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PREFACE/ PREFACE

Le 20° colioque annuel de toxicologie
aquatique & eu lieu au Chéteau
Frontenac & Québec du 17 au 21
octobre 1993. L'atelier a8 regroupé 13
séances plénidres, 88 exposés, 56
affiches et 7 activités paralléles. Il y
eut une participation de 367 personnes
dont plusieurs conférenciers invités
internationaux et nationaux.

le 20° coliogue annuel de toxicologie
aquatique continue une série de
discussions tenues snnuellement au
Canada sur ies méthodes de mesures
de toxicité et les parcours des
contaminants dans ['environnement
aguatigue.

En 1973, les participants au 1%
colioque se limitaient a quelgues
douzaines de fonctionnaires fédéraux
soucieux de comparer des méthodes de
bioessais. En 1993, la participation au
collogque s'est élargie et a atteint
quelgues centaines de personnes des
milieux gouvernementaux, industriels,
universitaires et de la consultation,
issus de divers pays. Les sujets traités
se sont agalement diversifiés au cours
de ces années. Les biotests continuent
a susciter un intérédt évident mais des
perspectives pius larges s’y ajoutent
comme par exemple les biomarqueurs,
I'évaluation de risque et le devenir des
substances toxiques,

En cette période difficile, I'organisation
d'un tel éveénement exige la
participation financiére de plusieurs
organisations. Nous remercions
vivement les différents parrains qui
nous ont aidés a surmonter ce défi et
permis d’ apporter plusieursinnovations,

Ces colloques sont planifiés par un
comité international de direction. Leurs
comptes rendus sont publiés avec le
support . du ministére des Péches et
QOcéans du Canada.
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The 20" Annual Aquatic Toxicity
Workshop was held at the Chéateau
Frantenac in Quebec city on Qctober
17-21, 1993. The Workshop included
13 plenary presentations, 88 platform
papers, 56 posters and 7 paraliel
activities. Total attendance was 367
and includes several international and
national invited speakers.

The 20* Annual Agquatic Toxicity
Woaorkshop was on of a continuing
saries of annual workshops in Canads
on toxicity testing methods, and
pathways of contaminants in  the
aquatic environment.

In 1973, participation in the 1"
workshop was limited to a few dozen
public servants wishing to compare
methods used for bioassays. In 1993,
participation has expanded to include
hundreds of scientists from
governments, industries, universities
and private consulting companies,
coming from different countries,
Topics have also evolved over the
intervening years. Toxicity testing is
still of grest interest, but broader
perspectives such as biomarkers, risk
assessment and the fate of toxic
substances are now discussed,

In this period of financial restraint, the
staging of this kind of event
nacessitates financial support from
many organizations. The Committee is
very grateful to the different sponsors
who have contributed to make this
event successful and innovative.

These workshops are run by &n
international steering committee. The
proceedings are published with the
department of Fisheries and Oceans
Caneda.
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Le Comité tient & rendre hommage 3 la participation appréciée du regretté SERGE
FRIAR de I'Alcan, qui est subitement décédé au printemps 1983: nos pensées vont
vers lui.

The Committee whishes to pay tribute to the significant contribution of SERGE FRIAR,
of Alcan, who suddenly passed away last Spring. He remains in our memory.
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PROGRAMME/PROGRAM

Lundi, 18 Oct.

