ECD). O controle de qualidade sera feito por analises de “brancos” e de injegédo

randémica de padrdes certificados de referéncia.

A andlise de compostos organobromados dar-se-a a partir de extracdes em sohxlet idénticas as
realizadas para os compostos organoclorados. Os padrdes internos PBDE-181 e PBDE-209 seréo
adicionados as amostras e o volume final serd reduzido para a posterior purificacdo. O contetdo
lipidico serd quantificado por gravimetria e as concentragdes finais dos organobromados ser&o
normalizadas a partir deste. As concentracdes dos PBDEs e MeO-PBDEs serdo quantificadas em
cromatografo de fase gasosa acoplado a espectrdmetro de massa (GC/MS). O controle de qualidade

sera feito por analises de “brancos” e de inje¢ao randémica de padrdes certificados de referéncia.

Aliguotas das amostras bioldgicas serdo tratadas para andlise de HPAs através da liofilizagéo,
pesagem e extracdo em sohxlet com metanol, com posterior saponificacéo por adigédo de hidroxido de
potassio. Posteriormente, a amostra serd transferida para um funil de separacgdo, onde ¢é adicionado
hexano. O extrato de hexano é entdo separado, por agitacdo manual, e recolhido em novo baldo
volumétrico. O procedimento € repetido trés vezes, recolhendo-se todo extrato de hexano e reduzido-
0 a cerca de 1mL em evaporador rotativo a vacuo. Os extratos sdo, entdo, purificados por clean up

em colunas de vidro. Em seguida, adiciona-se ao extrato reduzido o padrdo interno em Turbo vap,
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para a quantificacdo dos compostos. A identificacdo e quantificacdo dos HPAs dar-se-4 por

cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrdbmetro de massas (GC/MS).

Os dados gerados serdo analisados estatisticamente, incluindo a analise de correlacdes entre os
contaminantes, entre os contaminantes e os valores de iso6topos estaveis, e da comparacdo das
concentracfes entre os tecidos, entre 0s momentos anterior e posterior ao rompimento da barragem,
e entre as idades e sexos das aves. Serdo utilizados diversos testes, incluindo analise através de
Modelos Lineares Generalizados (GLMs), que integram o conjunto de variaveis listado acima e sua

influéncia sobre as concentracdes de cada contaminante.

4.6.3. Cetéceos
a) Monitoramento por ponto fixo

Para a andlise dos dados, a frequéncia de cetaceos e seus padrbes comportamentais observados
serdo analisados através de teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis. As seguintes varidveis serao
avaliadas de acordo com cada ponto de observacado, localidade e variacdo da maré: média de
cetaceos observados por hora, tamanho e composicdo do grupo (adultos e imaturos), status de
comportamento. Para as andlises comparativas, serdo considerados também fatores de
“interferéncias” como escala Beufort e fluxo de embarcacdes. Para a exposi¢ao dos resultados serédo

utilizados gréficos e tabelas.
b) Monitoramento embarcado

Serd realizada a plotagem em mapas georreferenciados dos grupos de cetdceos observados na foz
do rio Doce durante o monitoramento embarcado. As coordenadas geograficas de observacdo dos
grupos seréo integradas a um Sistema de Informa¢des Geografica (SIG) por meio de software livre
através de diferentes camadas dos dados espaciais obtidos tais como linhas de transeccéo,

profundidade, dentre outros.

Serdo realizados calculos de estimativas de densidade e abundancia utilizando o programa Distance.
De acordo com Buckland et al. (2001), é necessario um nimero minimo de deteccdes (observacdes)
para se obter estimativa de densidade, cerca de 60 grupos. Ja Williams & Thomas (2009) afirmam
gue até 18 grupos ja foram usados em diversos casos. A taxa de encontro funciona como um indice
de abundancia, que reflete a abundancia real das espécies em uma determinada area. Esse calculo é
feito dividindo-se o numero de individuos/grupos pelo esforgo amostral. A taxa de encontro sera

realizada de forma independente de se estimar a densidade.
c) Diversidade genética de cetaceos

Os tecidos coletados serao utilizados em analises laboratoriais realizadas no Laboratério de Genética
e Conservacgdo Animal do CEUNES (Sao Mateus), Universidade Federal do Espirito Santo (UFES).
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Para a extracdo do DNA seré utilizado o método de solucao salina em que, um pequeno pedaco de
musculo sera picotado e colocado em um microtubo no qual, com o auxilio de reagentes e
centrifugagdes, sera obtido a solugdo contendo o DNA extraido. Ao final do processo o DNA sera
ressuspendido com a adicdo de 20 uL de ddH20 e armazenado na geladeira a 4°C. Em seguida, as

amostras de DNA serdo quantificadas em espectrofotdmetro.

Em seguida o DNA sera amplificado por PCR (Polymerase Chain Reaction). Apés a amplificacdo dos
fragmentos, as reacdes serdo purificadas utilizando-se a enzima ExoSap-IT (USB Corporation). Cada
amostra serd submetida a reacdes de sequenciamento nos dois sentidos para avaliagdo de

marcadores mitocondriais e genotipagem para avaliacdo de marcadores nucleares (microssatélites).

As sequéncias mitocondriais serdo alinhadas com o algoritmo MUSCLE (Robert 2004) por meio do
programa MEGA v.6 (Tamura et al. 2013). Por meio do programa Arlequin v.3.5 (Excoffier et al. 2010)
serdo calculados os componentes de variancia, incluindo as diversidades haplotipica (H) e
nucleotidica (1), além da Analise de Variancia Molecular (AMOVA) entre diferentes localidades,

baseada no FST com 1000 permutacdes.

As redes de haplétipos serdo construidas com calculos de Median-Joining no programa Network
(Bandelt et al. 1999)

Para as analises dos microssatélites, os locos serdo identificados com o software GeneMapper v.5.0
(Applied Biosystems). A probabilidade de ndo-excluséo para identidade dos individuos sera estimada
utilizando o software Cervus v.3.0.3 (Kalinowski et al. 2007) e os gendtipos dos individuos avaliados
serdo comparados para os locos de microssatélites a fim de se verificar a presenca de gendétipos
idénticos.

O desequilibrio de ligacao entre os locos sera verificado com o programa GENEPOP on the Web

(http://wbiomed.curtin.edu.au/genepop) (Raymond & Rousset 1995; Rousset 2008) e os desvios do

Equilibrio de Hardy-Weinberg serdo testados por meio do software Arlequin v.3.11 (Excoffier et al.
2010). Os locos também serdo testados quanto a presenca de alelos nulos, abandono de alelos e
erros devido a presenca de picos stutter utilizando-se o programa Microchecker v.2.2.0.3 (Van

Oosterhout et al. 2004), com correcdo de Bonferroni.

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

Para verificar eventos de gargalo populacional passado ou recente um teste de ocorréncia de
Bottleneck (efeito gargalo) serd realizado utilizando o software Bottleneck v. 1.2.02 (Cornuet &
Luikart, 1996). Para determinar provavel estrutura populacional seré realizada uma analise de cluster
bayesiana a fim de se estimar o nimero de populagdes mais provaveis (K) a partir dos dados dos
gendtipos dos microssatélites e dos locais de coleta utilizando o software Structure v.2.3.2 (Pritchard
et al. 2000). Apos a alocacéo dos individuos em cada cluster, sera realizada a andlise de variancia

molecular (AMOVA) utilizando-se o programa Arlequin v.3.11. Também serdo calculados os indices

Protocolo de Anélises — Rede Rio Doce Mar 243


http://wbiomed.curtin.edu.au/genepop

réde
pIO

IFEST DOCE

Fundacao Espirito-santense de Tecnologia

de diferenciacdo genética global entre as unidades de populacdo (FST), e indices de RST
(estruturacdo da populagdo), por meio dos programas Genepop on the Web
(http://wbiomed.curtin.edu.au/genepop) e Fstat v.2.9.3.2 (Goudet, 2001). Valores de P seréo
considerados significativos no nivel de 0,01 (P<0,01) e 0,05 (P<0,05).

Sera feita também a sexagem molecular dos individuos ndo necropsiados. Os animais que nao forem
recolhidos, mas tiverem uma amostra de tecido recolhida na praia, terdo o sexo definido via PCR. Os
primers a serem utilizados serdo ZFX0582, ZFX0923 (Bérube & Palsboll, 1996), PMSRYF (Richard et
al. 1994) e TtSRYR (Rosel et al. 2003). As reacdes de PCR serdo confeccionadas com: Tampao 10x,
150 uM de dNTP, 1,5 u de Tag DNA polimerase (INVITROGEN), 1,5 mM de MgCI2 e 0,3 uM de cada
primer, com excegao do reverse para o SRY que sera aplicado 0,06 uM. O volume final sera de 25pL.
A amplificacdo serd realizada nas seguintes condicdes: 92°C por 30 seg, seguido de 35 ciclos de
94°C por 30 seg, 51°C por 45 seg e 72°C por 45 segundos. Os fragmentos serdo separados em gel
de agarose 2,5%, corado com gel red. A corrida eletroforética sera realizada a 120 V por 2 horas. A

visualizacdo das bandas sera realizada com o auxilio de luz UV e estas serdo fotografadas.
d) Andlise histopatoldgica e microbioldgica

Apé6s a fixacdo dos tecidos, inclusive dos coracdes, estes, serdo pesados em balanca digital de
precisdo. A seguir todas as amostras serdo clivadas em fragmentos menores de até 2-3 mm de
espessura e acondicionadas em histossetes plasticos para posterior processamento em processador
automatico onde serdo desidratadas em cinco banhos sequenciais de &lcool etilico, sendo o primeiro
banho em é&lcool a 70%, o segundo em alcool a 90% e os seguintes em alcool absoluto, com duragdo
de uma hora cada. Seguido da clarificacdo das amostras por imersdao em dois banhos de xilol, de
uma hora cada e embebicdo por imersdo das amostras em dois banhos, de 30 minutos cada, em
parafina histologica a 60°C. Em seqiiéncia o material sera incluido no préprio histossete em que foi

acondicionado.

Apés a solidificacdo, os blocos serdo resfriados e cortados em secdes de 5 um de espessura, em
micrétomo semi-automatico. Os cortes serdo colocados em banheira histologica, de onde seréo
coletados por laminas de vidro e corados manualmente, pelo método hematoxilina e eosina (HE) para
analise microscépica. Ainda, outras histotécnicas especiais poderdo ser empregadas, para posterior
observacdo pela microscopia Optica e analise de imagens com auxilio de um programa de

morfometria digital (Software Image J, verséao 1.33).

As fotomicrografias obtidas serdo documentadas e arquivadas utilizando maquina fotografica digital,

adaptada em microscopio 6ptico.

Para a microbiologia, no laboratério, as amostras serdo semeadas e processadas em meios de
cultura (caldos e/ou em agar), como agar sangue, agar macconkey, agar saboraud, agar mueller
hinton, entre outros, para o0 crescimento de micro-organismos patogénicos. Posteriormente, as
amostras serdo incubadas em estufas bacteriolégicas a 37°C por 24/48 hs. As amostras que

apresentarem crescimento bacteriano serdo repicadas em meios de cultivo proprios e analisadas
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através de métodos de coloracdo especifica. Apds esse processo, sera feita a identificacdo
microbiana, com a realizacdo de analises por métodos bioquimicos ou por kits de identificagdo
microbiolégica. A seguir, com 0s micro-organismos identificados, serdo realizados os antibiogramas

e/ou antifungigramas para posterior confec¢do dos laudos.
e) Andlise de contaminantes (ecotoxicologia) dos cetaceos

As andlises de contaminantes serdo realizadas no Laboratério de Mamiferos Aquaticos e
Bioindicadores (MAQUA) da UERJ.

Para a determinacdo da concentracdo de mercurio total (HgT), aliquotas de aproximadamente 0,3g
de musculo, figado e rim das amostras frescas enviadas serdo atacadas a frio com 1mL de H202.
Apés essa etapa, serd adicionado 5mL de solucdo sulfonitrica concentrada (H2SOs-HNO3) vlv,
seguindo por aquecimento em banho-maria a 60°C por 2 horas até a solubilizagcdo completa da
amostra. Os extratos serdo resfriados por quinze minutos, sendo adicionado 5mL de KMnOg4 (5%). As
amostras retornardo ao banho-maria (60°C) por quinze minutos, e serdo resfriadas, repousando por
uma noite. No dia seguinte, o extrato sera reduzido com a adicdo de 1mL de cloridrato de
hidroxilamina (HONHz), 12%. O extrato final ser4d avolumado com &gua Milli-Q até 14mL. As
determinacdes serdo realizadas usando um Espectrofotbmetro de Absorcdo Atémica com gerador de
vapor frio (Malm et al. 1989; Bastos et al. 1998). A certificagdo do método de determinagdo do HgT
sera feita por meio de materiais certificados DOLT-5 (figado de Dogfish) e DORM-2 (musculo de
Dogfish) do National Research Council do Canadéa. Todas as amostras serdo analisadas em duplicata

e serdo usados brancos analiticos em todas as baterias.

Para a determinacédo das concentracdes de elementos-traco (Fe, Cu, Zn, Mn, Cd, As), aliquotas de
aproximadamente 0,2g de musculo, figado e rim serdo colocadas em tubos com tampa. A digestao
das amostras sera realizada através da adicdo de 2mL de &cido nitrico concentrado (65%), que vai
agir overnight. No dia seguinte, as amostras serdo colocadas em banho-maria a 60°C por 2 horas
(Dorneles et al., 2007; Lailson-Brito et al., 2012). ApGs o resfriamento das amostras, a determinacao
das concentragdes dos elementos sera realizada utilizando um Espectrometro de Absorgdo Atdmica
com Atomizacdo Eletrotérmica (ETAAS) equipado com corretor de fundo por efeito Zeeman. Uma
solucdo de nitrato de paladio (Pd(NOs)2), preparada a partir de uma solucdo padrdo (Merck
N0.B9366989 710), sera utilizada como modificador quimico. O controle de qualidade sera efetuado
através do uso de materiais certificados de referéncia do USA National Institute of Standards and

Technology e/ou do National Research Council do Canada.

Para a determinacdo de compostos organoclorados, as extracdes serdo realizadas com aparelhos de
soxhlet com capacidade de 60mL e bal6es volumétricos de 125mL aquecidos individualmente por
mantas aquecedoras. A mistura de solventes serd hexano e diclorometano (1:1) (v/v). Seré& utilizado
cerca de 1g de gordura. Serdo adicionados as amostras os padrfes internos PCB 103 e PCB 198. O
volume final sera reduzido para prosseguir a etapa de purificacdo com a adicdo de H2SO4 (Santos-

Neto et al., 2014). O conteldo lipidico sera quantificado por gravimetria (Lailson-Brito et al., 2007) e
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as concentracfes finais serdo corrigidas a partir do uso da massa de lipidios. Os pesticidas e as
bifenilas policloradas serdo mensuradas em um cromatografo de fase gasosa (GC) com detector de
massas (MS) ou de captura de elétrons (GC/ECD). O hidrogénio sera utilizado como gas de arraste e
0 nitrogénio como gas auxiliar (make up). O controle de qualidade sera realizado através de analises
regulares dos brancos de procedimentos, bem como através de injecdo randdémica de padrdes e

brancos de solventes.

Para a determinacdo de compostos organobromados, as extracdes serdo realizadas com aparelhos
de soxhlet com capacidade de 60mL e baldes volumétricos de 125mL aquecidos individualmente por
mantas aquecedoras. A mistura de solventes serd hexano e diclorometano (1:1) (v/v). Sera utilizado
cerca de 1g de gordura. Sera adicionado a amostra o padrdo interno PBDE-181. O volume final sera
reduzido para prosseguir a etapa de purificacdo (Alonso, 2012). O conteudo lipidico sera quantificado
por gravimetria (Lailson-Brito et al., 2007) e as concentrac¢des finais serdo corrigidas a partir do uso
da massa de lipidios. Os PBDEs e MeO-PBDEs serdo mensurados em um cromatdgrafo de fase
gasosa (GC) com espectrébmetro de massa (MS). O GC operara no modo de ionizagdo quimica
negativa (ECNI). O metano sera utilizado como gas de apoio do detector e as temperaturas de fonte
de ions, quadrupdlo e interface serdo ajustadas para 230, 150 e 300°C, respectivamente. O MS sera
utilizado no modo de monitoramento seletivo de ions (SIM) com ions m/z = 79 e 81 (de tri- a hepta-
BDEs) monitorados durante toda a corrida. O controle de qualidade sera realizado através de
analises regulares dos brancos de procedimentos, bem como através de injecdo randémica de

padrbes e brancos de solventes.

A metodologia de andlise de HPAs serd adaptada e otimizada a partir de procedimento descrito pela
Agéncia de Protecdo Ambiental Norte-Americana (EPA, Environmental Protection Agency) e em
Barros (2014). Resumidamente, aliquotas das amostras liofilizadas serdo pesadas e extraidas em
Soxhlet com metanol, seguidas pela reacdo de saponificacdo através da adicdo de hidréxido de
potassio. Posteriormente serd conduzida uma extracéo liquido-liquido com hexano, onde a amostra
sera transferida para um funil de separacdo, onde sera adicionado hexano e através de agitacao
manual o extrato de hexano separado e recolhido em novo baldo. Tal procedimento se repetira 3
vezes e todo o extrato de hexano recolhido sera entdo reduzido a cerca de 1mL em evaporador
rotativo a vacuo. Os extratos serdo purificados através do clean up, realizado em colunas de vidro. Ao
extrato reduzido em Turbo vap sera adicionado o padrdo interno, para a quantificagdo dos

compostos. A identificacédo e quantificagdo dos HPAs sera realizada por CG-MS.

Recursos materiais: sistema de producé@o de agua ultra pura, espectrébmetro de absor¢do atdmica
com atomizacao eletrotérmica, banho-maria, espectrémetro de absorcdo atdbmica com geracdo de
vapor frio, sistemas de condensadores acoplados a soxhlet, rotoevaporador, centrifuga,
miniconcentrador/evaporador de nitrogénio, cromatégrafo de fase gasosa acoplado a espectrdmetro
de massas e ao injetor automatico; cromatografo de fase gasosa com detector de captura de
elétrons, com fonte radioativa de 63Ni, acoplado ao injetor automatico, além de reagentes (e.g.:

hexano, diclorometano, &cido sulfarico, &cido nitrico, cloridrato de hidroxilamina, entre outros)
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padrbes internos e padrdo cromatografico, materias certificados de referéncia, luvas, vidraria (e.qg:
bequeres, tubo de ensaio, proveta, pipetas volumétricas, baldo volumétrico, entre outros), tubos

falcon, micropipetas, funil de separacéo, colunas grossa e fina, entre outros.
f) Ecologiatrofica de cetaceos a partir de isétopos estaveis

Essas andlises seréo realizadas no Laboratorio de Mamiferos Aquéticos e Bioindicadores (MAQUA)
da UERJ.

Para a analise dos is6topos estaveis 2C e N, serfo retiradas aliquotas de musculo dos cetaceos e
das suas presas preferenciais na costa do Espirito Santo. Ja existem informacdes sobre os itens mais
frequentes na dieta das principais espécies ocorrentes na regido (Di Beneditto et al. 2004, Di
Beneditto et al. 2009, Cremer et al. 2012, Lopes et al. 2012, Girundi 2013, Pansard et al. 2010,
Rodrigues, 2014). As amostras coletadas serdo congeladas e enviadas para a UERJ para andlise.