AM/PM Monday, Oct. 18

08h4s Intreducsion (R, VAN GOILLIE}
08h00 L'importance de la toxicologie aguatique pour la santé humaine
Impact of aquatic toxicology on human health
A NANTEL
Session  Biodégradation des contaminams Evaluation dcologique des substances Biomargueurs en santé humaine et
Biodegradation of contaminants désignées prioritaires par la LCPE des écosystémes
Ecological assessments of priority Biomarkers in Human & Ecosystem
substances under CEPA health
t0h156 introduction (R.Siron) tntroduction (R, Kent/ D.R.J. Moore) introduction {J.G. Bontoux)
10020  » Etude microblologique de la dégradation de » 'The CEPA priority substances assegsment Contérencier d'ouverture (30 min)
composés aromatiques polluants program Keynote speaker {30 min}
BISAILLON J.6, R, BEAUDET & F. LEPINE MzBAM D.C, A. CHENIER, C. FORTIN & D R.J. MOORE » Biomarkers in ecasyatem health monitoring
: METCALFE C.D
10h40 wagutite ! continued = Current tramework used 10 conduct ecolngleal
nents of priority wes under CEPA » Commentaires [ Replies (30 min)
MOORE . R4, R. CHENIZR, €. FORTIN & D & McBAIN M. LaFautie
P. Spear
11h00  » Genetics and applicationa of the tod system » Predicting effects of chiorobenzenes on benthic K. H. stunkittrick
LAUP.C K Y. WANG, B, LABBE et al blota: Constraints and approaches P Vaeseur
ELL¥OT B. P. Deschaux
11h20 » Bisdégradation des BPC par les bactéries » Key issues in the ecologieal assessment of P.V. Modson
périphyliques du fieuve 814 aurent chloroethanes
SYLVESTRE M, [. PLANAS & C_ VANIER JONES &
t1h4C  » Blological transformation of sediment PCBa in the = Data gaps and issues assoclated with 1 » Discussion générale (40 min)
Stia oe near the M NY, superiund sito of priority metals in Canada Round table discussion {40 min}
SOKOL R.C, 0.5. KWON, C.M. CHARLOTTE 8 G.Y, RHEE PORTER E.L. FLA. KENT & M. LEWIS
Session  Bioddgradation des confaminants Evaluation écologique des substances Biomarqueurs en santd humaine ef
Bicdegradation of contaminants ddsignées prioritaires par la LCPE des dcosystemes
Ecological assessments of priority Biomarkers in Human & Ecosystem
substances under CEPA health
13has Introduction {R. Siron) Introduction (R, Kent/ D RLJ. Moore) Introduction {P.V. Hodson}
f3h4G  » Blodégradation des hydrocarbures: Curlonité » Ghabenges in the assessment of complex mixtures Contérence d ouverture (30 min)
de laboratoire ou outil opérationnel? in the Canadian environment Keynote speaker {30 min)
B TRAMER CONSTABLE M » Biomarqueurs pour I"#valuation de 1a santé humaine
HAGUENOER J M
14h00 ..8Ulte { pontinued » Groundwater iesues in the assessment of priority
gubstances in Canada » Commentaires / Replies (25 min)
SCHNEIDER U.A RLA KENT &EL PORTER G, Bontoux
# Ayctte
14h20  » Ol spill bloremediztion studies in low—anergy » Data quality lssues for ecologica! assessments A, @itman
ehoreline environments BOEASMA D. M, Fesioy
LEE K &G H. TREMBLAY 5. England
14h40  » Blodegradation of PCP and BTEX In a lab-scale 3 1ige of wikdiife models In the wert of priority

fluidized bed bioreactor
LEIJ & J.L SANSAEGHEY

subsianves in Canada
LLOYD .M. & L. BROWNLEE

» Discussion générale {35 min)
fRound table discussion (35 min)

xXxviii



Mardi, 19 Oct.

AM

Tuesday, Oct. 19

Session

08h30
08h4a0

Goh00

09h20

09h40

1¢h20

10h40

11h00

11h20

11h40

Microbiotests Mercure dans I'environnement Evaluation écotoxicologique
Micro-scale bivassays aquatique nordique de risque
Mercury in the northern aqtatic Ecotoxicological Risk Assessment
environment
introduction (K. Lee) Introduction (R. Schetagne) introduction {G.W. Suter)
» The status and future of marine microscale toxicity » M 7 In Swedish torest wolls and waters - » Ecological risk assessment for the terrestrial
teaty Asgessment of critica ioad anviccnment
WELLS P G JOHANSSON K, JL DURDA
» Eyaluation de ka toxicité de composés péiroliens st .. guite | continued ... suite ] eontinued
d'agents de traiternent avec i test sur
P, phosphoraum
SIHON R & £. PELLETIER
» i dép ge des pubay génotoxigues dans » Mercury methyiation activity of sediments from » Adframework for the environmental risk essessment

les mélanges complexes & Falde du S0S Chromotest

LEGAULT R

¥

Living luminescent blosensors to monHor aguatic

poliutants and determine their underlying
mechanisms of toxicity

DUBOW M.5, A, GUZZO, 8. BRISCOE o al.