ApOs a secagem a 60°C por 72 h, as amostras serdo maceradas até a obtencdo de um poé
homogéneo. Cerca de 1,5 mg de amostra serd pesada em capsula de estanho. A determinacgdo da
composicdo isotopica dos elementos sera feita em um espectrometro de massa DELTA V acoplado a
um analisador elementar para C e N (Flash HT Plus). As razdes isotOpicas sdo expressas pela
notac&o delta em partes por mil, de acordo com: 83X = [(Ramostra/Rpadréo) — 1] x 1000, onde X é *C
ou N e R ¢ a razdo correspondente 3C/*2C ou *N/**N. As razdes isotopicas do carbono e nitrogénio
sdo expressas em relagdo ao padrdo V-PDB (Vienna Peedee Belemnite) e ao nitrogénio atmosférico,
respectivamente. Serdo usados materiais certificados de referéncia em todas as analises. Devido a
presenca de lipidio ser variavel nos tecidos de animais e por apresentar valores depreciados em 13C
em relacdo a todo o corpo (Peterson & Fry, 1987), serd calculado a relagdo C:N para verificar o
conteldo lipidico de cada amostra (Post et al., 2007). Caso parte das amostras apresente relacéo
C:N maior do que 3,5, sera feita a normalizacdo matematica dos resultados de 513C, segundo a
equacdo: d3Cnormalizado = 8**C sem tratamento — 3,32 + 0,99*C:N (Post et al. 2007).

g) Anélises reprodutivas e de determinacgao de idade em cetaceos

As analises de determinacdo de estégio reprodutivo e de idade serdo realizadas no Laboratério de

Mamiferos Aquaticos e Bioindicadores da UERJ.

A idade dos odontocetos é estimada a partir da contagem dos grupos de camadas de crescimento
(GLGs, Growth Layer Groups), depositados na dentina e/ou cemento do dente desses animais (Perrin
& Myrick, 1980). A determinacéo da idade sera realizada de acordo com o protocolo estabelecido por
Pinedo & Hohn (2000).

Para isso, dois dentes de cada individuo ser8o colocados em cassetes histoldgicos, previamente
identificados, e em seguida imersos em um agente descalcificante comercial (RDO®) até a completa

descalcificacéo.
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Apés essa etapa, serdo realizados cortes longitudinais, seguindo o plano antero-posterior, com cerca

de 25 micrometros em um micrétomo de deslizamento acoplado a um sistema de congelamento.

Em seguida, os cortes provenientes da por¢do central do dente serdo colocados novamente em um
cassete histolégico para a coloragdo com hematoxilina de Mayer por 15 minutos. Finalmente, os
cortes corados serdo colocados em uma lamina contendo glicerina 100%, cobertos com uma laminula
e selados com Entellan. As leituras serdo realizadas em microscopio Optico por dois leitores

independentes sem acesso aos dados biolégicos dos animais.

Para as analises reprodutivas, as gbnadas serdo coletadas, pesadas e medidas. Posteriormente
serdo fixadas e mantidas em formalina 10% até o momento das analises. Um fragmento da regido
central do testiculo contendo 1 cm3 sera emblocado em parafina de acordo com o protocolo definido
por Becak & Paulete (1976). Em seguida, os blocos serdo seccionados em fatias de 6 micrometros
em um micrétomo rotativo. Por fim, as seccbes serdo coradas com hematoxilina-eosina para a

confeccdo das laminas permanentes.

As leituras serao realizadas em microscopio Optico com aumento de 100x. A maturidade sera
avaliada com base na presenca de espermatogbnias, espermatécitos, espermatides e
espermatozoides nos tubulos seminiferos. Além disso, o didmetro do tdbulo seminifero e do tecido

intersticial também serdo avaliados para a determinagéo da maturidade sexual (Hohn et al., 1985).

Os ovérios serdo inspecionados externamente a fim de averiguar a presen¢a de corpus liteo e/ou
corpus albicans, estruturas essas que indicam a maturidade sexual. ApGs inspecéo, serdo realizadas
seccdes de 3 mm para visualizar o interior do ovério e certificar de que todos os corpora e foliculos
resultantes da ovulacdo foram registrados. A determinacdo da maturidade sexual serd baseada em
Perrin e Donovan (1984) onde as fémeas que ndo apresentarem corpus liteo ou albicans seréo
consideradas imaturas enquanto as fémeas com um ou mais corpora liteo ou albicans em um ovario

serdo consideradas maturas.
h) Interagdo dos pequenos cetdceos com a pesca

Serdo realizadas entrevistas, saidas com pescadores e avaliados vestigios de aparato de pesca nos

animais encontrados mortos.

Serdo escolhidos seis pontos de desembarque em comunidades pesqueiras. Num primeiro momento
a equipe ira percorrer toda a area de estudo para conhecer o local e contatar as associacdes e
colénias de pesca apresentando-se e fazendo um levantamento preliminar, com base nas
informacdes das colbnias e associa¢Bes, do niumero atual de pescadores e embarcacdes existentes

em cada comunidade.

ApoGs a fase de levantamento preliminar iniciar-se-a4 a aplicagdo de um questionario pré-formulado
Felix (2011) para os mestres das embarcac6es onde serdo coletadas informaces acerca do perfil
dos pescadores e locais em que atuam, caracteristicas da embarcacdo (dimensges, tripulacdo e
autonomia), artefatos e técnicas utilizadas, etc. Embora o questionario seja elaborado de forma a
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permitir a tabulacdo e analise dos dados, as entrevistas serdo conduzidas de forma informal, através
de um dialogo entre os agentes de campo e os mestres das embarcacdes, podendo este diadlogo ser
interrompido e retomado em outro momento até que toda a informagcédo necessaria seja coletada.
Estes diadlogos poderao ser gravados ou nao, dependendo da anuéncia do entrevistado. Nesta etapa

guando autorizado, serdo fotografados os tipos de embarcacéo e apetrechos de pesca utilizados.

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

espontanea durante a entrevista. As comunidades serao visitadas regularmente.

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

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

Os questionarios aplicados serdo agrupados, de acordo com as respostas obtidas, evidenciando as

convergéncias de informacdes sobre os diversos temas abordados.

4.6.4. Tartaruga Marinhas
a) Saude das tartarugas marinhas

Hemogramas: Os hemogramas seréo realizados sempre em um intervalo inferior a 6 horas apés a
coleta da amostra sanguinea. A metodologia sera a classica manual descrita em CAMPBELL (2015)
gque basicamente consiste da determinacdo do hematécrito (HTC) serd realizada por
microcentrifugacdo a 11.000 rpm em centrifuga para hematdcrito e em seguida feita a leitura em
escala propria. A contagem total de eritrcitos (He), leucécitos (L) e trombdcitos sera realizada em
camara de Neubauer com diluicho de 1:100 em solucdo de Natt e Herrick. A dosagem de
hemoglobina (Hb) sera feita pelo método de cianometahemoglobina apés a centrifugacdo da reacao
para remocdo dos lisados celulares, reagindo 10 pl de sangue total com 2,5 mL do reagente em
cubetas quadradas de 10 mm em espectrofotdbmetro, com filtro de 540nm (SANTOS et al. 2009). A
partir dos valores de hematécrito, hemoglobina e hemécias serd realizado o célculo para
determinacdo do volume corpuscular médio (VCM) e concentragdo de hemoglobina corpuscular
média (CHCM).

A contagem diferencial dos leucécitos serd feita apds a fixacdo do esfregaco sanguineo em alcool
metilico e coloracdo pelo método Panético Rapido ®. Serdo contadas 100 células para diferenciacao
leucocitaria (SANTOS et al. 2009).

Analises bioquimicas: Sera analisado um perfil bioquimico plasméatico de 20 pardmetros dos animais
capturados: glicose, colesterol, triglicerideos, proteinas totais, albumina, globulinas, relacdo albumina-
globulina, uréia, acido Urico, calcio, fésforo, relacdo célcio-fosforo, ferro, magnésio, sodio, potassio,

aspartato aminotransferase, alanina aminotransferase, fosfatase alcalina, creatinofosfoquinase. As
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analises serao realizadas no sistema automatizado Beckman Coulter AU2700, ou similar utilizando os

kits préprios e de acordo com as recomendacdes do fabricante (SANTOS et al 2015).

As andlises toxicologicas de contaminantes organicos e metais serdo realizadas na FURG e estéo

descritas no protocolo do Anexo 1.
b) Diversidade genética das tartarugas marinhas

Serdo utilizadas as amostras de tecido coletadas das tartarugas marinhas encontrados em areas de
desova (Povoacédo), area de alimentacdo (APA Costa das Algas) ou encalhados nas praias do
Espirito Santo (assim que houver o acordo da Fundagdo Renova com o PMP). Serdo avaliados os
individuos encontrados durante o periodo do estudo, bem como, de periodos anteriores ja publicados

para comparacdes (Vargas et al. 2008, Vargas et al. 2013 e Shamblin et al. 2014).

Os tecidos para as analises genéticas serdo armazenados em microtubos e conservados em etanol
absoluto e serdo depositados no Laboratério de Genética e Evolugdo Molecular da UFES (LGEM-
UFES). Os processos laboratoriais e analises serdo realizados no Nucleo de Genética Aplicada a
Conservacdo da Biodiversidade (NGACB) e no LGEM, do CCHN (Vitéria), Universidade Federal do
Espirito Santo (UFES):

Extracdo e quantificacdo do DNA: Um pequeno pedaco de musculo ou biopsia de pele das tartarugas
marinhas serd picotado e colocado em um microtubo, no qual, com o auxilio de reagentes e
centrifugag6es serd realizada a extracdo do DNA pelo método de solucdo salina descrito por Bruford
et al. (1992). Ao final do processo o DNA sera ressuspendido com a adi¢cado de 50 pL de ddH20 e
armazenado na geladeira a 4°C. As amostras de DNA serdo quantificadas em espectrofotdmetro. O

DNA extraido sera quantificado utilizando-se o equipamento NanoDrop™.

Amplificacdo por PCR e sequenciamento: Cada amostra serd submetida a reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) no termociclador ABI Veriti® com combinagfes especificas de primers para isolar e
amplificar a regido controle do DNA mitocondrial das tartarugas marinhas e até 15 loci de
microssatélites do DNA nuclear dependendo da espécie. Para genotipagem dos microssatélites, sera
adicionada nas reac¢bes um multiplex com padrdo de tamanho fluorescente GeneScan500
Biosystems e fluorescéncias de cores distintas para serem posteriormente lidas e interpretadas no

sequenciador automatico.

O sucesso da amplificacéo sera verificado utilizando-se 1 ul do produto de PCR misturados com 1 pl
de BlueJuice® (Invitrogen, EUA) submetidos a uma eletroforese em gel de agarose 0,8 % a 100 V por
35 minutos. Sera utilizado o corante intercalante de DNA GelRed® (Biotiun) para visualizar os
fragmentos de DNA sob incidéncia de luz ultravioleta em um Sistema de Fotodocumentacdo L-Pix
Touch® (Loccus). Todas as PCR seréo feitas acrescentando agua Mili-Q como controle negativo em
sala isolada (pré-PCR) e as misturas de PCR realizadas em uma capela previamente esterilizada com

hipoclorito de sodio 10% e alcool 70%, onde nenhum DNA é manipulado.
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Os produtos de PCR do marcador mitocondrial serdo purificados utilizando-se a enzima ExoSap-IT
(USB Corporation). Todos os fragementos serdo sequenciados ou genotipados no sequenciador
automatico Applied Biosystems ABI3500 do NGACB-UFES. Os picos dos alelos serdo analisados no

Programa Geneious®.

Andlise dos dados genéticos: As sequéncias da regido controlem do DNA mitocondrial serdo
alinhadas com o algoritmo MUSCLE (Edgar 2004) por meio do programa MEGA 10. Por meio do
programa Arlequin v.3.5 (Excoffier et al. 2010) serdo calculados os componentes de variancia,
incluindo as diversidades haplotipica (H) e nucleotidica (11), além da Analise de Variancia Molecular
(AMOVA) entre diferentes localidades, baseada no FST com 1000 permutagfes. As redes de

haplétipos serdo construidas com calculos de Median Joining no programa Network.

Para as analises dos microssatélites, os locos serdo identificados com o software GeneMapper v.5.0
(Applied Biosystems). A probabilidade de ndo-exclusdo para identidade dos individuos sera estimada
utilizando o software Cervus v.3.0.3 (Kalinowski et al. 2007). Os gendtipos dos individuos avaliados
serdo comparados para os locos de microssatélites com o programa Mstools v. 3.1 (Park, 2001) a fim
de se verificar a presenca de gendtipos idénticos. O desequilibrio de ligacdo entre os locos sera
verificado com o programa GENEPOP on the Web (http://wbiomed.curtin.edu.au/genepop) e os
desvios do Equilibrio de Hardy-Weinberg serdo testados por meio do software Arlequin v.3.5

(Excoffier et al. 2010). Os locos também ser&o testados quanto & presenca de alelos nulos.

Para as andlises intrapopulacionais serdo calculados os indices de diversidade genética com os
programas Fstat v.2.9.3.2 (Goudet 2001) e Arlequin v.3.5 (Excoffier et al. 2010). Para verificar
eventos de gargalo populacional passado ou recente um teste de ocorréncia de Bottleneck (efeito
gargalo) sera realizado utilizando o software Bottleneck v. 1.2.02 (Cornuet & Luikart, 1996). Para
determinar provavel estrutura populacional seré realizada uma analise de cluster bayesiana a fim de
se estimar o numero de popula¢cdes mais provaveis (K) a partir dos dados dos genétipos dos
microssatélites e dos locais de coleta utilizando o software Structure v.2.3.2 (Pritchard et al. 2000).
ApOs a alocacéo dos individuos em cada cluster, serd realizada a analise de variancia molecular
(AMOVA) utilizando-se o programa Arlequin v.3.5. Também serdo calculados os indices de
diferenciacé@o genética global entre as unidades de populacao (FST), e indices de RST (estruturacéo
da populagdo), por meio dos programas Genepop on the Web (http://wbiomed.curtin.edu.au/genepop)
e Fstat v.2.9.3.2 (Goudet 2001). Valores de P serdo considerados significativos no nivel de 0,01
(P<0,01) e 0,05 (P<0,05).

¢) Remessa de amostras

As amostras de plasma, ovos e natimortos serdo encaminhadas ao laboratorio de referéncia (FURG)
e deverdo ser armazenadas em caixas de isopor contendo gelo seco e transportadas em caminhdo

frigorifico congeladas a -10 oC, sob responsabilidade da RDDM.

As amostras de tecidos para analise genética deverdo ser encaminhadas em temperatura ambiente
para o Laboratério de Genética e Evolugdo Molecular da UFES (LGEM-UFES).
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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 respectivos codigos de
identificagdo para verificagdo no destino. Qualquer incoeréncia deve ser informada ao escritério de

projetos e ao IMD.

4.7. ANEXO 7 - MONITORAMENTO DA ICTIOFAUNA DULCICOLA, MARINHA E ESTUARINA

4.7.1. Sistema aquatico dulcicola

Apos a coleta, as amostras de tecidos serdo recebidas no Laboratério de Genética e Evolugdo Animal
da Universidade Federal do Amazonas. As mesmas serdo armazenadas em freezers na Colecédo de
Tecidos de Genética Animal (CTGA) da Universidade.

a) Extracdo de DNA

O DNA genbmico serd extraido com a utilizacdo de kits de Extracdo de DNA. O procedimento
consiste de digestédo do tecido em tampao de lise e filtragem do DNA em colunas de silica, seguindo

o0 protocolo do fabricante.
b) Desenvolvimento de primers para microsatelites

e Enriguecimento do DNA

Sera feito um pool de DNA de 10 individuos da cada espécie. Posteriormente o DNA sera enriquecido

para elementos repetitivos usando sondas especificas.

e Construcao da biblioteca gendmica

A biblioteca genémica sera construida a partir do pool do DNA enriquecido, usando Kits com

adaptadores com barcodes, e sequenciado na plataforma lllumina (servico no exterior).

e Desenho de primers para microsatelites

Apés o sequenciamento da biblioteca genémica, sera feita a montagem dos contigs. Os contigs serdo
filtrados para identificacdo de elementos repetitivos e regibes flanqueadoras longas suficiente para
permitir o desenho dos primers. Nos primers escolhidos (no minimo 20 primers por espécie) serao

adicionados caudas que diferenciardo entre os primers forward e reverse, (servigo no exterior).
e Caracterizagdo dos primers para microsatellites

Os 20 primers serdo caracterizados numa amostra de 10 individuos de cada espécie. Serdo
selecionados os 10 melhores primers (considerando consisténcia da amplificacdo, maior numero de

alelos, maior grau de polimorfismo, etc.) e estes serdo entdo usados nas andlises populacionais.
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c) Desenvolvimento de primers para genes mitocondriais e nucleares

e Desenho de primers

Usando o banco de dados de genes disponiveis no Genbank e no BOLD dos peixes do rio Doce e
outros rios do Nordeste, Centroeste, Sudeste e Sul do Brasil, serdo desenhados primers para dois (2)
genes mitocondriais e dois (2) genes nucleares. Um desses genes mitocondriais sera o Citocromo
Oxidase | (0 DNA barcode). Os tamanhos méaximos dos primers serdo de 300 bp, e devem se
sobrepor dentro uma regido génica. Serdo adicionados caudas que diferenciardo entre os primers
forward e reverse, (servigo no exterior).

d) Amplificac@o dos microsatelites

e PCR

Para cada individuo e para cada par de primers sera feita amplificacdo via PCR usando protocolos

padréo.

e Labeling de PCR com adaptadores com barcodes

Sera feito um pool de todos os PCRs feitos para cada individuo, e aos mesmos serdo adicionados
adaptadores para sequenciamento no lonTorrent PGM. Os adaptadores tem barcodes especificos, e

assim tem como identificar cada individuo por uma combinag&o Unica de barcodes.
e) Amplificacdo dos genes mitocondriais e nucleares
e PCR

Para cada individuo e para cada par de primers sera feita uma PCR usando protocolos padrdo de

amplificagéo.

e Labeling de PCR com adaptadores com barcodes

Sera feito um pool de todos os PCRs feito para cada individuo, e aos mesmos serdo adicionados
adaptadores para sequenciamento no lonTorrent PGM. Os adaptadores tém barcodes especificos, e

assim tem como identificar cada individuo por uma combinacao Unica de barcodes.
f) Sequenciamento no lonTorrent PGM

e Preparo e sequenciamento da biblioteca genémica

Sera feito um pool de 240 individuos (todos os microsatelites ou todos os genes), cada um deles
individualizado via uma combinac¢é@o Unica de barcodes. Esse pool equimolar ser4d submetido a
amplificacdo clonal. A biblioteca seré posteriormente purificada, e carregada no Chip 318. O Chip 318

sera aplicado no lonTorrent PGM onde procede o sequenciamento NGS.
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g) Processamento de dados

e Demultiplexacdo

Os dados brutos de sequencias serdo baixados do servidor do lonTorrent PGM, e demultiplexados
(individualizados conforme a combinac¢do Unica dos barcodes). Posteriormente serdo removidos 0s

adaptadores, barcodes e primers de amplificagéo.

e Separacado dos locos microsatelites

Os locos de microsatelites especificos serdo identificados através das regifes flanqueadoras dos
elementos repetitivos, e separados por microsatelites. A partir dessas leituras serdo identificados os
alelos presentes em cada individuo para cada microsatelite. Os resultados serdo registrados em um

banco de dados de gendtipos.

e Separacao dos locos génicos

As sequencias serdo montadas nos contigs representando os genes completos amplificados. Os
genes especificos serdo identificados através da similaridade com sequencias de referéncia, e serao

registrados em um banco de dados de sequencias.