1o test JAYLET (ou test mictonoyau triton):
un nouvel outil pour fa détection in vivo de fa

‘ .
H

FERRIER ¥, |.. GAUTHIER, C. ZOLL-MOREUX & J. L'HARIDON

& dos aoux d

Deveioprnent of envir imp

¥

tests based on the axcenzyme activity ¢l indipenous
bactaria

LEE K, & R, LARDCQUE

¥

Algas ag 10ols in aguatic toxiclly tests

NALEWAKO C,

¥

Applications pratiques avec microalgues pour
"évaluation des dangers de contaminants
relargués en millieu agquatique

BLARE C.

¥

DPevelopment and validation of 4 new, rapid und

[Py i
-t pre 1

y for pulp and paper
effluents

GLRONG.L, D H LYNN & 1P, SCHOGGING

¥

¥

T

Mississagi river reservolrs

ACDGERS D.W.

Wetlands as important sources of methyl mercury
to boreal forest ecosystems

ST-LOUIS Vi, JW. RUDED, C.AKELLY et sl

Sources and tate of mercury in hydroelectric
reservoirs of northern Québec
LUCOTTE M, C. HLLAIRE-MARCEL | A MUCCI et 3t

Exposition ay mercure de batbezards digvés sur
fes territoires de la Bale James ¢t
de la Baie ¢'Hudson

DESGRANGES JL, J. RODFAIGUE, 8. TARDIF et al,

Evaluation de I'exposition des pdchaum spotits
québéeois au méthyt mercure; Résultass
préliminalres d’une étude pliate

GRENIER A M, £ DEWAILLY & 5 GINGRAS

indications of increased Hg inputs to northern
Canadian lakes as a result of atmospheric fallout

LOCKHART W.L

... stilte [ continued

Xxix

of contaminated sediments

T.M. DRL.ON

... sulte / continued

» Concepts and methods for assessing ecologlcal
risks in a waterashed context

5.M. BARTELL

.- Buite / continued

» ERA prospects for the end of the 1990's

a.W. SUTER

... tuite | continued

» Dhscussion



Mardi, 19 Oct.

PM

Tuesday, Oct. 19

Session  Microbiofests

13h35
13h40

14h00

14h20

14h40

Micro-scale bioassays

Bivaccumuliation des contaminants
Bioaccumulation of contaminants

Fvaluation des effets
Effects Assessment

Introduction (K. Lee)

» Développemants de mbthodes pour fes tests de
toxiciid sur les liguides et les addiments en utilisant
des invertéhrés marine provenant des régione
arctiques de Arsdrique du Nord
FIEBEL P.N. & . GANDIA

» AJapanese medaka egg exposure protocol for

ing the p of sedi Hiated
esmbryo toxicants

BALCH G .C, J.5. GOUDEY £ C.b. METCALFE

» Selsction of

y + ¥e based upon

organistn senshivity

GREENE J.C

» Application ol sediment bioassays for the
environmmental assessement of coean dump sites

TAY KL, K.G. DOE, AJ. MacDONALD et a!.

introduction {P. Couture}
» Meroury bloascumutation by fisk and erabs ina
‘Texas bay: A mxiefing approach

ENGEL D.W. & D.W. EVANE

» Sorme aspects on the role of & marine microalga in
the fate of tributyltin in marine waters

S1-LOUIS A, E. PELLETIER, P MARSQT & R FOURNIER

» A laboratory and field-based determination of the
elimination and uptake rate constants for PCBs in
D, polymorpha
MORRISON H.L, R LAZAR & G.D. BAFFNER

» La macroautoradlographle: un cutll pour les
études de toxicologle environnementale

ROULEAU C, E. PELLETIER & H. TIALVE

XXX

tntroduction {A. Mudroch)}
» Atesl ol aquipotency of internat byrdans of nine
nafcotic chemicals using 0. magna

PAWLISZ A & A PETERS

quati Hy of mbaures:

Gan toxicant body residues advance the state

of the art?
MeCARTY L.5. 8 D. MACKAY

» Modelling population exposure-response funclions

for use in environmental 1isk assessment

POWEA M, DG DIXON & 4. POWER

» A bloenergetic approach to chronic toxicity
agsesstnent

MONITA D MA, HM GRAY B AW DAVIES



Mercredi, 20 Oct.