¢ Montagem de bancos de dados para analises

A partir dos bancos de dados dos microsatelites e das sequencias, serdo entdo gerados 0s arquivos

de entrada nos formatos especificos para cada tipo de programa/analises.
h) Analise de dados

e Estimativa da diversidade genética

As estimativas de diversidade genética serao determinadas analisando as taxas de diversidade
haplotipica - h (NEI, 1987), diversidade nucleotidica - ™ (NEI, 1987), AMOVA (EXCOFFIER et al.,
1992), endogamia e estruturagéo populacional - ST (EXCOFFIER et al., 1992) e ocorréncia de
eventos de gargalo populacional, entre outros, sendo definido para tal os softwares ARLEQUIN
(EXCOFFIER et al.,, 2010), DNASP 5 4 (ROZAS et al., 2003) e BOTTLENECK (CORNUET &
LUIKART, 1996).

e Estimativa das frequéncias alélicas

As frequéncias alélicas e o nimero de alelos efetivos e privados serdo obtidos através do software
PopGene v3.3 (RAYMOND & ROUSSET, 1995). O mesmo software devera ser utilizado também para
os calculos de eventuais desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg (p<0,05), heterozigosidade

observada (Ho) e heterozigosidade esperada (He).

e Estimativa das estatisticas da composicdo de nucleotideos e padrdes de substituicbes
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A composicdo de nucleotideos e padrbes de substituicbes de bases nucleotidicas das sequencias
serdo feitas através do software MEGA 6 (TAMURA et al., 2013).

e DNA barcoding

Caodigos de barra de DNA (DNA barcode) serdo determinados para pelo menos cinco individuos de
todas as espécies coletadas em cada um dos pontos de coleta. As sequéncias obtidas serdo
submetidas ao banco de dados BOLD (http://www.boldsystems.org/) (RATNASINGHAM & HEBER,

2013) para verificar a correspondéncia e similaridade com as sequéncias la armazenadas.

A divergéncia genética entre as sequéncias sera inferida através da aplicacéo do algoritmo Kimura- 2-
parametros, K2P (Kimura, 1980) e, a identificacdo de Barcode gap e o Barcode Index Number
(RATNASINGHAM & HEBERT, 2013) serdo conduzidas no proprio site do Barcoding of Life
(http://mww.barcodeoflife.org/).

4.7.2. Sistema aquatico marinho
a) Peixes e crustaceos estuarinos/marinhos

Os peixes e crustaceos que serdo coletados através de redes de arrasto de fundo com portas (redes

”

“baldo”) serao armazenados sob refrigeracéo (caixa isotérmica com gelo ou congelador, dependendo
da disponibilidade) até o momento do desembarque. No desembarque, a lista de amostras (Quadro
50) sera conferida de acordo com a data de coleta, area, ponto e arrasto, sendo que a unidade
amostral sera cada arrasto. A area sera nomeada de acordo com o rio da proximidade (do Sul para o

norte: Piraqué-Acu (apenas peixes), Doce, Ipiranga, Sdo Mateus e Caravelas).

Quadro 50. Exemplo de lista de conferéncia de amostras de peixes e crustaceos coletados para o estudo e monitoramento da

ictiofauna marinha (TR 4 — Anexo 7)

Responsavel :

DATA AREA PONTO ARRASTO conferido

1

[EnY

Al BB W W W NDNDN R
W N P W N | W N P WDN
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DATA AREA PONTO ARRASTO conferido
5 1
5 2
5 3
6 1
6 2
6 3

No laboratério de destino, as amostras serdo recebidas pelo técnico responsavel, que conferira a
amostra quanto a sua correta identificacdo bem como, correto acondicionamento (integridade dos
sacos plasticos, legibilidade das etiquetas, etc.). A seguir as amostras serdo armazenadas em

camara fria/freezer (-20°C) até o momento do processamento.

o Identificacdo

Para o processamento, cada amostra sera descongelada separadamente, evitando que os arrastos
se misturem. A seguir, peixes e crustaceos serdo identificados no menor nivel taxonémico possivel,

utilizando-se bibliografia disponivel da seguinte forma:

- peixes estuarinos/marinhos: Figueiredo e Menezes (1978), Menezes e Figueiredo (1980), Rivas
(1986), Cervigdn (1996), Marceniuk (2005), Kullander e Ferreira (2006), Moura e Lindeman (2007),
Marceniuk et al. (2012), Loeb (2012), Menezes et al. (2015), entre outros;

- Crustaceos estuarinos/marinhos: Melo (1996); Melo (1999); Costa et al. (2003); Braga et al. (2005),
entre outros.

e Biometria

Apés identificacdo, sera realizada a biometria de cada peixe. Peixes 6sseos e crustaceos serao
pesados 0 mais proximo de 0,01g; os elasmobranquios, o mais proximo de 0,1kg ou 0,1g,
dependendo do tamanho. Empregando um ictibmetro, os peixes serdo mensurados da seguinte

forma:

- Raias: comprimento total - CT (extremidade do focinho a extremidade da nadadeira caudal);
comprimento do disco — CD (extremidade do focinho até a extremidade posterior da nadadeira

peitoral); e largura do disco — LD (comprimento entre as extremidades das nadadeiras peitorais);

- Tubardes/cacdes: comprimento total — CT (extremidade do focinho a extremidade da nadadeira
caudal); e distancia interdorsal — DI (distancia entre a insercdo da 12 nadadeira dorsal e a margem
anterior da 22 nadadeira dorsal.

- Peixes 6sseos: comprimento total — CT (em mm, o comprimento da extremidade do focinho a

extremidade da cauda) e o comprimento padrdo — CP (em mm, o comprimento da extremidade do

Protocolo de Andlises — Rede Rio Doce Mar 256




réde
pIO

focinho a extremidade posterior da coluna vertebral). Utilizando-se uma balanca, os mesmos serao

pesados (P, o mais préximo de 0,01g).

- Camardes: com auxilio de paguimetro (o mais proximo de 1mm), dos camardes serdo mensurados
0 comprimento da carapaca — CC (da regido intraorbital a margem posterior) e o comprimento total —

CT (da regido da extremidade do rostro até a extremidade do télson).

- Siris/caranguejos: comprimento da carapaca — CC (do rostro & margem posterior da carapaca entre
os ultimos espinhos) e a largura da carapaca — LC (das margens da carapaca entre os ultimos
espinhos laterais). Nos caranguejos, LC e CC serdo medidos na por¢cdo mediana da carapaca, tanto

longitudinalmente quanto transversalmente.

Peixes e crustaceos cuja abundancia seja maior que 30 individuos/espécie em um Unico arrasto, sera
retirada uma subamostra aleatoria de 30 individuos para biometria (pesagem e mensuracgédo). Para a
aleatorizac@o da amostragem, todos os individuos da citada espécie serdo organizados em bandejas
e numerados. Depois, serd criada uma planilha no Excel, na qual cada linha da primeira coluna
correspondera a um individuo (p. ex. Linha 1 = individuo 1; linha 2 = individuo 2...linha 100 = individuo
100). Na segunda coluna, cada linha receberd um numero aleatério (gerado na aba Férmulas>
Matematica e trigonometria>Aleatorio), que posteriormente serd ordenado em ordem crescente. Por
fim, os individuos correspondentes aos nuimeros das 30 primeiras linhas da primeira coluna, serao
selecionados para biometria. Destaca-se que todos os individuos das amostras serao contados e
pesados (peso total da amostra); a subamostragem sera utilizada apenas para a descricdo da
estrutura de tamanho.

e Banco de imagens

Apos a identificacd@o, peixes e crustaceos devem ser fotografados com nome cientifico, escala e

dados do exemplar (ID). O arquivo da imagem deve ter pelo menos 1MB ou mais, quando possivel.

De cada espécie de peixe, 15 exemplares (quando capturados) serdo fotografados. A camera
fotogréafica sera posicionada acima do exemplar, a cerca de 10cm de distancia do mesmo. O peixe
sera posicionado com o focinho voltado para o lado esquerdo e a nadadeira caudal voltada para o

lado direito, em fundo preto, utilizando uma escala em cm.

Os crustaceos serao fotografados de cima, em fundo preto, com escala em mm. Os camarfes devem
ser posicionados de lado, com a carapaca voltada para a esquerda, o corpo distendido
(aproximadamente 150°) e as estruturas (olhos, antenas, apéndices locomotores) devem ser abertas
e expostas. Nos caranguejos e siris, as quelas serdo posicionadas para cima e, como os camardes,
devem ter os apéndices abertos e expostos. As fotografias serdo listadas por individuo, em ficha
contendo nome da espécie e identificagdo do individuo quanto a procedéncia (data de coleta, area,

ponto e arrasto).

O arquivo de cada imagem devera ser nomeado da seguinte forma: em mindsculas, trés primeiras

letras do género + trés primeiras letras da espécie + n° do exemplar (a partir de 02 algarismos)
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iniciais da area (PA=Piraqué-Acu; IP=Ipiranga; SM=S&o Mateus; CA=Caravelas) + nimero do ponto
(de 01 a 09) + numero do arrasto (1, 2 ou 3) + data de coleta (formato DDMMAA, onde més € em

algarismos romanos), conforme exemplo abaixo:
LYCGRO-01RD01A3-12XII18

*chave=LYCGRO (Lycengraulis grossidens) — 01 = n° do exemplar, RD = Rio Doce, 01 = ponto,
A3 = arrasto 3 — 12XI118 = 12 de dezembro de 2018

e Estudos dirigidos

ApOs a identificacao, biometria e fotografia, peixes e crustaceos de espécies selecionadas de acordo
com a abundéncia em estudos prévios em estuarios préximos, terdo removidas estruturas, da

seguinte forma:

- Reproducdo — peixes: através de uma incisdo ventral, serdo retiradas as gdnadas dos peixes
(quando visiveis), que serdo pesadas (0 mais proximo de 0,001g). Seréo identificados sexo e estadio
de maturacao gonadal conforme Brown-Peterson et al. (2011). Em frasco devidamente identificado
com a ID dos peixes, as gbnadas retiradas serdo fixadas em formalina 10% (24h) e apos,
conservadas em alcool 70%. As gbnadas serdo processadas no Laboratorio de Ecologia de Peixes
Marinhos — LEPM, do Centro Universitario Norte do Espirito Santo/Universidade Federal do Espirito
Santo (quadros 3 e 4). Machos de elasmobranquios serdo caracterizados pela presenga de clasper e
seus estadios de maturagdo serdo caracterizados pelo tamanho e rigidez do mesmo (Stehmann,
2002);

- Microquimica de otélitos — peixes: através de uma incisédo na por¢do antero-ventral do peixe, logo
atras da boca, serdo retirados os otdlitos para os estudos de microquimica. Os otélitos seréo retirados
e manipulados com pingas de plastico. A seguir, serdo lavados com agua e secos em papel toalha.
Serdo entdo armazenados em frascos plasticos secos devidamente etiqguetados e armazenados até o
processamento. Os otdlitos retirados serdo enviados a Universidade Estadual Paulista, campus
Registro (Quadro 53 e Quadro 54). Todos os dados biométricos e das estruturas removidas serao

anotados em ficha de triagem prépria (anexos | a V);
- Reproducéo — crustéceos:

- Camar6es: o sexo sera determinado, considerando 0s caracteres sexuais secundarios: presenca de
télico nas fémeas e petasma nos machos. Nos machos, o estddio de maturacdo sera determinado
pela unido dos lobulos do petasma conforme Pérez Farfante (1970), enquanto nas fémeas sera

determinado pela coloragéo e desenvolvimento das gbnadas, conforme Vieira (1947);

- siris/caranguejos: o estadio de maturagao sera determinado por observacdo da morfologia externa,
de acordo com Haefner (1990). A fase de maturacdo morfoldgica dos jovens (imaturos) e adultos
(maduros) sera diferenciada pelo formato e aderéncia do abdome ao esternito toracico, considerando

os juvenis os individuos que apresentarem o abdome selado. A determinagéo do sexo serd feita com
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base na observacdo macroscopica do abdémen (formato do abdome e nimero de pleépodos), da
seguinte forma: fémeas apresentam abdome arredondado com vérios pleépodos, enquanto machos

apresentam abdome em formato de “T” invertido, com dois pledpodos.
Testemunhos do estudo

Alguns exemplares de cada espécie de peixes e crusticeos serao selecionados para serem
preservados para tombamento em colecdo zoolégica, até que se tenha representantes de todas as
espécies amostradas. Peixes e crustaceos serdo tombados na Colecéo Zoolégica Norte Capixaba do
CEUNES/UFES e/ou na Universidade Federal de Vigosa.

b) Peixes recifais —comunidades e populacdes

ApOs a imersao, os dados de censo foram repassados para cadernos com finalidade de manter um

arquivo fisico destes dados, para posterior repasse em planilhas digitais.

As fotos retiradas foram baixadas e organizadas por pastas segundo 0s pontos amostrais (censos,
setor e zona), data da amostragem e nome do fotégrafo. Cada foto foi tratada para o brilho e
contraste, recortada segundo o tamanho do frame para posterior andlise e identificacdo dos grandes
grupos de organismos benténicos do substrato. Para cada foto do foto-quadrado foi aplicado um
conjunto de 30 pontos aleatérios, com auxilio do programa CPCe, sob o qual a espécie e/ou substrato

foram identificados.

Os organismos bentdnicos foram classificados nos seguintes grandes grupos: i) Corais; ii)
Briozoarios, iii) Alga calcéria, iv) Cianobactéria, v) Turf (matriz de alga epilitica), vi) Esponjas, vii)

Equinodermos e viii) Macroalgas (denominada “Algas”).

ApOs a analise das fotos no CPCe, os dados de porcentagem de cobertura por grupo bentdnico foram
exportados para uma matriz de Excel. O conjunto de 15 fotos compuseram a porcentagem de
cobertura de um foto-quadrado, e a média de cobertura obtida pelos dois foto- quadrados de cada

ponto fixo do censo representaram uma unidade amostral.
c) Estudos de genética de peixes estuarinos/marinhos e recifais
e Genética de populacdes

As extracfes de DNA de todos os organismos coletados nos meses de Outubro/2018 a Agosto/2019,
foi realizada seguindo o protocolo modificado de solugcdo salina (BRUFORD et al., 1992) que
consiste na lise celular de 10mg de tecido em 600 uL de Tampao TNES (Tris HCI 0,25M, NaCl 2M,
EDTA 0,1M, SDS 2,5%, pH 8,0), e 5 uL de proteinase-k para retirada de proteinas, incubados por 2
horas a 56°C em banho maria. ApOs esse periodo os tubos contendo o produto celular dissolvido séo
colocados em centrifuga por 5 minutos a 14000 rpm. O sobrenadante do processo € repassado para
um novo tubo e onde é adicionado 1000 mL de Isopropanol e mantido em congelador -80°C por 1
hora, com a intengdo de obter o DNA gendmico existente na amostra, para posterior centrifugacéo de

15 minutos a 14000 rpm. Para a limpeza do pellet de DNA e retirada de qualquer resquicio de
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proteina, 750 mL de Etanol a 70% gelado ( -20°C) é adicionado seguido de uma centrifugacdo de 5
minutos a 14000 rpm. Deve-se retirar todo o &lcool contido no tubo e manter os tubos abertos em
estufa para que todo alcool seja evaporado. A diluicdo do DNA obtido é feita em 80 pL de TE e

conservado a - 20°C até o momento da utilizacéo do DNA.

Apés a extracdo, as amostras foram avaliadas quanto a integridade e concentracdo de DNA no
equipamento Qubit Fluorometric Quantitation, (ThermoFisher Scientific™). A estratégia de
investigacdo dos genomas visa obter polimorfismos que permitam a analise refinada dos processos
microevolutivos. Foram utilizados dois marcadores de alto nivel de polimorfismo, um marcador
genético da regido controle do DNA mitocondrial (Dloop) e microssatélites presentes no DNA nuclear.
Tais marcadores foram escolhidos devido seu custo médio para desenvolvimento, alta resolucao,

analise automatizada e disponibilidade de aplicativos computacionais para analise estatistica.

As amplificacbes para obtencdo da regido do Dloop de cada espécie foram feitas pela reacdo em
cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction, PCR). Como ndo ha iniciadores especificos
descritos para algumas espécies utilizadas neste estudo, foram utilizados trés pares de iniciadores

descritos como Universais para peixes (Quadro 51).

Quadro 51: Iniciadores (primers) utilizados na otimizac¢éo das rea¢gfes de amplificacé@o para a regido controle do gene

mitocondrial (Dloop), com as sequéncias correspondentes e autores

ID primer Sequéncia Autor

Marfish_Thr_F 5-AGCACCGGTCTTGTAAACCG-3’ Cheng et al. 2012
Marfish_Phe_R 5-GGGCTCATCTTAACATCTTCA-3’ Cheng et al. 2012

SBL1 5-CCTAACTCCCAAAGCTAGKATTC -3 Santa Brigida et al 2007
SBH1 5-TGTTTATCACTGCTGRRTTCCCT -3’ Santa Brigida et al 2007
Dloop A _F 5-TTCCACCTCTAACTCCCAAAGCTAG-3 Lee et al., 1995

Perc 12S 1R 5-GCGGATACTTGCATGTGTAA -3 Santa Brigida et al 2007

As reacdes de PCR para peixes estuarinos utilizando marcadores mitocondriais foram realizadas com
um volume final de 12,5 pyl com 1X de PCR Buffer minus Mg, 0.2mM de cada dNTP, 2 yM de MgCil2,
10uM primer F, 10 uyM de primer R, 1yl de DNA template (50ng - 100ng) e 2 unidade de Taq DNA
Polymerase (Invitrogen ®). Para os peixes recifais, as rea¢des foram realizadas com um volume final
de 12,5 pyl com 1X de PCR Buffer minus Mg, 0.2mM de cada dNTP, 1,5 uM de MgClI2, 10uM primer F,
10 UM de primer R, 1ul de DNA template (50ng - 100ng) e 1 unidade de Tag DNA Polymerase
(Invitrogen ®).

Em termociclador foi realizada a amplificacdo das reacdes, seguindo os seguintes procedimentos:
desnaturacao inicial a 94° C por 3 minutos (1x); 35 ciclos de desnaturacéo a 94° C por 45 segundos,
anelamento a 50-60° C (dependendo da espécie) por 45 segundos, e extensdo a 72° C por 45

segundos segundos finalizando com a extenséo final a 72°C por 7 minutos e 4° C « para conservar a
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reacdo. As reacfes de PCR foram visualizadas em géis de agarose a 1,0% (0,1g de agarose/ 1ml de

tampé&o TBE 1%), corados com Sybr safe e visualizados em fotodocumentador de luz UV.

Apos a amplificagcdo da regido/fragmento de interesse, foi realizada a purificagéo do produto de PCR
usando o protocolo de Dorado-Pérez (2012). Para a reacdo de sequenciamento (SANGER et al.
1977) foi utilizando o produto BigDye ® Terminator v.3.1 Cycle sequencing Kit. As amostras de PCR

sdo analisadas no aparelho Seqstudio (Thermo Fisher Scientific).

As amplificacdes da regido microssatélite para sete espécies de peixes recifais e duas espécies de
peixes estuarinos foram padronizadas a partir de 80 pares de iniciadores especificos, descritos na
literatura para cada espécie de interesse, a partir da reacdo em cadeia da polimerase (PCR). O
quadro abaixo (Quadro 52) apresenta os iniciadores adquiridos, suas respectivas fluorescéncias,

estrutura de repeticao e referéncias bibliogréficas.

Devido a auséncia de primers especificos para a maioria dos peixes estuarinos do presente estudo,
seis locos microssatélites estdo em fase final de prospeccdo e também serdo incorporados ao
trabalho de caracterizagdo genética, trazendo assim dados inéditos a respeito da diversidade dessas

espécies.

Para a padronizacdo dos 80 pares de marcadores apresentados no Quadro 2, a reacdo de
amplificagé@o apresentou 11,0 pL de volume final, contendo; 1X do tampéo, 3,5 mM MgCI2, 2,5 mM de
dNTP, 0,25 pM de cada primer (sendo o “foward” marcado com fluorescéncia), 1,0 unidade de Taq
polimerase e 2,6 uL de agua ultra pura. O restante do volume da reacdo de 11 pL foi completo com
amostra de DNA, com concentracdo de 15 ng. A reacao foi realizada em termociclador convencional,
seguindo as condi¢des: 95°C por 5 min, 35 ciclos a 95°C por 1 min, 53°C a 58°C por 1 min, 72°C por
1 min; e extensao final a 72°C por 10 min. Os produtos de PCR foram aplicados em gel de agarose a
2% para avaliar a amplificagdo e verificar o tamanho dos fragmentos baseados no marcador de 50kb
plus DNA ladder (Invitrogen).

ApOs a confirmacdo de amplificacéo, os produtos de PCR foram purificados a partir do protocolo de
Dorado-Pérez (2012) e analisados em sequenciador automético SeqStudio (Thermo Fisher Scientific),
com GeneScan 600 LIZ Size Standard (Thermo Fisher Scientific) e analisados através do programa

GeneMapper v.5 (Thermo Fisher Scientific).

Quadro 52: Relagédo dos 80 locos de microssatélites adquiridos para caracterizacéo da diversidade genética de peixes recifais e

estuarinos
Nome primer Sequencia (5'-3') Repeticdo
Espécies Estuarinas
Lycengraulis grossidens
A4 F F:(FAM)GCAGATCAGAGGGTTGGTTTAG
(GT)14
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Nome primer Sequencia (5'-3") Repeticdo
A4 R R:CAAAGAGACTCACAAAAATGTATGC
C4 F F:(FAM)TTTTGTAATGAAAGAGGCGTGT

(GT)8
C4 R R:CAAGTCTTGACGTTAAATAGTGTGA
C6 F F:(FAM)TTGTCGAGCTGAGGAGATGAC

(AC)29
C6 R R:GGAGTCATCTGTTTGCCTGAT
D4 F F:(HEX)GGAGTGGGTAACTGAGTGTGTG

(TG)17
D4 R R:GTATCTTGAGCAATCCGTGCT
D7 F F;(FAM)AATCACATCGTGGCATGTGTA

(GT)37
D7R R:TGAGGAATCATTTCATCATCG
D8 F F:(HEX)TGTCAAACTGAATCCTGAATGTG

(TG)9
D8 R R:ACACGCACAAGTAGACGGAAG
D12 F F:(NED)ACAAAAGCTTTGTCACCGAAG

(TG)28
D12 R R:ATTTTACAGGGTGGAGCAGTG
G8 F F:(FAM)AACCAAACACCACCATTTCAG

(GT)25

G8 R R:TGTAGAACACCCAACCAGGAG
Micropogonias furnieri
Mfur02 F F:(HEX)TTTGAGTTGGATGGATGAGC

(CA)21
Mfur02 R R:AGTGAGTTTAGAGGGTCTGC
Mfur03 F F:(FAM)ATGGAGCGATTAGGATGTGAAT

(CA)19
Mfur03 R R:CTGAAATGACTGAATGAGGCTG
Mfur06 F F:(HEX)TTCACGTCTGTAGCTGTGTGTG

(TG)14
Mfur06 R R:GGAGACATCTGCCTGTTGAAG
Mfur07 F F:(FAM)TGTAGCCTCGACCTGAAGTGTA

(GMy7
Mfur07 R R:TGTGCTTAGAAACAAAGTAGCC
Mfur08 F F: (FAM) CACTTAACCGCATGTGGACCGA

(TG)22
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Nome primer Sequencia (5'-3") Repeticdo
Mfur08 R R:CTGTCCCTCGTTCTGTCTTCTT
Mfur09 F F:(FAM)AGGTACATTTAGGGTGGAGGGT

(TG)28
Mfur09 R R:TCGGTCTCTTAACCAGCGTC
MfurlO F F:(FAM)CTTCCCTCCACCCTCCAG

(CA)25
Mfurl0 R R:GAGGACTTCTAAAGCGGACTGA
Mfurld F F:(HEX)TCGTGATGTAGGGTGAAATCAG

(CA)22
Mfurl4d R R:TGTGCGAGTGTGAGTTTGCT
Mfurl5 F F:(NED)AAATGGAGCGATTAGGATGTG

(CA)19
Mfurl5 R R:TTCCCTCAAGAGTGTCTGGC
Mfur25 F F:(NED)CATGGCTGTCAAAGAAAAGGA

(TG)22
Mfur25 R R:TGCCTGTAAGCATCAGCAAC
Espécies Recifais
Cephalopholis fulva
Cfu9-F F: (NED) CAAGTCTGATGCCAAAATTGA

(CAY7
Cfu9-R R: CCGTGGTGGGTTTCTTACC
Cfu 10-F F: (VIC) CGCCTCCCGTACATACAGAT

(CA)5
Cfu10-R R: CCTCACCCGGTTTGAATATG
Cfu 14 - F F: (VIC) CGGGGAAGTGTTTTATTCCA

(CAY7
Cfu 14 -R R: TGTGTGCATTTGTGCTGTGT
Cfu 20 -F F: (VIC) TGGCAGTTGATAATGCCAGA

(CA)8
Cfu20-R R: GCGCCACATAACCTCTGTTT
Cfu25-F F: (NED) GCGCCACATAACCTCTGTTT

(AC)10
Cfu25-R R: TGCATGAGCATCAGTGTCTG
Cfu 43 -F F: (FAM) GATGCGAATGTGAAGTGTGC

(GTM)7
Cfu43-R R: GGGCTCATAAAACGAGCTGA
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Nome primer Sequencia (5'-3") Repeticdo
Cfu 57 - F F: (FAM) AGGTTTTCCAGACCCTTTCC

(CA)14
Cfu 57 -R R: AACGCTCAAACTGAATGCAA
Cfu70-F F: (FAM) AGACCACACCAACCGTGTTT

(AGG)12
Cfu70-R R: CGAGGCAGAAACCACAGAGT
Cfu 80 -F F: (NED) AGTGGGGCAAGTTTTGTTTG (CA)14
Cfu 80-R R: CAAGCGGGTAAGTTGCTGT Cfu80-R
Epinephelus morio
Emorl F F:(FAM)GTGGGCATAAACAGGGATTAAATG

(CA)13
Emorl R R:AGAATTCCTTTCGTTTTGGGTGT
Emor6 F F:(HEX)CTTGATTTGGCGCACACAC

(CA)20
Emor6 R R:.TGCACATAGTTTGTAGTGCATTTG
Emorl4 F F:(FAM)CTCCCAAAAGGATTATACAGAGGA

(AC)6/(CA)22
Emorl4 R R:AAATGAGTAAGAGGCTTTGATGCT
Emorl5 F F:(FAM)GTGCATGCATGTATCTGTGTAAGA

(AC)9
Emorl5 R R:ACAGGGTCAGTGGAGTGAGATT
Emorl7 F F:(HEX)ACTGGAGACTGGATTTTCACAAA

(CA)22
Emorl7 R R:GATCAAGCACAGTTCAGGTTAGG
Emorl9 F F: (FAM)CTAAGGGTTTTATTCCCAAAATGA

(TG)24
Emorl9 R R:CTGTTTCACACTTGCACTCTCTCT
Emor24 F F:(NED)TTTAAGGGACTTTCTCTTCTCAGC

(CA)8
Emor24 R R:ACACTTTTATTGATCCCACGATTT
Emor26 F F:(HEX)CCATAATAAAACCTCCGTTCATGT

(GT)19
Emor26 R R:TCCTTTGTTCCCTTTCAACTTAAC
Emor33 F F:(FAM)ATTGTCGTTGGGTAGTGTTACAGA

(GM11
Emor33 R R:GGACATGATCAGTGATATTTGGTG
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Nome primer Sequencia (5'-3") Repeticdo
Emor35 F F:(NED)CACGAACACACGTATGCTGA

(CA)13
Emor35 R R:TCCGTTTCTCTCTCTCCCTCT
Mycteroperca bonaci
Mbo029 - F F: (VIC) GAGCACGCACACTGAGCAAC

(GT)14
Mbo029 - R R: TGCCAGTAAGGCAAAGTGGTC
Mbo048 - F F: (NED) CAACGTTGTCATAATCTGAGCAT

(GACA)11
Mbo048 - R R: CGTGGATGATGTTAACTTTGGTG
Mbo061 - F F: (FAM) TGAAGAATGTCAGATATTTTGTGGTG

(AC)11
Mbo061 - R R: TCCCAAGAGTGTTGAAGTTATAGG
Mbo066 - F F: (VIC) CGCATGTTTGTAAGAACAGGAAG

(GT)8
Mbo066 - R R: GCTTCACTCTTGGGTTGTTGG
Mbo088 - F F: (FAM) TGAACACCTTCACAATACTTTTCG

(GT)12
Mbo088 - R R: TTGAGTATACCAGCAGTTGAACATC
Mycteroperca venenosa
Mve 30F F:(HEX)GGCTTACAAGCAGCACACG

(AC)10
Mve 30R R:GCTTTGCAGGGTGATGTAGG
Mve 33F F:(FAM)CCACACCTTCTTCGAGATGC

(CA)14
Mve 33R R:TGTCCAGAGCGTCCTCTCC
Mve 38F F: (FAM)CAGGTCCCACAGTCATTATCC

(CA)12
Mve 38R R:AGAAGCCTCGACAGTCTTGC
Mve 40F F: (NED) TGTGGCTCTGACACACACG

(CA)25
Mve 40R R:CAAAATGTTCCTGTGGTTTGG
Mve2l - F F: (FAM) CACTTAGCGGTTGATTGACG

(CA)26
Mve2l - R R: GGGATTAGAACCCACACAGC
Mve26 - F F: (HEX) CTTCCTGCTTTACACACACACA

(CA)18
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Nome primer Sequencia (5'-3") Repeticdo
Mve26 - R R: ATGACGATGGACACACGAAA
Mve64 - F F: (NED) CCAAAGCACCACTTTGTCC

(GT)26
Mve64 - R R: GGCAGTGACTCCCTTAGGC
Mve68 - F F: (FAM) AGAAAGCAGTGCAAACATGC

(AC)26
Mve68 - R R: TCTCCCAGTCCTTCATTTGG
Mve74 - F F: (HEX) CACAGGGACATGTTGGACAG

(GAT)18
Mve74 - R R: AGCCAATCAAAACAGCCAAG
Mve57 - F F: (NED) TCTGACCTTGACGACAGACG

(AC)15
Mve57 - R R: TGGAAGGTTTTGACGTTTCC
Lutjanus analis
La25 - F F: (FAM) GGA GGA ACC TCC TGG AAT GT

(ATCT)19
La25-R R: GTT TGC ACT TGA AGA AAAAGG GTG A
La39-F F: (VIC) TGC TGAGGAGCATTTGCTTT

(TG)11
La39-R R: GTT TAA AGT CAC ATAAAC GGG GAC T
La27a - F F: (FAM) CTT AGC AAG CCA ACA AAC AAT G

(AGAT)22
La27a-R R: GTT TCC AAG GTC CAT TGA TCT TTA GTG
La45a - F F: (NED) AAC CAC ATC TGG CTC AAT CA

(TCCA)15
Lad45a - R R: GTT TAG CCC CAG AGT AGG GTG AGA
LaC-16 - F F: (NED) GGT GTT GAT TGG TCC TCT GG

(TC)11(AC)8
LaC-16 - R R: GTT TGG GGT TGG TAT TCATCC AGT
Lan6 - F F: (VIC) CCCAAATGATTCCTCTGAGTGTC

(CA)12
Lan6 - R R: GGTACTTGTGTGTGAGCGTGTAGTT
Lan9 - F F: (FAM) GCTTCACACTCGCTGACACAT

(CA)11
Lan9 - R R: GAGCCATTCTTCAACTCAACATC
Lanll - F F: (NED) CCACAGAGTCCAAAGCAGAAAG

(CA)22
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Nome primer Sequencia (5'-3") Repeticdo
Lanll -R R: GCATCCACACACAGTAATCAGG
Lanl2 - F F: (VIC) CCTCCAACATCTGACTCAAAGC

(CA)10
Lanl2 - R R: GGTGAGAGTGTTTGTGCGAATG
Lan13-F F: (FAM) GCAGTCCTCTTTGAGTCCA

(CA)10
Lanl3-R R: CTGCTTGACTGAGCGATAA
Lutjanus synagris
Lsy 1F F: (HEX)CGACCAACACATTCAAACT

(CA)18
Lsy 1R R: GACATCAACACTATGACAGGC
Lsy 4F F: (FAM) CCTGTGGTTTGCTGATAG (CA)32
Lsy 4R R:GCATTAGTTGTTGCTGTCAC
Lsy 5F F: (FAM) CCAAGTTGATGCTTTGATTCTC

(CTT)24
Lsy 5R R: CCTGAAAAAGGAGAGACACGG
Lsy 6F F: (FAM) GGAAAGAGAAGGACGGAGGA

(CA)18
Lsy 6R R: GCTGCTACCACTGACGAGAAT
Lsy 7F F: (HEX) GCTGTAATCAAATCCCTGTG

(CA)12
Lsy 7R R:GGTTCTCCAACTGTTCTCCT
Lsy 8F F: (HEX) GCTGCTGCTTCACTGGA

(CA)17
Lsy 8R R:GGAAACGAGTTGTTGTGACG
Lsy 10F F: (FAM)GTCAGCGTTGCTCTATCAGTG

(CA)23
Lsy 10R R:GGAGAGATGGTTCCCTCAGT
Lsy 11F F:(NED)GACATTGTAACACTTGGTCAC

(CA)28
Lsy 11R R:CCCTATTGAATGTAAGTGAGAC
Lsy 13F F: (NED)GCTGCACAGTGTGTTACCAG

(CA)15
Lsy 13R R:GCTGAAGGAAGATTTGGAC
Lsy 14F F: (NED) CCTCTTCCACCACATTATTCTC

(CA)12
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Nome primer Sequencia (5'-3") Repeticdo
Lsy 14R R:CCAGTATGTTTGAAAGGCG
Ocyurus chrysurus
Och2-F F: (FAM) GGACAGTATCACTATTCTCGC

(CA)18
Och 2-R R: CCACAAGGTGTTGCTACTAA
Och 4 -F F: (NED) CGTCACTATGTGTCGCTAATCCGTT

(CA)14
Och 4 -R R: GGCTCATTTCTTCAGTCGTTTGG
Och6-F F: (FAM) CCTCTGGCATACATCTCACATC

(CA)20
Och 6 -R R: GCACACAAACACACCTCACCT
Och9-F F: (FAM) GCTCGTTCACTCTTAACATCAAC (CA)14
Och9-R R: GCTGTCAGTGTCAAGGTGTATG
Och 10 - F F: (FAM) CTCAGACAGTGGTTTAACAGGATG

(GGA)11
Och 10 -R R: CAGCATAGAGAACAATGTCAGTCA
Och 11 -F F: (NED) CCAGATACACTGATGCTAACCA

(CA)28
Och 11 -R R: GGAGATGCCACGCTGC
Och 13- F F: (VIC) CCTCATGCTTCAAACACACG

(CA)13
Och 13 -R R: CTCTTCATCCCAAAACACAG
Och 14 - F F: (VIC) GGAGGTGTTGACAGCACA

(GA)10
Och 14 - R R: CCTTGAAACCGTCCTGAT

¢ DNA mitocondrial (barcoding)

Serdo retiradas amostras de 05 exemplares de cada espécie, considerando todos os locais, tanto de
peixes recifais quanto estuarinos. As amostras serdo enviadas ao Laboratorio de Genética e
Conservacao Animal (LGCA - Centro Universitario Norte do Espirito Santo, Universidade Federal do
Espirito Santo) em Sao Mateus/ES (Quadro 53 e Quadro 54).
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Quadro 53. Destinacéo das amostras coletadas durante o “Estudo e monitoramento ambiental das areas dulcicola-ES,

estuarina e marinha (anexo 7 — ictiofauna) sub-projeto: Estudo e monitoramento da ictiofauna marinha”, coordenado pelo Prof.
Mauricio Hostim Silva (UFES campus Sdo Mateus - CEUNES)

Instituigao de destino -

AMmostra Area geogrifica Instituicio de coleta ; o Instituicio de desting - dadeos professor(a) responsavel
Peines Firague-Acu [areasinterng s L UFES - campus - B

= L L UFES - compus Goiabeiraz £S - camp UFES - campus Goiabeiraz rean-Christophe koyeux

estuarings | externa) Goiabairas
Paines P 3 :

. s . UFES - campus UFES - campus Goiabeiras e 530 | lean-Christophe Joyeuy (pontos 10 e 2UC) &
= = Dioce [dres interna) UFES - compus Goiabeiras - - L !
Estuarines = { ! pus = * | eoiabeiras Mateus (CEUNES) Mauricio Hostim Silva (ponto 2UC)
Crustaceos

PEL%ES Doce [dres externs - UFES - compus Goiabeira UFES - campus UFES - campus Goiabeira ean-Christophe Joyeux
es se . - compus siras . -G 5 siras Jean-Chris £ loye
Estuarinos £ microescala) LS & * | eoiabeiras s = phe fay
Crustaceos

penes Docs [drea sxterna - UFES - campus 530 Mateis | UFES - campus 530 UFES - campus 530 Matzus Mauricio Hostim Silva
es se . "
SSWAMNOS & | o rroescala) [CEUNES) Mateus [CEUNES) [CEUNES)
crustdceos

peines . = o = o= o _

. Ipiranga & 530 Matzus (4233 UFES - compus 530 Matsie | UFES - campus 530 UFES - campus 530 Matsus .. N
estuarinose | P oS . L ~ X P . 3 R ~ X a Mauricio Hostim Silva
crusticeos | IMIEIDA € externa) [CEUNES) Mateus [CEUNES) [CEUNES)

tPEl’f_E caravelas Ij;ggims UFSB - Porto Seguro UFSE- Porto Segura UFES -:arrpussior.ﬂatsus Fahiana Cérar Feliv-Hackradt
e 5 e - = = E, = Sl-mat
s u_arfln::u_. sxterna) = = [CEUNES)
Crustdcens
:rr_nF_I'-—; -
populaghes Doce. I = _ UFES - compus 530 Matas

: oce, |piranga, S50 Mateus . - .