AM

Wednesday, Oct. 20

Session

08h30C
08h40

08h00

08h20

09h40

10h20

10h40

11h00

1th20

11h40

Plan d’action Saint-Laurent
St.tawrence River Action Plan

Hydrocarbures aromatiques
polycycliques
Polycyclic aromatic hydrocarbons

Effluents industriels et gestion
environnementale

industrial effluents and
environmental management

introduction {R. Del.adurantaye)

» indicatesr CHIMIOTOX pour ies effiuents
industrisls
MRICHESHNEAU G, & &, LEGAULT

» Baréme d'évaluation de Fécotoxicité potentielie
des effiuents industriels

BERAMINGHAM N C. BLAISE & D BOUDREAULT

» Métaux traces dans fes eddiments du St-Laurent

LORRAIN 8, A CARIGNAN & K LUM

» Gedimentary record, isotopic composition and
burden of indusgtrial fead in the Laurentian

trough sedbnents
GGBREIL C.

» Distribution and relative toxicity of PCDDs, PCDFe
and planar PCBs In the Laurentian trough sediments
LERFUF M C QoBEL, ¢ BROCHU & 3. WOORE

» Eaquisee d'un réseau de survellance
écotoxicologique do ia faune du St-Laurent
RAODRIGUE J., 3. DESBRANGES & . CHAMPOUX

» Fish as indicators of heavy metal poliution in the
St.Lawrence Rivar

SLOTERDLIK H.H, J. BUREAU & A M. PRUD'HOMME

» Pelative MFO activities in caged white suckers
exposed to diffuse contamination In the
1.1 awrence river

BUREAY 5., A K. PRUD'HOMME 8 H.H, SLOTERDUK

» Ecologie des grands fleuves

ANGELIER E

*

]

z

*®

introduction {J. Gearing)

PAHa in envitonmental sampies from Kitimag
Arm, B.C.

CRETNEY W.J. 8D GOYETTE

" PAHS in sediments of isolated northern

Canadian iakes

LOCKHART WL, B N BILLECK, P. WiLKINSON ¢t al

PAHs in sediments of the St.Lawrenop estuary

GEARING J.N, P4 SEARING, ¥ NOEL & JN. SMITH

130112C ratios of Individual PAH from marine and
estugrine sediments

O'MALLEY V.P, T A ABRAJANO, J HELLOU ot a!

in shtu sediment bioremediation in Hamilton
harbour and St Marys river

MURFPHY T, A, MOLLER, §. THACHUK et al

PAH analysis and eeotoxicological testing of
Athabasca river water and sediment
BROWNLEE B.G, G.A MpoINNIS, B.J. DUYHA et at

Meiaholism of PAHS by brown bulthead

SIKKA K.C, 4. PANGREKAR, P. KOLE ef al.

Aromatic DNA-adducts in beluga whales from
McKenzie deita and gulf of St.L.awrence

AAY &

Use of the bacterial luminescence assay 1o
delineate porewater comtamination with PAH in
an Alberta river

HAMILTON H.A, B.R TAYLOR 8 J.E QDUDEY

XXxi

*

introduction (R. Parker)
Quaiité de 'eau brute pour Palimentation en eau
potable et perspectives d'avenir

THEBERGE 5, §. PRBAEAY, . McCORMACK & ¥. BRIMARD

Research requirerments for the developement of
Canadian waler quality guidelines

BROWND.J. R A KENT. P.Y CAUX & 5. WALKEH

Les objectils snvironnomentiaux de rejet potr fes
sources ponctuelles et le cadre tégal au Québec
SINQTTE M,

Feview and summary on joint action toxicity
10 aquatic organisms

BUGHMAN M F.

Bollet blowdown toxicity reduction tests

RODGEAS D.W,

Acute toxicity of oit sands wastewater:
# toxie balance

VERBEEK A.G., W.C. MRcNAY & M. MackINNON

Hentification of the toxic constituents (TIE) in a
BGTMP mill effluent

GOUDEY L5, M. FRFTH, J. HANSEN & M. BRAOWN

Le eulvl des écosystémes agualiques dans
Findusirle paptidre canadienne: Grandes lignes et
woriertations fulures

AHEBEL PN &AM TYLER

Enviro tal jate and et

of bleached pulp
mifi elifuents: Follow-up siudies on dioxin, EROD
Induction and the role of ditary pathways.

KLOEPPER-SAME P, E. BENTON L. STEEVES et al



Mercredi, 20 Oct.