(peixes i =p - ngs [CEUNMES) & UFSE- Porto | UFSE- Porto Seguro UF5E - Porto Seguro Fabiana Cézar Feliv-Hackradt
estuarings & Garausles Seguro

recifaiz)

:gn::'—; -
coding | Doce, |piranga, S50 Matsus & UFES - compus 530 Mates | UFES - campus 530 UFES - campus S0 Mateus
m » |PITaNEE, N P P N N P Ana Paula Cazerta Famo

[peixes Garavelas [CEUNES) Matewus {CEUNES) [CEUNES)

estuarinos)
7 OOE rics Doce, Mucuri e 530 . - N
recrutamento E‘I‘:Fus * UFSE - Porto Seguro UFSE - Porto Seguro UFSE - Porto Seguro Fabiana Cézar Feli-Hackradt
- Doce, |piranga, 530 Matews e UFES compus 530 Mateus . . )
otolitos » PIrangs, ,P UMNESP - campus Registro| UMESP - campls Registro Felippe Daros
Gargvelas [CEUNES]
telemetria - ) ) UFES compus S50 Matzus | UFES campus S3o UFES campus 530 Matsus L N

. Dioce & dres marinha adjzcents Mauricio Hostim Silva
estuarings ! [CEUNES) Mateus [CEUNES) [CEUNES)
telemetria | Paria Abrolhos & recifes em

. e = == UFSE - Porto SEguro UFSE - Porto Seguro UFSE - Porto SEguro carlos Werner Hackradt
peixes recifais | frents 30 rins3o Mateus/B
&Pa oosta das algas, recfes em
frents a0 rio 550 Mateus (norte
peixes recifais | do Espirito Santo), 3rea em UFSE - Porto SEguro UFSE - Porto Seguro UFSE - Porto SEguro carlos Werner Hackradt
frente 3o rio Caravelas, Pancel
das Paredes, Paria Abrolhos

Quadro 54. Contatos dos professores responsaveis pelo “Estudo e monitoramento ambiental das areas dulcicola-ES, estuarina

e marinha (anexo 7 — ictiofauna) sub-projeto: Estudo e monitoramento da ictiofauna marinha”, coordenado pelo Prof. Mauricio

Hostim Silva (UFES campus S&o Mateus - CEUNES)

Professor (a) o
i Instituigcdo/endereco Telefone Celular
responsavel
UFES/CEUNES/DCAB - LGCA
Ana Paula (27)3312- | (27)98151-
Rodovia Governador Mério Covas (BR-101) km 60 Norte — CEP
Cazerta Farro 1545 2289
29932-540 - Sdo Mateus/ES
UFSB — campus Sosigenes Costa - LECoMar
Carlos Werner (73)3288- | (73)99108-
Rodovia BR-367 km 10 — Zona rural — CEP 45810-000 — Porto
Hackradt 8426 2630
Seguro/BA
] UFSB — campus Sosigenes Costa - LECoMar
Fabiana Cézar (73)3288- | (73)99108-
) Rodovia BR-367 km 10 — Zona rural — CEP 45810-000 — Porto
Felix-Hackradt 8400 1001
Seguro/BA
UNESP, Campus Experimental de Registro - Coordenadoria de (13) 3828- (479121
Felippe Daros Curso de Engenharia de Pesca - Av. Nelson Brihi Badur, 430 — 2900 6706
sala 14 — Vila Tupi — CEP 11900-000 — Registro/SP Ramal 2956
Protocolo de Andlises — Rede Rio Doce Mar 269




réde
pIO

Professor (a) o
i Instituicdo/enderecgo Telefone Celular
responsavel
) UFES campus Goiabeiras - Lablctio
Jean-Christophe ] ) o (27)4009-
Av. Fernando Ferrari, 514 — bairro Goiabeiras - CEP 29075-910 — -
Joyeux 7791
Vitoria [ES
Mauricio Hostim UFES/CEUNES/DCAB - LEPM (27)3312- | (27)99846-
Silva Rodovia Governador Mério Covas (BR-101) km 60 Norte — bairro 1538 6299
LitorAneo - CEP 29932-540 - S8o Mateus/ES

d) Recrutamento — peixes estuarinos e recifais

AplOs a coleta, os peixes serdo anestesiados em solucdo de benzocaina até eutanasia e apés,
acondicionados em potes plasticos de 500 mL, devidamente etiquetados conforme Quadro 55,
contendo alcool 70% para a sua preservagdo (Félix-Hackradt, 2013). Os potes serdo armazenados
em caixas organizadoras e transportados para o laboratério responséavel, onde serdo mantidos até o

momento do processamento.

Quadro 55. Exemplo de etiqueta para identificagdo de amostras

RRDM
Laboratério
Data: / /201
Local:

Ponto/noite:
Cdédigo de ID:

Em laboratério, as amostras foram triadas e as pos-larvas foram separadas de outros organismos
como crustaceos, poliquetas, medusas e outros componentes do zooplancton. As poés-larvas de
peixes foram primeiramente morfotipadas e separadas por familia. Em seguida, com auxilio de
microscopio estereoscopico e literatura especializada (MENEZES et. al., 2003; RICHARDS, 2005;
BONECKER et. al., 2014), foram identificados individualmente ao menor nivel taxonémico possivel,
considerando os caracteres meristicos, padrdo de coloracdo, fot6foros, dentre outros. Para cada
individuo foi mensurado o comprimento total, com auxilio de paquimetro digital, e 0 peso umido em
balanca de precisdo. Para as espécies que, em uma mesma amostra, apresentaram uma abundancia
superior a 30 individuos, foram considerados o peso e o comprimento de 30 individuos aleatorios da

amostra, e para os demais foi registrada a abundancia e a biomassa total.

Todas as espécies seréo fotografadas para composi¢cdo de um banco de imagens das fases larvais e
juvenis das espécies de peixes capturadas. ApGs a identificacdo, os individuos serdo acondicionados

e tombados em colecao zoolégica quando cabivel.

Protocolo de Anélises — Rede Rio Doce Mar 270



e) Telemetria — peixes estuarinos/marinhos e recifais

Apés a marcacao e recaptura dos peixes marcados, durante as saidas para coleta de dados as
informacdes provenientes dos receptores acusticos foram descarregadas em computadores utilizando
0 VR100 Host Software v.3.5.0 (Vemco®).. Apés a aquisicdo dos arquivos de dados estes serdo

encaminhados via e-mail para o banco de dados do Anexo 7.

4.8. ANEXO 8 - MONITORAMENTO DA SEDIMENTAGAO NO PARQUE NACIONAL MARINHO DE
ABROLHOS

A motivacdo deste trabalho estd na melhoria das interpretacdes da dispersdo das plumas de
sedimentos em areas costeiras por sensoriamento remoto, principalmente para areas atingidas que
estéo relativamente distantes das fontes, e que muitas vezes néo elucidam suficientemente a questéo
da dispersédo em si. Alguns outros fatores sdo considerados importantes, tais como: a falta de estudos
voltados para a calibragdo das imagens de satélite; o deslocamento das plumas que pode ocorrer em
sub-superficie e ndo serem detectadas pelo sensoriamento remoto; e, devido ao fato da turbidez ser
um parametro de alta complexidade regional, o estuario de Caravelas se torna um contribuinte de
sedimentos para a regido de Abrolhos, sendo um marcador regional. Com isso, a partir das amostras
coletadas neste campo, serdo empregadas como estratégia de trabalho o uso de ferramentas
complementares ao sensoriamento remoto, tais como: (1) a técnica de assinatura isotopica baseadas
nas razdes dos isétopos 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 andlise gravimétrica do material particulado suspenso (MPS) total na
superficie do oceano. O processo analitico esta sendo realizado pela Uerj, através de seu Instituto de
Biologia e Departamento de Geologia.

4.8.1. Filtragem da agua supeficial coletada

Depois da coleta da agua superficial, as amostras de agua séo levadas para a filtragem. Antes da
amostragem, os filtros de fibra de vidro 47mm (GF/F) Whatman®, com porosidade 0,4pum, séo
armazenados em placas de petri e colocados em estufa a 40° para secagem, por no minimo 24
horas. Na sequéncia, sdo pesados e colocados em tubo falcon devidamente identificados e lacrados

para que nao haja contaminacgao externa.

O kit de filtracdo (manifold) é equipado com 3 filtros (previamente pesados e identificados) e em
sequéncia, ligado a uma bomba de vacuo. A agua coletada em cada ponto amostral € filtrada, e apds
esse procedimento os filtros sao rinsados com 250mL de agua miliQ, afim de desalinizar os mesmos.
Apé6s serem desalinizados, os filtros sdo armazenados em tubos falcon para a posterior analise

laboratorial. A Figura 27 indica o processo de filtragem.
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Figura 27: Sistema de filtragem com Manifold.

Apés retornar da campanha, os filtros foram colocados em estufa da para secagem, e pesados
individualmente para se obter o peso total final do filtro. Esse valor, subtraido do valor do filtro seco
obtido anteriormente na preparacdo de coleta, indicara o peso da amostra. O peso dividido pelo
volume filtrado resultara na concentracdo do MPS (mg/L). Esse valor sera usado para a calibragdo
dos valores obtidos através das imagens de satélite através da comparacéo dos valores.

4.8.2. Definigdo de assinatura geoquimica (por is6topos radiogénicos Sr/Nd)

Para se identificar a proveniéncia continental de sedimentos a combinagdo das assinaturas dos
isotopos radiogénicos &'Sr/%Sr e “3Nd/***Nd €é uma das mais qualificadas, devido, entre outros
fatores, suas raz6es tipicas em determinados dominios geologicos (LEE et al., 2010). Essas razdes
estdo pouco sujeitas ao fracionamento isotopico decorrente do intemperismo quando aplicado aos
estudos de curta escala de tempo (GAIERO et al., 2004). Além disso, a composicdo dos isétopos
radiogénicos de Sr e Nd da litosfera sdo significativamente diferentes do manto, o que permite a
distincdo entre as suas origens litolégicas das zonas vulcanicas jovens e dos velhos escudos
continentais (GROUSET & BISCAYE, 2005). Deste modo, a analise desses isétopos permite definir
uma assinatura geoquimica de origem para a pluma de sedimentos da lama de rejeitos da Samarco

em relagdo a outras areas da zona costeira em torno da foz do Rio Doce.
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a) Protocolo de andlises de Sr/Nd

As andlises serdo realizadas no laboratério LAGIR/UERJ (LAGIR — Laboratdrio de Geocronologia e

Is6topos Radiogénicos) de acordo com o protocolo que segue:

(A) Preparacao de amostras em membranas de policarbonato (filtros);

(B) Procedimentos de digestéo e separacdo quimica para analises isotopicas:

(B1) Separagdo em coluna primaria de estroncio (Sr) e dos elementos terras-raras (ETRS);
(B2) separacédo em coluna secundaria do neodimio (Nd) e do samario (Sm)

(C) Deposicdo de amostras em filamento;

(E) Andlise espectrométrica.

b) Preparacdo de amostras em Membranas de policarbonato

Para a preparacdo da amostra em filtros de policarbonato, se da pela retirada do sal marinho, a
saber:

1. Adicionar 1mL de agua milli-Q em tubo de centrifuga;

2. Centrifugar por 15 min a 2500 RPM,;

3. Transferir sobrenadante para o tubo falcon;

4. Secar em estufa por 24h a 60°C o material precipitado (filtros com carbonatos e silicatos), nao

trocar de recipiente;
5. Pesar;

Para a retirada de carbonatos marinhos, e a partir da amostra da etapa anterior, deve-se acrescentar
1ml de HCI 1M (&cido ultrapuro) no tubo de centrifuga, centrifugar por 15 min a 2500 RPM e separar
0 sobrenadante e guardar. Em seguida deixar em estufa por 24h a 60°C. Por fim, realizar

procedimento de digestdo do material (solugdo +filtro) de acordo com o protocolo do LAGIR- Item C-2

¢) Procedimentos de digestdo e separacdo quimica para analises isotépicas no LAGIR -

Laboratorio de Geocronologia e Is6topos Radiogénicos
O procedimento a seguir deve ser seguido para a digestéo e separacdo quimica na andlise isotopica:

1. Pesar aproximadamente 50 mg de material pulverizado e tracador isotépico Sm-Nd (7 mL) ou

bombas.

2. Adicionar 3mL de HF (acido fluoridrico) concentrado, bidestilado e 0,5mL de HNO3 (acido nitrico)
7N bidestilado.
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3. Aquecer por 30 minutos em chapa quente (80-90°C), para eliminacdo de H20 e o SiF4 (Fluoreto de

Silicio);

4. Deixar resfriar, fechar e colocar o recipiente Savillex®; em chapa quente (120-130° ou bomba em
estufa (180-190°C) por trés dias.

5. Em seguida deixar esfriar (60°), abrir o frasco e evaporar em chapa quente (80-90°C) até a secura;

6. Adicionar 1mL de HNOz 7N bidestilado e evaporar até a secura em chapa quente (80-90°C), para

eliminar o excesso de HF.

7. Adicionar 6 mL de HCI (acido cloridrico) 6N bidestilado. Aquecer por 2 dias em estufa (180-190°C).

Retirar da estufa, deixar resfriar e evaporar em chapa quente (80-90°C) até a secura.
Algumas observacdes devem ser ressaltadas:

» Caso a dissolucdo da amostra ndo estiver completa evaporar e repetir o procedimento de

digestéo;

» Caso amostra contenha matéria organica adicionar lentamente 10 mL de H202 30% (peréxido de

hidrogénio), aguardando o término da reagéo.
» Evaporar as amostras, aguardando esfriar.
» Adicionar em seguida 1mL de H202 30% verificando nenhum indicio de reacé&o;

» Evaporar as amostras em chapa quente com temperatura branda e, em seguida, realizar

novamente a digestdo quimica.

» Caso a dissolucdo esteja completa, seguir com a evaporagao em chapa quente (80-90°C) até a

secura;
» Adicionar 1,0 mL de HCL 2,5N e reservar para a separacdo cromatografica.
d) Procedimentos de Separacao Quimica

e Separacdo cromatografica em coluna primdria dos elementos terras-raras (ETRS) e estréncio (Sr)

1. Condicionar a coluna com 10 mL de HCI 2,5 N.
2. Adicionar a amostra diluida em 1mL de HCI 2,5N.

3. Lavar o bulbo da coluna com 1 mL de HCI 2,5N por trés vezes, este procedimento tem a finalidade

de garantir que toda amostra passe para dento da coluna.

4. Adicionar 7mL de HCI 2,5N, repetir este procedimento por mais duas vezes e descartar. Esta etapa

tem por objetivo eliminar os elementos da matriz da amostra que ndo sejam Sr e os (ETRS).

5. Adicionar 8 mL de HCI 2,5N e coletar a fracdo contendo o Sr.
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6. Adicionar 3 mL de HCI 2,5N e descartar.

7. Adicionar 15 mL de HCI 6N, coletar esta fracdo contendo os (ETRS) e evaporar em chapa quente
(90-100°C) até a secura.

8. Regenerar a coluna com 30 mL (bulbo cheio) de HCI 6N

9. Estocar em solugéo de HCI 2,5N.

10. Evaporar as fracdes de Sr e ETRs em chapa a 90-100°C até a secura:

10.1. Sr: Reservar para depésito em filamento para andlise espectrométrica (etapa E abaixo);

e Separacdo cromatografica em coluna secundéria do neodimio (Nd) e do saméario (Sm)

ETRs: Diluir o obtido com 0,2mL de HCI 0,18N.
Condicionar com 3mL de HCI 0,18N.

Adicionar a amostra diluida em 0,2mL de HCI 0,18N;
Lavar o bulbo com 0,2 mL de HCI 0,18N, por trés vezes.
Adicionar 9mL de HCI 0,18N e descartar.

Coletar o Nd com 2,0mL de HCI 0,18N ;

Lavar a coluna com 2,0mL de HCI 0,18N e descartar;
Lavar com 1mL de HCI 0,5N e descartar;

Coletar o Sm com 2,0mL de HCI 0,5N ;

10. Regenerar a resina com 6,0 mL (Bulbo cheio) de HCI 6N (bulbo cheio)
11. Estocar em solucéo de HCI 0,18N.

© ©®© N o g M w DN

e) Deposicdo de amostras em filamento

A deposicao de amostra é feita em filamento de Re (Rénio) com arranjo duplo (metodologias Sm-Nd
e Sr-Sr) previamente degasificados. Este procedimento é feito em ambiente clean room dentro de

capela de fluxo laminar.

1. Colocar o filamento em um amperimetro com auxilio de um alicate;

2.Selar as extremidades com parafilm® (para evitar perda de amostras pelas laterais);

3. Utilizar uma pipeta (1-10uL) com uma ponteira previamente limpa;

4.Adicionar 3ul de HsPO4 1N no recipiente;

5. Varrer o fundo do recipiente com a ponteira;

6. Depositar a amostra no centro do filamento;

7. Submeter a uma corrente inicial de 1,5A (para evaporac¢éo do parafiim®, 4gua e acido);

8. Elevar a corrente cautelosamente até aproximadamente 2,2A (levemente ao rubro) por 3s;
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9. Diminuir ligeiramente até a corrente zero.
10. Acondicionar os filamentos na caixa ordenadamente.
f) Andlise espectrométrica

As analises espectrométricas sao realizadas em um espectrdmetro de massa portermo-ionizacéo
(TIMS) no LAGIR-UERJ (Valeriano et al., 2003).

1. Inserir os filamentos com amostras em um carrossel na fonte de ionizacdo no espectrdmetro e
analisados no espectrdmetro de massa para obtencao das razfes isotopicas. As analises de Nd, Sm
e Sr sdo realizadas em modo estatico com até 8 coletores Faraday com erro padrdo absoluto

expresso em 20;
2. Andlise de Sr:
a. Submeter o filamento de ionizacéo a corrente elétrica fixa em 3200 mA,;

b. Submeter o filamento de evaporagdoentre as correntes 1800-2200 mA, variando de acordo com

a amostra, obtendo-se 100 ciclos por analise;

c. A razdo #Sr/®Sr obtida é corrigida por fracionamento isotdpico utilizando a razédo #Sr/%Sr =
8,3752 e para uma possivel interferéncia isobarica causada pelo 8Rb, corrige-se utilizando a raz&do
8Rb/%Rb = 0,3860.

3. Andlises de Nd e Sm:
a. Submeter o filamento de ionizacdo a corrente elétrica fixa em 4500 mA

b. Submeter o filamento de evaporagéo entre as correntes 1800-2200 mA, variando de acordo com

a amostra, obtendo-se 160 ciclos por analise de Nd e 80 ciclos por andlise de Sm.

c. As razdes isotopicas obtidas pelo método Nd s&o: 42Nd/*Nd, **3Nd/***Nd, “°Nd/***Nd,
146Nd/**4Nd, %8Nd/***Nd e *°Nd/***Nd sdo normalizadas (exceto #6Nd/'**Nd) para corregdo do

fracionamento isotdpico utilizando a razdo *6Nd/***Nd = 0,72109.

d. As razdes isotdpicas obtidas pelo método Sm s&o: *’Sm/'>2Sm (ndo normalizada) e *°Sm/52Sm

normalizada para correcdo do fracionamento isotépico utilizando a razdo *#’Sm/*>2Sm = 0,5608.

4. O valor do branco das amostras para Nd sdo abaixo de 200 pg e 70pg para Sm.

5. Para certificacdo, as analises de padrdes internacionais JNdi-1 (Tanaka et al., 2000), NBS-987
(NIST) e padrbes de rocha USGS (Valeriano et al., 2008; Neto et al., 2009; Valeriano et al., 2009) séo
realizadas periodicamente no LAGIR.

6. A média das analises de JNDi-1 (n = 381) da raz&do **3Nd/***Nd ¢ igual a 0,512098 + 0,000006, e
a média das andlises de NBS-987 (n = 158) da raz&o 8'Sr/%¢Sr é igual a 0,710239 + 0,000008.
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g) Filtragem de amostras de agua

Os filtros utilizados nesta estapa foram os filtros de policarbonato, 47 mm de didmetro e com 0,4um

de porosidade. O procedimentode filtragem é o mesmo efetuado para analise de MPS.
4.8.3. Andlise da abundéancia relativa elementar em micro-particulas através de MEV+EDS

Para a investigacdo de pequenas quantidades de possivel material de rejeito serdo empregadas as
andlises de microscopio eletrdnico de varredura (MEV) acoplado a um espectrdmetro de energia
dispersiva (EDS), que é uma técnica que investiga as microparticulas de forma individual e, desta

forma, é possivel investigar se qualquer residuo de lama esta presente em Abrolhos.

A composicdo elementar das particulas é obtida a partir da analise do espectro gerado pela detecgéo
dos raios-X produzidos pela interacdo do feixe de elétrons incidentes sobre a superficie das
particulas. Cada elemento produz raios-X em faixas de energia especificas, de tal maneira que a
analise elementar se torna possivel para a identificacdo de elementos com ndmero atémico superior a
10 (Z>10). Esta técnica permite que a analise elementar seja feita de forma pontual ou por uma area
determinada, de acordo com a abertura utilizada para incidéncia do feixe de elétrons sobre a amostra.
Neste método, alvos sdo confeccionados com diametros de aproximadamente 1 cm contendo
material particulado. Tais alvos sdo previamente investigados ao MEV para se selecionar particulas
com morfologias predominantes, sobre as quais seréo realizadas as andlises elementares. Para tal,
nesta abordagem preliminar, sera determinada as abundancias relativas de C, O, Si, Al, Fe, Ti, Ca,
Cl, Zn, Cu, K, Mg e Na. Considerando que o substrato para as andlises de EDS é um policarbonato,
os valores de abundéancia relativa destes elementos serdo corrigidos para a exclusdo de C nas

amostras.

Para a analise morfologica e elementar das particulas suspensas, 1/4 do filtro serd submetida a
analise de MEV + EDS em espectofotometro instalado e operacional na UERJ, os outros 3/4

restantes deverdo ser armazenados em ambiente refrigerado para outras analises.

e Filtragem de amostras de agua

Os filtros utilizados nesta estapa foram os filtros de policarbonato, 47 mm de didametro e com 0,4um

de porosidade. O procedimentode filtragem é o0 mesmo efetuado para anélise de MPS.

4.8.4. Razdo elementar Fe: Mn como marcador da concentracdo/disperséo 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 excecdo do Si) e por terem padrdes de solubilidade diferenciados. Estes
dados possibilitaram uma comparagéo direta com as medidas deste mesmo parametro realizadas
pela CPRM no Rio Doce antes e ap6s o acidente de Mariana. O resultado da comparacao

evidenciara se as razdes 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¢cdo elementar (e também

dos is6topos radiogénicos, principalmente os is6topos de Nd).

Galdes plasticos de polipropileno (PP) sdo 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 sao realizadas a cerca de 0,4 m de profundidade. ApGs serem colocados dentro da
embarcacdo, os galbes sdo lacrados e identificados. O processo de filtragem ocorreu da mesma

maneira que as demais filtragens citadas acima.

Para a andlise, aliquotas de 100 mL deverdo ser transferidas para tubos cbnicos de 100 mL,
adicionando-se HNO3 subdestilado para determinacdo de metais dissolvidos. Para a conservacao
das amostras, durante o transporte a temperatura das amostras devera ser mantida em 4°C e para o
armazenamento de até -20°C. A determinacdo dos metais devera ser realizada por ICP-OES

(Espectrometria de emisséo atbmica com plasma indutivamente acoplado).

5. REFERENCIAS

ABNT NBR 12713. 2016. Ecotoxicologia aquatica — Toxicidade aguda — Método de ensaio com
Daphnia spp. (Crustacea, Cladocera). Associacdo Brasileira de Normas Técnicas, quarta edicao, 19

de maio.

ABNT NBR 13373. 2017. Ecotoxicologia aquéatica — Toxicidadecrdnica — Método de ensaio com
Ceriodaphnia spp (Crustacea, Cladocera). Associacdo Brasileira de NormasTécnicas, quinta edicao,

29 de marco.

ABNT NBR 15088. 2016. Ecotoxicologia aquatica — Toxicidade aguda Método de ensaio com peixes
(Cyprinidae). Associacao Brasileira de Normas Técnicas, terceira edicédo, 13.de dezembro.

ABNT NBR 15470. 2013. Ecotoxicologia aquatica - Toxicidade aguda e crénica- método de ensaio
com Hyalella spp (Amphipoda) em sedimentos. Associacdo Brasileira de Normas Técnicas, segunda

edicdo, 25 de novembro.

ABNT NBR 15499. 2016. Ecotoxicologia aquatica — Toxicidade crénica decurta duracdo — Método

de ensaio com peixes. Associagdo Brasileira de Normas Técnicas, terceira edi¢do, 08 de abril.

ABNT NBR 16181:2013. Ecotoxicologia aquatica — Toxicidade cronica — Método de ensaio com

microalgas marinhas. Associacéo Brasileira de Normas Técnicas, primeira edi¢édo, 18 de junho.

Protocolo de Anélises — Rede Rio Doce Mar 278



rede
pIO
IIEFEST o
Fundacdo Espirito-santense de Tecnologia Ml\R

ABNT NBR ISO/IEC 17043. 2017. Avaliacdo da conformidade — Requisitos gerais para ensaios de

proficiéncia. Associagdo Brasileira de NormasTécnicas, versao corrigida, 25 de agosto.

APG IV — 2016. THE ANGIOSPERM PHYLOGENY GROUP, An update of the Angiosperm Phylogeny
Group classification for the orders and families of flowering plants: APG IV. Botanical Journal of the

Linnean Society, 181, 1-20.

APHA — American Public Health Association. 2005. AWWA — American Water Works Association.
WEF — Water Environment Federation. Biological Examination (10000): 10200 Plankton. In: Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater. 21. ed. Washington: American Public Health
Association (APHA), American Water Works Association (AWWA), Water Environment Federation
(WEF)

APHA — American Public Health Association. 2005. Standard methods for the examination of water

and wastewater. 21st edition. APHA, Washington, DC.

APHA (1989) Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater, Part 3, Determination
of Metals. 17th, American Public Health Association, Washington DC, 164.

ARIF C., DANIELS C., BAYER T., BANGUERA-HINESTROZA E., BARBROOK A., HOWE C.J.,
VOOLSTRA C. R. (2014). Assessing Symbiodinium diversity in scleractinian corals via
next-generation sequencing-based genotyping of the ITS2 rDNA region. Mol. Ecol. 23(17): 4418-4433.

Arnold, J. G., R. Srinivasan, R. S. Muttiah, and J. R. Williams. 1998. Large-area hydrologic modeling
and assessment: Part |. Model development. Journal of American Water Resources. Association,
34(1):73-89

ASTM (2015). D3974-09, Standard Practices for extraction of trace elements from sediments. ASTM

International: West Conshohocken, PA.

ATAMANCHUK D., KONONETS M., THOMAS P.J., HOVDENES J., TENGBERG A., HALL P.O.J.
(2015) Continuous long-term observations of the carbonate system dynamics in the water column of a

temperate fjord. Journal of Marine Systems, 148, 272-284.

BAHIA, R. G. 2014. Algas coralindceas formadoras de rodolitos da plataforma continental tropical e
ilhas oceanicas do Brasil: levantamento floristico e taxonomia. Tese de Doutorado, Escola Nacional

de Botanica Tropical, Rio de Janeiro, 221 pp.

BAHIA, R.G.; ABRANTES, D.P.; BRASILEIRO P.S.; PEREIRA-FILHO G.H.; AMADO-FILHO, G.M.
2010. Rhodolith bed structure along a depth gradient on the northern coast of Bahia State, Brazil.
Brazilian Journal of Oceanography 58: 323-337.

BARATA, D. 2004. Cloroficeas marinhas bentdnicas do Estado do Espirito Santo. Dissertacdo de

mestrado. Instituto de Botanica da Secretaria do Meio Ambiente. 210p.

Protocolo de Anélises — Rede Rio Doce Mar 279



réde
pIO

IFEST DOCE

Fundacao Espirito-santense de Tecnologia

Battarbee, R. W.; Jones, V.; Flower, R. J.; Cameron, N.; Bennion, H.; Carvalho, L. & Juggins, S. 2001.
Diatoms. In: Smol, J. P; Birks, H. J. B.; Last, W. M. (ed.). Tracking Environmental Change Using Lake
Sediments. London: Kluwer Academic Publishers.v.3. p. 155-203.

BEIJBOM, O.; EDMUNDS, P.J.; ROELFSEMA, C.; SMITH, J.; KLINE, D.l.; NEAL, B.P. et al. 2015.
Towards automated annotation of benthic survey images: Vvariability of human experts and
operational modes of automation. PLoS ONE 10(7): e0130312.

BIBBY, C.J., BURGESS, N.D. & HILL, D.A. (1992). Bird census techniques. British Trust for
Ornithology and the Royal Society for the Protection of Birds. London, Academic Press, 257p.

Bicudo, C.EM. & Bicudo, D.C. (2007). Amostragem em Limnologia. Cap 9: Métodos de coleta,
preservacao, contagem e determinacdo de biomassa em zooplancton de aguas epicontinentais. 22
ed. Sdo Carlos, SP.

BLOTT, S. J.; PYE, K. 2001. GRADISTAT: A grain size distribution and statistics package for the

analysis of unconsolidated sediments. Earth Surface Processes and Landforms.

BONECKER, A.C.T. & CASTRO, M.S. 2006. Atlas de larvas de peixes da regido central da Zona

Econbmica Exclusiva brasileira. Museu Nacional Série Livros n. 19. Rio de Janeiro. 216 p.

BONECKER, A.C.T.; NAMIKI, C.A.P.; CASTRO, M.S.; & CAMPOS, P.N. 2014. Catélogo dos estagios
iniciais de desenvolvimento dos peixes da bacia de Campos. [online]. Curitiba: Sociedade Brasileira

de Zoologia. Zoologia: guias e manuais de identificacdo series. Disponivel em SciELO Books. 295 p.

BOSENCE, D. W. J. & PEDLEY, H. M. 1982. Sedimentology and palaeoecology of Miocene coralline
algal biostrome from the Maltese Islands. Palaeogeography, Palaeoclimatology, Palaeoecology, 38:
9-43.

BRAGA, AA, FRANSOZO, A, BERTINI, G, FUMIS, PB; 2005. Composi¢do e abundéancia dos
caranguejos (Decapoda, Brachyura) nas regides de Ubatuba e Caraguatatuba, litoral norte paulista,
Brasil. Biota Neotropica 5(2): 1 —5.

BRASILEIRO, P.S.; PEREIRA-FILHO, G.H.; BAHIA, R.G.; ABRANTES, D.P.; GUIMARAES, S.M.P.B;
MOURA, R.L.; FRANCINI-FILHO, R.B.; BASTOS, A.C.; AMADO-FILHO, G. M. 2015. Macroalgal
composition and community structure of the largest rhodolith beds in the world. Marine Biodiversity,
46:407.

BRENDEL O, LOSETTA PPMG, STEWART D. 2000. A rapid and simple method to isolate pure alpha
cellulose. Phytochemistry Annal, v. 17, p. 7-10.

Bridson, D. & Forman, L.1998. The Herbarium Handbook. Richmond: Royal Botanical Garden,
Lubrecht & Cramer Ltd. 348p.

Protocolo de Andlises — Rede Rio Doce Mar 280



réde
pIO

IFEST DOCE

Fundacao Espirito-santense de Tecnologia

BROOM, J.E.S.; HART, D. R.; FARR, T. J.; NELSON, W. A.; NEILL, K. F.; HARVEY, A. S;
WOELKERLING, W. J. 2008. Utility of psbA and nSSU for phylogenetic reconstruction in the
Corallinales based on New Zealand taxa. Mol. Phyl. Evol. 46: 958—-973.

BROWER, J.E., ZAR, J.H. 1984. Field & laboratory methods for general ecology. 2nd ed. Brown
Publishers, Boston. 226p.

BROWN-PETERSON, NJ, WYANSKI, DM, SABORIDO-REY, F, MACEWICZ, BJ & LOWERRE-
BARBIERI, SK. 2011. A standardized terminology for describing reproductive development in fishes.
Marine and Coastal fisheries: Dynamics, Management and Ecosystem Science 3:52 — 70.

BUCKLAND ST, ANDERSON DR, BURNHAM KP, LAAKE JL, BORCHERS DL, THOMAS L. 2001.
Introduction to Distance Sampling: Estimating Abundance of Biological Populations. Oxford University
Press, Oxford, UK.

CAMBARDELLA, C.A., MOORMAN, T.B., NOVAK, J.M., PARKIN, T.B., KARLEN, D.L., TURCO, R.F.,
KONOPKA, A.E. 1994. Field-scale variability of soil properties in central lowa soils. Soil Science
Society of America Journal, 58:1501-1511.

CARNIELLO, L; D'ALPAOS, A.; DEFINA, A. 2011. Modeling Wind waves and tidal flows in shallow

micro-tidal basins. “Estuarine, Coastal and Shelf Science”, 92, 263 — 276.
Carvalho, N. O. (2008). Hidrossedimentologia pratica. 2° ed. Rio de Janeiro, Interciéncia
CERVIGON, F. 1996. Los peces marinos de Venezuela. Caracas. Fundacion Cientifica Los Roques.

CHENNU A.; FARBER P.; DE’ATH, G., de BEER, D.; FABRICIUS, K.E. 2017. A diver-operated
hyperspectral imaging and topographic surveying system for automated mapping of benthic habitats.
Scientific Reports 7: 7122.

COSTA, RC, FRANSOZO, A, MELO, GAS, FREIRE, FAM, 2003. Chave ilustrada para identificacéo
dos camardes Dendrobranchiata do litoral norte do estado de S&o Paulo, Brasil. Biota Neotropica
3(1):1-5.

CRANE, J. 1975. Fiddler crabs of the world: Ocypodidae: genus Uca. Princeton, University Press,
p.736.

DAUBECHIES, I. 1990. The wavelet transform, time-frequency localization and signal analysis

DE GRISSE, A.T.1969. Redescription ou modification de quelques techniques utilissée dans I'étude
des nematodes phytoparasitaires. Mededelingen Rijksfaculteti der Landbouveten Gent. p.351-369.

DEAN, R. G. 1977. Equilibrium beach profiles: US Atlantic and Gulf coasts. Department of Civil

Engineering and College of Marine Studies, University of Delaware

DOS ANJOS, L., OLIVA, M. A., KUKI, K. N. 2012. Fluorescence imaging of light acclimation of

brazilian atlantic forest tree species. Photosynthetica, v.50, n.1, p.95-108,

Protocolo de Anélises — Rede Rio Doce Mar 281



réde
pIO

IFEST DOCE

Fundacao Espirito-santense de Tecnologia

DOS SANTOS WD, FERRARESE ML, NAKAMURA CV, MOURAO KSM, MANGOLIN CA,
FERRARESE-FILHO O. 2008. Soybean (Glycine max) root lignification induced by ferulic acid: the
possible mode of action. Journal of Chemical Ecology, v. 34, p. 1230-124.

DUBELAAR G.B.J., JONKER R.R. (2000) Flow cytometry as a tool for the study of phytoplankton. Sci.
Mar. 64 (2): 135-156.

DUTRA, V. F., ALVES-ARAUJO, A., CARRIJO, T. T. 2015. Angiosperm Checklist of Espirito Santo:
using electronic tools to improve the knowledge of an Atlantic Forest biodiversity hotspot. Rodriguésia
66 (4): 1145-1152.

EARL, D. A, & B. M. VONHOLDT. 2012. STRUCTURE HARVESTER: a website and program for
visualizing STRUCTURE output and implementing the Evanno method. Conservation Genetics
Resources Santa Cruz, CA 4: 359-361.

EMERY, W. J. THOMSON, R.E. 2001. Data analysis methods in physical oceanography. Amsterdam:

Elsevier.

EPA 3051A. 1998. Microwave assisted acid digestion of sediments sludges, soils and oils. United

States Environmental Protection Agency, SW-846 Ch 3.2. 01 de janeiro.

EPA 3051A. 1998. Microwave Asst Acid Digestion Sediments/Soil/Oil. United States Environmental
Protection Agency, SW-846 Ch 3.2, 01 de janeiro.

EPA 3052. 1996. Microwave Assisted Acid Digestion of Siliceous. United States Environmental
Protection Agency, SW-846 Ch 3.2, 01 de dezembro.

EPA 350.1. 1993. Ammonia (as N) Semi-Automated Colorimetry. United States Environmental
Protection Agency, 600/R-93-100, 01 de agosto.

EPA 3510C. 1996. Separatory Funnel Liquid-Liquid Extraction. United States Environmental
Protection Agency, SW-846 Ch 4.2.1, 01 de dezembro.

EPA 353.2. 1993. Nitrate-Nitrate by Automated Colorimetry. United States Environmental Protection
Agency, 600/R-93-100, 01 de setembro.

EPA 3540C. 1996. Soxhlet Extraction — Organics. United States Environmental Protection Agency,
SW-846 Ch 4.2.1. 01 de dezembro.

EPA 3630C. 1996. Silica Gel Cleanup (florisil). United States Environmental Protection Agency, SW-
846 Ch 4.2.2, 01 de dezembro.

EPA 3630e Silica Gel Cleanup;

EPA 365.5. 1997. Orthophosphate by automated colorimetric. United States Environmental Protection
Agency, 600/R-97-072, 01 de outubro.

Protocolo de Anélises — Rede Rio Doce Mar 282



réde
pIO

IFEST DOCE

Fundacao Espirito-santense de Tecnologia

EPA 366.0. 1997. Dissolved Silicate by gas segmented. United States Environmental Protection
Agency, CF/CA 600/R-97-072, 01 de setembro.

EPA 5021A. 2014. Volatile Organic Compounds In Various Sample Matrices Using Equilibrium
Headspace Analysis, Method 528 Determination Of Phenols In Drinking Water By Solid Phase
Extraction And Capillary Column Gas Chromatography/Mass Spectrometry (GC/MS). United States

Environmental Protection Agency, 01 de julho.

EPA 6020A. 1998. Inductively Coupled Plasma/MS. United States Environmental Protection Agency,
SW-846 Ch 3.3, 01 de janeiro

EPA 8041A. 2007. Phenols By Gas Chromatography. United States Environmental Protection Agency,
SW-846 Ch 4.3, 01 de fevereiro.

EPA 8270C. 1996. Semivolatile Organic Compounds by Gas Chromatography/Mass Spectrometry
(GC/MS). United States Environmental Protection Agency, SW-846 Ch 4.3.2, 01 de dezembiro.

EPA 8270D. 1998. Semivolatile Organic Compounds by Gas Chromatography/Mass Spectrometry
(GC/MS). United States Environmental Protection Agency, SW-846 Ch 4.3.2, 01 de dezembiro.

ESCHMEYER, W.N.; FRICKE, R.; VAN DER LAAN, R. (Eds). 2019. Catalog of Fishes. Disponivel em
http://researcharchive.calacademy.org/research/ichthyology/catalog/fishcatmain.asp. Acesso
05/01/2018.

EVANNO, G., S. REGNAUT, & J. GOUDET. 2005. Detecting the number of clusters of individuals
using the software STRUCTURE: a simulation study. Molecular Ecology v. 14, p. 2611-2620.

EXCOFFIER, L., & H. E. L. LISCHER. 2010. Arlequin suite ver 3.5: A new series of programs to
perform population genetics analyses under Linux and Windows. Molecular Ecology Resources v. 10,
p. 564-567.

EXCOFFIER, L., SMOUSE, P.E. & QUATTRO, J.M. (1992). Analysis of molecular variance inferred
from metric distances among DNA haplotypes: application to human mitochondrial DNA restriction
data. Genetics 131: 479-491.

FAHAY, M.P. 2007. Early Stages of Fishes in the Western North Atlantic Ocean (Davis Strait,
Southern Greenland and Flemish Cap to Cape Hatteras). Northwest Atlantic Fisheries Organization.

Nova Scotia, Canadéa: 1696 p.

FELIX-HACKRADT, F.C., HACKRADT, C.W., TREVINO-OTON, J., SEGOVIA-VIADERO, M., PEREZ-
RUZAFA A. GARCIA-CHARTON, J. A. 2013. Environmental determinants on fish post-larval
distribution in coastal areas of south-western mediterranean sea. Estuarine, Coastal and Shelf
Science 129, 59e72.

FENNEL, K. 2010. The role of continental of continental shelves in nitrogen and carbon cycling:

Northewestern North Atlantic case study. Ocean Sci. v. 6, p. 539-548.

Protocolo de Andlises — Rede Rio Doce Mar 283



réde
pIO

IFEST DOCE

Fundacao Espirito-santense de Tecnologia

FENNEL, K.; ABBOTT, M. R.; SPITZ, Y. H.; RICHMAN, J. G.; NELSON, D. M. 2003. Impacts of iron
control on phytoplankton production in the modern and glacial Southern Ocean. Deep-Sea Res. Il. v.
50, p. 833-851.