PM

Wednesday, Oct. 20

13h3s5
13h40

14h00

14h20

14h40

15h15

Microcosmes & Mgsocosmes
Microcosms & Mesocosms

Biornarqueurs

Biomarkers

Effivents industriels et gestion
environnementale

industrial effluents and
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RESUMES DES SESSIONS/ SESSION SUMMARY

BIODEGRADATION DES CONTAMINANTS
Lundi, le 18 octobre 1993, A.M. et P.M.

Quels gue socient les systémes aquatiques {eaux
souterraines, eaux de surface, milieux
estuarien/marin, effiuents), les processus biotiques
jouent un rOie important dans la dégradation des
contaminants organiques et par conséquent dans la
réduction de la toxicité des milieux poliués. De la
minéralisation aérobie des
monoaromatigues et des HAP & la fermentation des
composés phénoligues ou & ia déshalogénation des
BPC dans les sédiments, la dégradation microbienne
utilise de multiples voies métaboliques selon les
conditions ambiantes et les polluants. La sélection de

hydrocarbures

souches bactériennes spécifiques, les améliorations
génétiques ou le développement de bioréacteurs
permetient maintenant d'accroitre P'efficacité des
biotraitements d’'effluents industriets. D’autre part,
une meilleure connaissance de la biodégradation
naturelle a conduit au développement et au succés
des programmes de biorestauration de sites
contaminés, en particulier 3 ia suite de déversements
pétroliers. Enfin, un processus moins connu mais
tout aussi passionnant est la dégradation de certains
contaminants organc-métaliiques  résultant  du
métabolisme de macro-organismes. A travers ces
divers aspecis de la biodégradation de composés
xénobictigues, cette session donnera 'occasion aux
chercheurs concernds de discuter et de faire le point
des recherches actuelles sur le sujet.

Responsable

Convenor

BIODEGRADATION OF CONTAMINANTS
Monday A.M. and P.M. October 18 1993

Whatever the aquatic system {(groundwater, surface
water, estuarine/marine waters, wastewater}, biotic
pracesses play an important role in the degradation
of organic contaminants and further in the toxicity
reduction of polluted environments. For example,
from the aercbic mineralization of monoaromatic
hydrocarbons and PAH's to the fermentation of
phenolic compounds or the dechlorination of PCB’s
in  sediments, microbial degradation involves
numerous metabolic pathways according to the
ambient conditions and the pollutants. The selection
of specific bacteria, genetic improvements or the
development of bioreactors now allow increased
effectiveness in the biotreatment of industrial
wastewaters. On the other hand, a better knowledge
of natural biodegradation processes has led to the
successful development of bioremediation programs
for contaminated sites, particularly after oil spills.
Finally, a less known but exciting process is the
degradation of some crganometallic contaminants
resulting from macroorganism metabolism. Through
these various aspects of the biodegradation of
xenobiotics, this session will give the opportunity to
scientists concerned with the topic to discuss and
evaluate current research.

Robert Siron

Université du Québec, Institut nationsf de la recherche scientifigue,

INRS-Ouéanoiogie, Rimouski
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EVALUATION ECOLOGIQUE DES SUBSTANCES
DESIGNEES PRIORITAIRES PAR LA LCPE
Lundi. le 18 octobre 1993, A.M. et P.M.

La Loi Canadienne de Protection de I'Environnement
{LCPE} prévoit que e gouvernement fédéral, d'une
part, réalise des évaluations écologigues sur les
substances désignées prioritaires en vue de
déterminer si celles-ci causent ou peuvent causer des
effets néfastes a {"environnemant. Des évaluations
écologiques ont été complétées pour 44 substances
dont des composés organiques volatiles, des
organochiorés, des métaux, des mélanges et des
effluents.  Cette session se penchera sur le
Programme d’évaluation des substances désignées
prioritaires, sur le cadre d'évaluation, ainsi que sur
les questions scientifigues gue le programme a d0
surmonter 3 ce jour, Les différentes collaborations
avec la communauté scientifique seront décrites, et
ies avenues possibles pour améliorer ces liens seront
examinées au cours d'une discussion libre a Ia fin de
la session.

Aesponsabiies

Convenors

R.A. Kent

ECOLOGICAL ASSESSMENTS OF PRIORITY
SUBSTANCES UNDER THE CANADIAN ENVIRON-
MENTAL PROTECTION ACT [CEPA}]
Monday A.M. and P.M. October 18 1993

The Canadian Environmental Protection Act (CEPA)
requires the federal government, in part, 1o conduct
ecological assessments on pricrity substances to
determine whether they cause or may cause harmful
effects to the environment. Ecological assessments
have been completed for 44 substances that
includes volatile
organochlorines, metals, mixtures and effluents.
This session will describe the Priority Substances
Assessment Program, the assessment framework,
and the many scientific issues that have confronted
the prograrmn to date. Current linkages with the
scientific community will be described, and possible
ways to enhance these linkages will be examined
during an open panel discussion following the

organic compounds,

session.

Eco-Heaith Branch, Environment Canada, MHull
D.R.J. Moore
Commercial Chemicals Branch, Environment Canada, MHufl

XXXVi



BIOMARQUEURS EN SANTE HUMAINE ET DES
ECOSYSTEMES

Lundi, Ie 18 octobre 1993, A.M. et PM.

Cette «Table-Ronde» vise & faciliter les échanges
d’idées entre des toxicologues du milieu de la santé
humaine et de la santé des écosystémes au sujet de
"exposition aux polluants. Les progrés récents dans
ie développement des biomargqueurs pour I"évaluation
de la santé vont Btre présentés par deux
conférenciers principaux. Chaque membre de la
«Table Ronde» participera aux discussions, et
I"'auditoire pourra se joindre au débat en fin de
journée,

BIOMARKERS IN HUMAN & ECOSYSTEM HEALTH

Monday A.M. and P.M. October 18 1993

This «Round-Table» will provide an opportunity for
the exchange of ideas among toxicologists
concerned with assessing the health of humans and
ecosystems in response 1o the discharge of
pollutarts. Recent advances in the development and
use of «biomarkers» in health assessments will be
presented by two keynote speakers. The «Round-
Tabie» participants will respond to these
presentations, and the general audience will be
invited to join the Discussion at the end of the day.

Responsabies Peter V. Modsen
Convenors Environment Ganade, Burfington, Ontario
Jean G. Bontoux
Univarsité de Montpeliier, Mantpellier, FRANCE

2 conférences principales et «Table-Rondes avec 11 participants
2 Keynote addresses and wFound-Tables with 11 participants
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MICROBIOTESTS
Mardi, le 18 octobre 1983, A.M. et P.M.

Lintérat pour e développement et I'application des
microbiotests a augmenté considérablement dans le
domaine de l'écotoxicologie aguatique au cours des
10 & 16 derni¢res années. Sachant gue limpact
environnemental d’une substance toxigue ne peut
&tre prédit avec fiabilité & partir des tests utilisant
des espéces indicatrices seulement, on reconnait de
plus en plus le besoin de développer des tests
permettant d’'évaluer {"impact 4 des niveaux multi-
trophigues. Conduits avec des bactéries, des micro-
algues, des protozoaires, de petits invertébrés e1 des
cultures cetlulaires eucaryotiques, les microbiotests,
représentant un segment réaliste du biocte,
deviennent des outiis essentiels dans les études
écotoxicologigues.  Simples et peu colteux, les
microbiotests sont  utilisés réguliégrement au
laboratoire en vue de prioriser et de dépister des
produits chimiques potentiellement toxiques. De
plus, ces microbiotests s'avérent prometteurs pour
ies évaluations d’impact environnemental, puisqu'ils
peuvent détecter rapidement des poliuants
{organiques et inorganiques) dans des échantilions
figuides/sédiments complexes . Le développement et
I"écologie potentielle, les aspects génétiques, la
biotechnologie et l'immunochimie de microbiotests
seront présentés et discutés au cours de cette
session.

Responsasble

Canvenor

MICRO-SCALE BIOASSAYS
Tuesday A.M. and P.M. October 19 1993

Interest in the development and application of micro-
scale bioassays (microbiotests) has increased
dramatically in the field of aguatic ecotoxicology
over the past 10-156 years. With conclusive
evidence supporting the premise that the
environmental impact of a toxicamt cannot be
predicted accurately with tests using single indicator
species, there is now a recognized need for the
development of multi-trophic  level impact
assessment tests. Conducted with bacteria, micro-
algae, protozeans, small invertebrates, and
eucaryotic cell-culfures, micro-bicassay tests
representing a realistic cross-section of the biota are
becoming an essential part of ecotoxicological
studies. Simple and cost-effective, micro-bioassay
tests have been routinely employed in the laboratory
to rank and screen potentially toxic chemicals. In
addition, these tests hold great prom}se for
environmental impact assessments, since they
enable the rapid detection of toxic poliutants {both
organic and inorganic) in complex liquid/sediment
samples. The develapment and potential ecology,
geneﬁcs, biotechnolagy, and immunochemistry are
presented and discussed in this workshop session.