FENNEL, K.; HETLAND, R.; FENG, Y.; DIMARCO, S. 2011. A coupled physical-biological model of
the Northern Gulf of Mexico shelf: Model description, validation and analysis of phytoplankton

variability, Biogeosciences. v. 8, p. 881-1899.

FENNEL, K.; HU, J.; LAURENT, A.; MARTA-ALMEIDA, M.; HETLAND, R. 2013. Sensitivity of hypoxia
predictions for the Northern Gulf of Mexico to sediment oxygen consumption and model nesting, J.
Geophys. Res. Oceans. v. 118, p. 990-1002.

FENNEL, K.; LAURENT, A.; HETLAND, R.; JUSTIC, D.; KO, D. S.; LEHRTER, J.; MURRELL, M.;
WANG, L.; YU, L.; ZHANG, W. 2016. Effects of model physics on hypoxia simulations for the northern
Gulf of Mexico: A model intercomparison. J. Geophys. Res. v. 121, doi:10.1002/2015JC011577.

FENNEL, K.; WILKIN, J.; LEVIN, J.; MOISAN, J.; O'REILLY, J.; HAIDVOGEL, D. 2006. Nitrogen
cycling in the Mid Atlantic Bight and implications for the North Atlantic nitrogen budget: results from a

three-dimensional model. Glob. Biogeochem. Cycles.v. 20, GB3007.

FERNIE AR, ROSCHER A, RATCLIFFE RG, KRUGER NJ (2001) Fructose 2, 6-bisphosphate
activates pyrophosphate: fructose-6-phosphate 1-phosphotransferase and increases triose phosphate

to hexose phosphate cycling in heterotrophic cells. Planta 212: 250-263

Ferragut, C., Bicudo, D.C. & Vercellino, I.S. 2013. Amostragem e medidas de estrutura da
comunidade perifitica. In: A. Schwarzbold, A. Burliga & L.C. Torgan (eds.). Ecologia do perifiton.
Rima, Sao Carlos, 157-177 pp.

FIGUEIREDO, J. L. AND N. A. MENEZES. 1978. Manual de Peixes Marinhos do Sudeste do Brasil.

Teleostei (1). Museu de Zoologia, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo.

FLORA DO BRASIL 2020 (em construgdo). Jardim Botanico do Rio de Janeiro. Disponivel em: <
http://floradobrasil.jbrj.gov.br/ >.

FLUGEL, E. 2009. Microfacies of carbonate rocks. Elsevier: 983p.

FOLK, R. L.; WARD, W. C. 1957. Brazos River bar: a study in the significance of grain size

parameters. Journal of Sedimentary Research. 1957.

FRANCINI-FILHO, R. B.; CONI, E. C. O.; MEIRELLES, P. M.; AMADO- FILHO, G. M.; THOMPSON,
F. L.; PEREIRA-FILHO, G. H.; BASTOS, A. C,; (...).; MOURA, R. L. 2013. Dynamics of coral reef
benthic assemblages of the Abrolhos Bank, Eastern Brazil: inferences on natural and anthropogenic
drivers. PLoS ONE 8:e54260.

GALEHOUSE, J.S. 1971. Sedimentation analysis. In: Carver, R.E., Procedures in sedimentary
petrology. p. 653.

Protocolo de Anélises — Rede Rio Doce Mar 284



réde
pIO

IFEST DOCE

Fundacao Espirito-santense de Tecnologia

GALLON, C. Z., FULLER, S. C., FANNING, K., SMYTH, H. E., PUN, S., MARTIN, I. F., OHARE, T. J.
2013. Increase in U-ionone, a carotenoid-derived volatile in zeaxanthin biofortified sweet corn. J Agric
Food Chem, 61, 7181-7187.

GIBON Y, BLAESING OE, HANNEMANN J, CARILLO P, HOHNE M, HENDRIKS JH, PALACIOS N,
CROSS J, SELBIG J, STITT M (2004) A robot-based platform to measure multiple enzyme activities in
Arabidopsis using a set of cycling assays: comparison of changes of enzyme activities and transcript
levels during diurnal cycles and in prolonged darkness. The Plant Cell Online 16: 3304-3325

GIULIETTI, A.M., RAPINI, A., ANDRADE, M.J.G., QUEIROZ, L.P., SILVA, J.M.C. (org.) 2009. Plantas

raras do Brasil. Conservacéo Internacional, Belo Horizonte.

Golterman, H. L.; Clymo, R. S. & Ohnstad, M. A. M. 1978. Methods for physical and chemical analisys

of fresh waters. 2a ed. Oxford, Blackwell Scientific Publications. International Biological Program.

GOUDET, J. (2001). FSTAT, a program to estimate and test gene diversity and fixation indices (v. 2.9.
3). http://mww2.unil.ch/popgen/softwares/fstat.htm.

GRAHAM, D. J. & MIDGLEY, N. G. 2000. Graphical representation of particle shape using triangular

Diagrams: an Excel spreadsheet method. Earth Surface Processes and Landforms, 25: 1473-1477.

Gucker, B; Brauns, M.; Solimini, A. Voss, M.; Walz, N. & Pusch, M.T. (2011). Urban stressors alter
the trophic basis of secondary production in an agricultural stream. Canadian Journal of Fisheries and
Aquatic Sciences, 68:74-88

GUIDI, L., CALATAYUD, 2014. A. Non-invasive tools to estimate stress-induced changes in
photosynthetic performance in plants inhabiting Mediterranean areas. Environ. Exp. Bot.
http://dx.doi.org/10.1016/j.envexpbot.

GUILLARD, R. R. L.; LORENZEN, C. J. 1972. Yellow-green algae with chlorophyllide c. J. Phycol. v.8,
p.10-14.

GUIMARAES, S. M. P. B., CRISPINO, L. M. B., NUNES, J. M. C. 2016. Flora Ficoldgica do Estado de
S&o Paulo - Phaeophyceae. RiMa Editora.

GUIRY, M.D. & GUIRY, G.M. 2019. AlgaeBase. World-wide electronic publication, National University

of Ireland, Galway. http://www.algaebase.org

HAEFNER, P. A., Jr. 1990. Morphometry and size at maturity of Callinectes ornatus (Brachyura,
Portunidae) in Bermuda. Bulletin of Marine Science 46(2): 264-286.

HAIDVOGEL, D. B.; ARANGO, H.; BUDGELL, W. P.; CORNUELLE, B. D.; CURCHITSER, E,;
DILORENZO, E.; FENNEL, K.; GEYER, W. R.; HERMMAN, A. J.; LANEROLLE, L.; LEVIN, J,;
MCWILLIAMS, J. C.; MILLER, A. J.; MOORE, A. M.; POWELL, T. M.; SHCHEPETKIN, A. F,;
SHERWOOD, C. R.; SIGNELL, R. P.; WARNER, J. C.; WILKIN, J. (2008). Ocean forecasting in

Protocolo de Andlises — Rede Rio Doce Mar 285


http://dx.doi.org/10.1016/j.envexpbot

réde
pIO

IFEST DOCE

Fundacao Espirito-santense de Tecnologia

terrain-following coordinates: formulations and skill assesment of the Regional Ocean Modeling
System. J. Comput. Phys.v. 227, p. 3595-3624.

HARVEY, A.S. & WOELKERLING, W.J. 2007. A guide to nongeniculate coralline red algal
(Corallinales, Rhodophyta) rhodolith identification. Ciencias Marinas 33: 411-426.

HEDGES, J.l., STERN, J.H. (1984). Carbon and nitrogen determinations of carbonate containing
solids. Limnology and Oceanography, 29: 657-663.

HOAGLAND, D.R., ARNON, D.I. 1950. The Water-Culture Method for Growing Plants without Soil.
California Agricultural Experiment Station, Circular-347.

HUBERT, J. F. 1962. A zircon-tourmaline-rutile maturity index and the interdependence of the
composition of heavy mineral assemblages with the gross composition and texture of sandstones.
Jour. Sed. Petrol., v. 32, p. 440-450.

ICMBIo. (2017). Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade — ICMBio (2017). Revista
ICMBIio em foco, 225: 4. Disponivel em:
http://www.icmbio.gov.br/portal/images/stories/comunicacao/downloads/icmbioemfoco445.pdf (Acesso
em 12 de setembro de 2018).

INMET. Instituto Nacional de Meteorologia. Disponivel em: www.inmet.gov.br. Acesso em: 04 set.
2018.

Irgang, B.E.; Pedralli, G.; Waechter, J.I. 1984. Macrofitos aquaticos da Estagdo Ecoldgica do Taim,
Rio Grande do Sul, Brasil. Roessleria, Porto Alegre Vol. 6: 395-404.

JAKOBSSON, M., & N. A. ROSENBERG. 2007. CLUMPP: a cluster matching and permutation
program for dealing with label switching and multimodality in analysis of population structure.
Bioinformatics, 23,1801-1806.

JOHANSEN, D. A. 1940. Plant Microtechniche. Mc Graw Hill. New York.

KOHLER, K.E., GILL, S.M. (2006). Coral Point Count with Excel extensions (CPCe): a Visual Basic
program for the determination of coral and substrate coverage using random point count methodology.
Computers and Geosciences 32 (9), 1259-1269.

KRAUSS, K. W.; ALLEN, J. A. 2003. Influences of salinity and shade on seedling photosynthesis and
growth of two mangrove species, Rhizophora mangle and Bruguiera sexangula, introduced to Hawaii.
Aquatic Botany, v. 77, p. 311-324.

KULLANDER SO, Ferreira EJG. 2006. A review of the South American cichlid genus Cichla, with
descriptions of nine new species (Teleostei: Cichlidae). Ichthyological Exploration of Freshwaters.
17(4):289-398.

Protocolo de Andlises — Rede Rio Doce Mar 286



réde
pIO

IFEST DOCE

Fundacao Espirito-santense de Tecnologia

LE HIR, P.; ROBERTS, W.; CAZAILLET, O.; CHRISTIE, M.; BASSOULLET, P.; BACHER, C. 2000.
Characterization of intertidal flat hydrodynamics. “Continental Shelf Research”.v.20, pp.1433 — 1459.

LEGENDRE, L.; LEGENDRE, P. 1983. Numerical ecology.Elsevier Fci. Publ., 419 p.

LICHTENTHALER, H. K. 1987. Chlorophyll and carotenoids: Pigments of photosynthetic
biomembranes. Methods in Enzymology, v.148, p.349-382.

LIGUS (Laboratoire de [IInstitut de Geographié de ['Université de Strasbourg). 1958. Methodé

améliorée pour I'étude des sables. Rev. Géom. Dyn, v. IV, p.43-53.

LITTLER, D.S, LITTLER, M.M. 2000. Caribbean reef plants. An identification guide to the reef plants
of the Caribbean, Bahamas, Florida and Gulf of Mexico. pp. 1-542. Washington: Offshore Graphics.

LOBO, E, LEIGHTON, G. 1986. Estructuras comunitarias de I8s fitocenosis planctonicas de
los sistemas de desembocaduras de rios y esteros de La zona central del Chile. Rev. Biol. Mar.; v.22,
n.1, p.1-29.

LOEB, MV, 2012. A new species of Anchoviella Fowler, 1911 (Clupeiformes: Engraulidae) from the
Amazon basin, Brazil. Neotropical Ichthyology, 10(1): 13-18.

LORENZEN, C.J. 1967. Determination of chlorophyll and pheopigments: spectrophotometric
equations. Limnology and Oceanography, v. 12, p. 343-346.

LOVEGROVE, T., (1962). The effects of various factors on dry weight values. Rapp. P. Réun. Cons.
Int. Explor. Mer, 153: 86-91.

LUND J.W.G., KIPLING C., LE CREN E.D. (1958) Hydrobiologia. 11(2): 143-170.

Lund, J.W.G., Kipling, C. & Le-Cren, E.D. 1958. The inverted microscope method of estimating algal
number and the statistical basis of estimating by counting. Hydrobiologia 11: 143-170.

LUQUE, R., SOUSA, H. C.; KRAUS, J. E. 1996. Métodos de coloracdo de Roeser (1972) modificado e
Kropp (1972) visando a substituicdo do azul de astra pelo azul de alcido 8GS ou 8GX. Acta Botanica
Brasilica, v. 10, n. 2, p. 199-212.

Mackereth, F.J.H; Heron, J.; Talling, J. F. (1978). Water Analysis: some revised methods for

limnologists. Freshwater biological association. Scientific publication n° 36. 120p

MADIN, L.P., CETTA, C.M. E MCALISTER, V.L.,1981. Elemental and Biochemical composition of
salps (Tunicata: Taliacea). Mar. Biol., 63: 217-226.

Mancini, P. L., L. Bugoni. 2014. Resources partitioning by seabirds and their relationship with other
consumers at and around a small tropical archipelago. ICES Journal of Marine Science 71: 2599—
2607.

Protocolo de Anélises — Rede Rio Doce Mar 287



réde
pIO

IFEST DOCE

Fundacao Espirito-santense de Tecnologia

MANEVELDT, G.W. & VAN DER MERWE 2012. Heydrichia cerasina sp. nov. (Sporolithales,
Corallinophycidae, Rhodophyta) from the southernmost tip of Africa. Phycologia 51: 11-21.

MANGOS, T.J.,, BERGER, R.G. 1997. Determination of major chlorophyll degradation products.
Zeitschrift fir Lebensmitteluntersuchung und -Forschung A, Berlin, v.204, p.345-350.

MARCENIUK, AP, BETANCUR-R, R, ACERO, A, MURIEL-CUNHA J. 2012. Review of the Genus
Cathorops (Siluriformes: Ariidae) from the Caribbean and Atlantic South America, with Description of a
New Species. 1: 77-97.

MARCENIUK, AP. 2005. Chave para identificacdo das espécies de bagres marinhos (Siluriformes,
Ariidae) da costa brasileira. B. Inst. Pesca, Sao Paulo, 31(2): 89 — 101.

MARCHESIELLO, P.; MCWILLIAMS, J. C.; SHCHEPETKIN, A. F. 2001. Open boundary conditions for

long-term integration of regional ocean models. Ocean Model.v. 3, p. 1-20.
Margalef, R. (1983). Limnologia. Barcelona: Omega.

MARIE D., RIGAUT-JALABERT F., VAULOT, D. (2014). An improved protocol for flow cytometry

analysis of phytoplankton cultures and natural samples. Cytometry 85, 962—968.

MARTINELLI, G., MORAES, M.A. 2013. Livro vermelho da flora do Brasil. Jardim Botanico do Rio de

Janeiro. Disponivel em: http://cncflora.jbrj.gov.br.

MATHER, A.; STRETCH, D.; GARLAND, G. 2011. Predicting extreme wave run-up on natural

beaches for coastal planning and management. Coastal Engineering Journal, v. 53, p. 87-109.

MCDOUGALL, T.J.; BARKER, P.M. 2011. Getting started with TEOS-10 and the Gibbs Seawater
(GSW) Oceanographic Toolbox, 28pp., SCOR/IAPSO WG127, ISBN 978-0-646-55621-5.

McEWEN, G.F.; JOHNSON, M.W.; FOLSOM, T.R. 1954. A statistical analysis of the performance of
the Folsom plankton sample splitter, based upon test observations. Archives of Metereology,.
Geophys and Bioklimatology, (Ser. A), N.7, P.502-527.

MELO, G.A.S. 1996. Manual de identificacdo dos Brachyura (caranguejos, siris) do litoral brasileiro.
Pléiade / FAPESP, S&o Paulo, SP, Brasil, 640p.

MELO, G.A.S. 1999. Manual de identificacdo dos Crustacea Decapoda do litoral Brasileiro: Anomura,
Thalassinidea, Palinuridea, Astacidea. Sao Paulo, Editora Pléiade/FAPESP, 551 p.

MENEZES N.A., NIRCHIO M, DE OLIVEIRA C, Siccharamirez R. 2015. Taxonomic review of the
species of Mugil (Teleostei: Perciformes: Mugilidae) from the Atlantic South Caribbean and South

America, with integration of morphological, cytogenetic and molecular data. ZOOTAXA. 3918(1):1.

MENEZES, L.F.T., ARAUJO, D.S.D. 1999. Estrutura de duas formac¢des vegetais do corddo externo
da restinga de Marambaia-RJ. Acta Botanica Brasilica 13(2): 223-235

Protocolo de Andlises — Rede Rio Doce Mar 288


http://cncflora.jbrj.gov.br/

réde
pIO

IFEST DOCE

Fundacao Espirito-santense de Tecnologia

MENEZES, N. A. AND J. L. FIGUEIREDO. 1980. Manual de Peixes Marinhos do Sudeste do Brasil.

Teleostei (3). Museu de Zoologia, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo.

MOSER, H.G. 1996. The early stages of fishes in the California Current Region. La Jolla, Calcofi.
Atlas no. 33. 1505 pp.

MOURA RL, LINDEMAN KC. 2007. A new species of snapper (Perciformes: Lutjanidae) from Brazil,

with comments on the distribution of Lutjanus griseus and L. apodus.

MUELLER-DOMBOIS, D., ELLENBERG, H. 1974. Aims and methods of vegetation ecology. John
Wiley & Sons, New York. 547p.

NASSAR, C.G.A.; YONESHIGUE-VALENTIN, Y.; MAURAT, M.C.S., FALCAO, C.; MITCHELL, G.J.P.
1989. Feoficeas do litoral norte do estado do Espirito Santo. insula 19: 143-168.

NELSON, J.S.; GRANDE, T.C.; WILSON, M.V.H. 2016. Fishes of the world. 5a edi¢cdo. John Wiley &

Sons. New Jersey.

NEVEUX J., LANTOINE F. (1993). Spectrofluorometric assay of chlorophylls and phaeopigments
using the least squares approximation technique. Deep-Sea Res. | 40(9): 1747-1765.

NUNES-NESI A, CARRARI F, GIBON Y, SULPICE R, LYTOVCHENKO A, FISAHN J, GRAHAM J,
RATCLIFFE RG, SWEETLOVE LJ, FERNIE AR (2007) Deficiency of mitochondrial fumarase activity
in tomato plants impairs photosynthesis via an effect on stomatal function. The Plant Journal 50: 1093-
1106

OECD. ORGANIZATION FOR ECONOMIC CO-OPERATION AND DEVELOPMENT.1998. OECD
series on principles of Good Laboratory Practice and Compliance Monitoring Number 1.
ENV/MC/CHEM (98)17, 26.01.1998.

OEDC. Organisation for Economic Co-operation and Development. 2013.Teste de Toxicidade Aguda
em Embrides de Peixes (FET), OECD 236, 26.07.

OGAWA, E.F., ROCHA, C.A.S. 1976. Sobre a fecundidade de crustaceos decapodos marinhos do
Estado do Ceard, Brasil. Arquivos de Ciéncias do Mar, v. 16, n. 2, p. 101-104.

PAWLOWICZ, R.; BEARDSLEY, B., LENTZ, S. 2002. “Classical Tidal HarmonicAnalysis including
Error Estimates in MATLAB using T_TIDE”, Computers and Geosciences, v.28, pp.929-937.

PEIRCE, M.A., & PRINCE, P.A. (1980). Hepatozoon albatrossi sp. nov. (Eucoccida: Hepatozoidae)
from Diomedea spp. in the Antarctic. Journal of Natural History 14: 447-452.

PEREZ FARFANTE, I., 1970. Diagnostic characters of juveniles of the shrimps Penaeus aztecus
aztecus, P. duorarum duorarum, and P. brasiliensis (Crustacea, Decapoda, Penaeidae). Spec. Sci.
Rep. Fish., 599: 1-26.

Protocolo de Andlises — Rede Rio Doce Mar 289



réde
pIO

IFEST DOCE

Fundacao Espirito-santense de Tecnologia

PERRY, C. T. 2005. Morphology and occurrence of rhodoliths in siliciclastic, intertidal environments

from a high latitude reef setting, southern Mozambique. Marine Geology 214: 143-161.
PETTJONH, F.J. 1957. Sedimentary rocks: New York, Harper e Bros. p.718.

PHILLIPS, D.L., NEWSOME, S.D., GREGG, J.W. 2005. Combining sources in stable isotope mixing

models: alternative methods. Oecologia 144: 520-527.
Pielou, E. C. (1975). Ecological diversity. New York: Wiley,.

PINHEIRO, H. A., BORGES, R., E CENTENO, D. C. (2004). Activity of alternative oxidase and plant
uncoupling mitochondrial protein in potato tubers stored at low temperature or submitted to artificial

aging. Brazilian Journal of Plant Physiology, 16:69-76.

POCHON X., PAWLOWSKI J., ZANINETTI L., ROWAN R. (2001). High genetic diversity and relative
specificity among Symbiodinium-like endosymbiotic dinoflagellates in soritid foraminiferans. Mar. Biol.
139(6): 1069-1078.

PORRA R, THOMPSON W, KRIEDEMANN P (1989) Determination of accurate extinction coefficients
and simultaneous equations for assaying chlorophylls a and b extracted with four different solvents:
verification of the concentration of chlorophyll standards by atomic absorption spectroscopy.
Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Bioenergetics 975: 384-394.

PRITCHARD, J.K, STEPHENS, M., DONNELLY, P. (2000). Inference of population structure using
multilocus genotype data. Genetics 155: 945-959.

PROPS R., MONSIEURS P., MYSARA M., CLEMENT L., BOON N. (2016) Measuring the biodiversity
of microbial communities by flow cytometry. Meth. Ecol. Evol. 7(11): 1376-1385.

QUIGLEY K.M., WILLIS B.L., BAY L.K. (2016). Maternal effects and Symbiodinium community
composition drive differential patterns in juvenile survival in the coral Acropora tenuis. Royal Society
Open Science 3(10): 160471.

R CORE TEAM. (2018). R: a language and environment for statistical computing. https://www.R-

project.org/

RALPH PJ, GADEMANN R (2005) Rapid light curves: a powerful tool to assess photosynthetic
activity. Aquat Bot 82:222—-237

REIS, V.M.D.; KAREZ, C.S.; MARIATH, R.; de MORAES, F.C.; de CARVALHO, R.T.; BRASILEIRO,
P.S. et al. 2016. Carbonate production by benthic communities on shallow coralgal reefs of Abrolhos
Bank, Brazil. PLoS ONE 11(4): e0154417.

RICHARDS, W.J. 2006. Early stages of atlantic fishes: an identification guide for the Western North
Atlantic. Volume I. and Volume Il. CRC Press, Boca Raton, Florida: 2640 p.

RIVAS LR. 1986. Systematic Review of the Perciform Fishes of the Genus Centropomus.

Protocolo de Andlises — Rede Rio Doce Mar 290



réde
pIO

IFEST DOCE

Fundacao Espirito-santense de Tecnologia

ROSENBERG, N.A. (2004). DISTRUCT: a program for the graphical display of population structure.
Molecular Ecology Resources 4: 137-138.

RUGGIERO, P.; KOMAR, P.D.; McDOUGAL, W.G.; MARRA, J.J.; BEACH, R.A. 2001. Wave runup,

extreme water levels and erosion of properties backing beaches. Journal of Coastal Research, 17: 2.

RUSU, L., BERNARDINO, M., GUEDES, S. C. 2011. Modelling the influence of currents on wave

propagation at the entrance of the Tagus estuary. “Ocean Engineering”.

Sant’Anna C.L. et. al. (2008). Reviel of toxic speies of Cyanobacteria in Brazil. Algological Studies.
v.126, p.251-265.

Sartory, D.P. & Grobbelaar, J.E. 1984. Extraction of chlorophyll a from freshwater phytoplankton for
spectrophotometric analysis. Hydrobiologia, 114:177-187.

SAUNDERS, G. W. 2005. Applying DNA barcoding to red macroalgae: a preliminary appraisal holds
promise for future applications. Philosophical Transactions of the Royal Society of London. Series B,
Biological Sciences, 360(1462), 1879-88.

SCHAEFFER-NOVELLI, Y., CINTRON, G. 1986. Guia para estudo de areas de manguezal, estrutura,

funcao e flora. Caribbean Ecological Research, Sdo Paulo, 150p.

SHADEL C, BLOCHL A, RICHTER A, HOCH, G. 2010. Quantification and monosaccharide
composition of hemicelluloses from different plant functional types. Plant Physiology and Biochemistry,
v. 48, p. 1-8.

Shannon, C.E. & Weaver, W. (1949). The Mathematical Theory of Communication. University of

Illinois, Urbana, lllinois.

Shannon, C.E. & Weaver, W. (1949). The Mathematical Theory of Communication. University of

Illinois, Urbana, lllinois.
Silva et al. 2014

SILVA, F. de AS.E., AZEVEDO, C.A.V. 2009. Principal Components Analysis in the Software
Assistat-Statistical Attendance. In: World Congress on Computers in Agriculture, 7, Reno-NV-USA:

American Society of Agricultural and Biological Engineers.

SIMONELLI, M., FRAGA, C. N. 2007. Espécies da flora ameacadas de extingdo no estado do Espirito

Santo. Vitéria: Ipema.
Simpson, E. H. (1949). Measurement of diversity. Nature 163: 688.

SINNECKER, P., BRAGA, N., MACCIONE, E.L.A., LANFER-MARQUEZ, U.M. 2005. Mechanism of
soybean (Glycine max L. Merrill) degreening related to maturity stage and postharvest drying

temperature. Postharvest Biology and Technology, v.38, pp.269-279.

Protocolo de Anélises — Rede Rio Doce Mar 291



réde
pIO

IFEST DOCE

Fundacao Espirito-santense de Tecnologia

SLATKIN, M. (1995). A measure of population subdivision based on microsatellite allele frequencies.
Genetics 139: 457-462.

SMITH, AR., PRYER, K.M., SCHUETTPEL, E., KORALL, P., SCHNEIDER, H., WOLF, P.G. 2006. A

classification for extant ferns. Taxon 55: 705-731.

SOUZA, L. S., COGO, N. P,, VIEIRA, S. R. 1997. Variabilidade de propriedades fisicas e quimicas do

solo em um pomar citrico. Revista Brasileira de Ciéncia do Solo, v. 21, p.367-372.

STAT M., BIRD C.E., POCHON X., CHASQUI L., CHAUKA L.J., CONCEPCION G.T., ... GATES R.D.
(2011). Variation in Symbiodinium ITS2 sequence assemblages among coral colonies. PLoS One
6(1): e15854.

STEHMANN, M.F.W. 2002 "Proposal of a maturity stages scale for oviparous and viviparous

cartilaginous fishes (Pisces, Chondrichthyes)." Archive of Fishery and Marine Research 50.1

STOCKDON, H. F.; HOLMAN, R. A.; HOWD, P. A.; SALLENGER, A. H. 2006. Empirical

parameterization of setup, swash, and runup. Coastal engineering, n.7, v. 53, p. 573-588.

STRASSER, R.J., TSIMILLI-MICHAEL, M., QIANG, S., GOLTSEV, V. 2010. Simultaneous in vivo
recording of prompt and delayed fluorescence and 820-nm reflection changes during drying and after
rehydration of the resurrection plant Haberlea rhodopensis. Biochimica et Biophysica Acta,
1797;1313-1326.

Strickland, J. D. H. and Parsons, T. R. (1972). A pratical handbook of seawater analysis. Ottawa,

Fisheries Research Board of Canada: 310.

Thiers, B. 2016 [continuously updated]. In: Index Herbariorum: A global directory of public herbaria
and associated staff. New York Botanical Garden’s Virtual Herbarium. Disponivel em

<http://sweetgum.nybg.org/in/>. Acesso em 22 novembro 2016.

TITSCHACK, J.; GOETZ-NEUNHOEFFER, F.; NEUBAUER, J. 2011. Magnesium quantification in
calcites [(Ca,Mg)CO3] by Rietveld-based XRD analysis: Revisiting a well-established method.
American Mineralogist. 2011; 96 (7):1028-1038.

TOMAS C.R. (1997) Identifying Marine Phytoplankton. San Diego, CA: Academic Press, 858p.

TORRENCE, C.; COMPO, G. P. 1998. A practical guide to wavelet analysis. Bulletin of the American
Meteorological Society, v.79, n.1, p.61-78.

Uehlinger, V. (1964). Etude statistique dés méthodes de dénobrement planctonique. Archives des
Sciences 17: 121-123.

UMLAUF, L.; BURCHARD, H. 2003. A generic length-scale equation for geophysical turbulence
models. J. Marine Res. v. 61, p. 235-265,.

Protocolo de Anélises — Rede Rio Doce Mar 292



réde
pIO

IFEST DOCE

Fundacao Espirito-santense de Tecnologia

UNDERWOOD, A.J. 1997.Experiments in ecology: their logical design and interpretation using

analysis of variance. Cambridge University Press.

Utermohl, H. (1958). Zur Vervolkomnung der quantitative phytoplankton: metodik. Internationale

Vereinigung Theoretische und Angewandte Limnologie 9: 1-38.

VAN DER MERWE, E. 2015. “Systematics of the non-geniculate coralline red algae from the South
African south coast”. PhD thesis, University of the Western Cape, Bellville, 344 pp.

VANZAN M., BARRERA-ALBA J.J., TENORIO M.M.B., TENENBAUM D.R. (2015) Picoplankton and
nanoplankton variability in an Antarctic shallow coastal zone (Admiralty Bay) during the austral
summer of 2010/2011. Polar Biol. 38:1-18.

VIEIRA, BB, 1947. Observactes sobre a maturacdo de Xiphopenaeus kroyeri no litoral de Sdo Paulo.

Boletim do Museu Nacional 74: 1-22.

VIEIRA, S. R. 2000. Geoestatistica em estudos de variabilidade especial do solo. In;: NOVAIS, P. F.,
ALVARES, V. H., SCHAEFER, C. E. G. R. Tépicos em ciéncia do solo. Vigosa: Sociedade Brasileira
de Ciéncia do Solo, v.1, p. 1-54.

VIEIRA, S. R., HATFIELD, J. L., NIELSEN, D. R., BIGGAR, J. W. 1983. Geostatistical theory and

application to variability of some agronomical properties. Hilgardia, v.51, p.1-15,

WALBERG, J. (2001). White blood cell counting techniques in birds. Seminars in Avian and Exotic Pet
Medicine, v. 10: 72-76.

WARNER, J. C; SHERWOOD, C. R.; ARANGO, H. G.; SIGNELL, R. P. 2005. Performance of four
Turbulence Closure Methods Implemented using a Generic Length Scale Method. Ocean Modelling. v.
8, p. 81-113.

WEIR, B.S. & COCKERHAM, C.C. (1984). Estimating F-statistics for the analysis of population
structure. Evolution 38: 1358—-1370.

WESSLANDER K., P. HALL, S. HJALMARSSON, D. LEFEVRE, A. OMSTEDT, A. RUTGERSSON, E.
SAHLEE AND A. TENGBERG (2011) Observed carbon dioxide and oxygen dynamics in a Baltic Sea

coastal region. Journal of Marine Systems, 86: 1-9.

WOELKERLING, W.J. Irvine, L.M.; Harvey, A. 1993. Growth-forms in non-geniculate coralline red
algae (Corallinales, Rhodophyta). Australian Systematic Botany 6: 277-293.

WOELKERLING, W.J., 1988. The coralline red algae : an analysis of the genera and subfamilies of
nongeniculate Corallinaceae. Brithish Museum (Natural History), London and Oxford University Press,
Oxford, 268 pp.

WRIGHT, S. (1949). The genetical structure of populations. Annals of Human Genetics 15: 323-354.

Protocolo de Andlises — Rede Rio Doce Mar 293



rede
pIO

IFEST DOCE

Fundacao Espirito-santense de Tecnologia

WYNNE, M.J. 2011. A checklist of benthic marine algae of the tropical and subtropical western
Atlantic: third revision. Nova Hedwigia Beihefte 140: [1] 7-166.

YEH, F.C., YANG, R.C., BOYLE, T.B., YE, Z.H.,, MAO, J.X. (1997). POPGENE, the user-friendly
shareware for population genetic analysis. Canada, Molecular Biology and Biotechnology Centre,

University of Alberta.

YOON, H. S.; HACKETT, J. D.; BHATTACHARYA, D. 2002. A single origin of the peridinin- and
fucoxanthin-containing plastids in dinoflagellates through tertiary endosymbiosis. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America, 99(18): 11724-9.

6. APENDICE

Protocolo de Anélises — Rede Rio Doce Mar 294



IFES

undagdo Espirito-santense de Tec

nologia

rede
RIO
DOCE
MAR

Programa de Ensaio de Proficiéncia da Rede Metroldgica de Minas

Gerais — RMMG Meio ambiente — 4gua e efluente

Protocolo de Analises — Rede Rio Doce Mar

Escritorio de Projetos

Eustéaquio Vinicius Ribeiro de Castro
Patricia Bourguignon Soares
Armando Biondo Filho

Paulo Roberto Filgueiras

Valdemar Lacerda Junior

Walter Luiz Alda Junior

Roberta Quintino Frinhani Chimin

Vitoria,

Outubro de 2019

295



rede
RIO
Fundacdo Espirito-santense de Tecnologia MI\R

ESCOPO

O objetivo deste relatério é apresentar um resumo da participacdo dos laboratérios que compdem a
Rede Rio Doce Mar (RRDM) no Programa de Ensaio de Proficiéncia da Rede Metroldgica de Minas
Gerais (RMMG). Rede acreditada pela CGCRE, desde maio de 2018, como Provedor de Ensaio de
Proficiéncia conforme a norma ABNT NBR ISO/IEC 17043. A participacéo dos laboratérios da RRDM
em atividades de ensaio de proficiéncia € um dos mecanismos de controle da qualidade dos
resultados previstos na NBR ISO/IEC 17025. Um dos grandes beneficios advindos desta participacdo

€ a avaliacdo externa e independente da qualidade de seus resultados de ensaios.

LABORATORIOS PARTICIPANTES

Quadro 1. Laboratério da RRDM patrticipante do Programa de Ensaio de Proficiéncia da RMMG.

Cédigo da - I~
RMMG Laboratério Responsaveis Contato
AAOGGCK LEA - LabPetro Marlg Terezae marl.acarnelro@hotm.all.com
Geisamanda geisamanda@gmail.com
AAO06BLN LEC-UFMG Vanya e Carolina combustiveis@qui.ufmg.br
Laboratério de . .
AAO6TS7 . ~ Adal | h furg.
06TS Determinagdes-FURG dalto adaltobianchini@furg.br
AAOGP69 Laborat6rio LABQAM- Fabian Sa e Renato fabiannetuno@gmail.com
Oceanografia Neto

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Os laboratérios LEA-LabPetro e LEC-UFMG apresentaram desempenho satisfatério para analise de
todos os metais (Quadro 2). O Laboratério de Determina¢des-FURG apresentou desempenho
guestionavel para a andlise de um importante metal, o ferro. Ademais apresentou desempenho
insatisfatério para cadmio, cromo, manganés e zinco, sendo os trés primeiros muito importantes para
andlise de aguas contaminadas pela lama de rejeito da mineracdo. O Laboratério LABGAM-
Oceanografia apresentou desempenho questionavel para a analise de chumbo e desempenho
insatisfatorio para cromo e ferro. Este Gltimo muito importante para analise de dguas contaminadas

pela lama de rejeito da mineragéo.

Quadro 2. Resultados dos laboratérios da RRDM para andlise de metais.

AA06TS7 AA06P69
Ensaio AA06GCK AAO06BLN (Laborat6rio de (Laborat6rio
(LEA — LabPetro) (LEC-UFMG) Determinagdes- LABGAM-
FURG) Oceanografia)
Bario Satisfatério Satisfatorio Satisfatorio Satisfatério
Cadmio Satisfatério Satisfatério Insatisfatério Satisfatério
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AA06TS7 AA06P69
Ensaio AA06GCK AAO06BLN (Laborgtério de (Laboratério
(LEA — LabPetro) (LEC-UFMG) Determinages- LABGAM-
FURG) Oceanografia)
Chumbo Satisfatério Satisfatério Satisfatorio
Cobre Satisfatorio Satisfatorio Satisfatorio Satisfatério
Cromo Satisfatério Satisfatorio Insatisfatério Insatisfatério
Ferro Satisfatério Satisfatério Insatisfatério
Manganés Satisfatorio Satisfatdrio Insatisfatorio Satisfatério
Niquel Satisfatério Satisfatdrio Satisfatério Satisfatério
Zinco Satisfatério Satisfatério Insatisfatério Satisfatério

Estabilidade é a capacidade do instrumento de medicdo de conservar suas caracteristicas
metrologicas. A estabilidade de um instrumento é obtida através da medicao repetida, em momentos
diferentes, com o mesmo instrumento e sobre a mesma amostra. Representa a quantidade de
variacdo total na tendéncia do sistema ao longo do tempo. Os fatores que podem afetar a
estabilidade sdo: desgaste do instrumento de medicdo; mudanca de temperatura; e umidade.
Levando em consideracdo o curto espaco de tempo para os ensaios do PEP, o principal fator a

provocar a estabilidade nos ensaios é o desgaste do instrumento de medicao.

O laboratorio LEC-UFMG apresentou desempenho satisfatério para estabilidade no ensaio de todos
0s metais. O laboratério LEA-LabPetro apresentou desempenho satisfatério para estabilidade no
ensaio de todos os metais, exceto para o ensaio de cadmio (Quadro 3). O Laboratério de
Determinac¢des-FURG apresentou desempenho insatisfatorio para a estabilidade nos ensaios de
cadmio, ferro, manganés e zinco. Adicionado aos desempenhos insatisfatérios (exceto para o ferro
cujo desempenho foi questionavel) para os mesmos metais, os resultados do Laboratério de
Determinacdes-FURG podem ser questionados quanto a sua validade durante a elaboragéo de
relatérios. O Laboratério LABGAM-Oceanografia apresentou desempenho questionavel para a
estabilidade no ensaio de chumbo e desempenho insatisfatério para ferro. Os resultados para ensaio

de ferro pelo LABGAM-Oceanografia sao insatisfatérios.

O LEA - LabPetro seguiu os métodos para ensaios recomendados pela RMMG e seus resultados
foram satisfatérios. De forma oposta, 0 LEC-UFMG néo utilizou nenhum dos métodos recomendados
pela RMMG para os ensaios, entretanto seus resultados foram todos satisfatérios. Estes resultados

sugerem que a metodologia adotada pelo LEC-UFMG pode ser uma boa alternativa para a Rede.

Quadro 3. Resultados dos laboratérios da RRDM para estabilidade na analise de metais.

AAO06TS7 AA06P69
Ensaio AA06GCK AAO6BLN (Labora.lt(’)rio de (Laboratério
(LEA — LabPetro) (LEC-UFMG) Determinacdes- LABGAM-
FURG) Oceanografia)
Estabilidade (Cadmio) Satisfatério Insatisfatorio Satisfatério
Estabilidade (Chumbo) Satisfatério Satisfatério Satisfatdrio
Estabilidade (Ferro) Satisfatorio Satisfatério Insatisfatério Insatisfatorio
Estabilidade (Manganés) Satisfatério Satisfatério Insatisfatorio Satisfatério
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AAO6TS7 AA06P69
Ensaio AA06GCK AAO06BLN (Laborgtério de (Laboratorio
(LEA — LabPetro) (LEC-UFMG) Determinacdes- LABGAM-
FURG) Oceanografia)
Estabilidade (Niquel) Satisfatério Satisfatério Satisfatério Satisfatério
Estabilidade (Zinco) Satisfatério Satisfatério Insatisfatorio Satisfatério
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