Kenneth Lee
instirut Maurice-Lamontagne, Mont-Jofi
Péches ot Océans Canads
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MERCURE DANS L'ENVIRONNEMENT AQUATIQUE
NORDIQUE

Mardi, le 19 oclobre 1993, A.M.

D'origine géologique, e mercure est naturellement
présent dans !'air, I'eau, les sols, les animaux et les
humains. Des études récentes ont démontré que les
concentrations dans les milieux naturels ont
augmenté de fagon importante depuis avénement
de I'¢ére industrielle, par le transport atmosphérique
& lonpue distance. De plus, une reiation de cause &
effet a €té établie entre la création de réservoirs et
I"augmentation des teneurs en mercure dans les
poissons. Une consommation importante de
poissons & teneurs élevées en mercure peut 8ire
gangereuse pour les animaux et ies humains., Cette
session vise I"échange entre différents intervenants
impliqués dans le dossier mercure sur des sujets
aussi variés que le transport atmosphérigue du
mercure, son cheminement dans I'environnement, sa
biogéochimie en réservoirs nordigues et son transfert
aux consommateurs de poissons.

MERCURY IN THE NORTHERN AQUATIC
ENVIRONMENT
Tussday AM. October 19 1533

Originally from geological sources, mercury is
naturaily present in air, soils, water, animals and
Man. Recent studies have demonstrated that
concentrations in natural environments have greatly
increased since the industrial ape as a result of
atmospheric fallout. Moreover, & cause-and-effect
relationship has been found between reservoir
creation and increased mercury concentrations in
fish. Regular consumption of fish with high mercury
levels may be dangerous for animals and Man. This
session will provide an opportunity to exchange
views on a number of aspects of the mercury issue,
such as atmaspheric transport, fate and pathways in
the environment, biogeochemistry in northern
reservoirs and transfer to animals and Man,

Aesponsable Roger Schetagne
Convenor Hydro-Québec, Vice-président environnement, Montréal
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EVALUATION ECOTOXICOLOGIQUE DE RISQUF
Mardi, le 19 octobre 1993, A.M.

ECOTOXICOLOGICAL RISK ASSESSMENT
Tuesday A.M. October 19 1993

On a assisté au cours des dernigres années & une
évolution fulgurante du développement et de
{"application de I'évaluation écotoxicologique de
risque (EER). Cette session vise justement 3 faire le
point sur les concepts et les approches les plus
récents de cette discipline. Elle s’adresse aux
I'EER
connaissances, aux scientifiques oeuvrant dans des

praticiens de voulant parfaire leurs
domaines connexes et désirant contribuer a son
déveioppement et 4 son application, ainsi gu'aux
gestionnaires devant intégrer I'EER a leur processus
décisionnel. Les conférenciers aborderont le
développement et Papplication de ces méthodes
d'évaluation pour des probiématiques reliées aux
milieux terrestre, aquatique et sédimentaire,
individuellernent ou en combinaison. Une attention
particulidre sera accordée aux perspectives de

développement de cette discipline.

Responsable

Convenor

Ecotoxicological risk assessment (ERA) has evolved
rapidly in recent years, both at the conceptual level
and in the applications area. The aim of this session
is to review the most recent concepts and
approaches in this field - it has been designed to
appeal to ERA practitioners interested in learning of
the current state-of-the-art, to scientists working in
related areas who may wish to contribute to the
development and appiication of the ERA approach,
and to environmental managers who need to
incorporate ERA into their decision making process.
The speakers will address the development and
apgiicatiun' of these methods to probiems in the
terrestrial, aguatic and sedimentary environments,
considered separately or jointly. Particular emphasis
will be accorded to the perspectives for future

developments in this field.

Louis Marte!

Ministére de I'Environnement et de la Feune du Québee,

Direction des laboratoires, Sainte-Foy
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PLAN D'ACTION SAINT-LAURENT
Mercredi, le 20 octobre 1993, AM.

Durant & ans, 1988 -1993, |e Plan d'action Saint-
Laurent 1 a initié plusieurs développements en
écotoxicologie pour te suivi des contaminants dans
le milieu aquatique. Entre autres, des outils ont é1é
mis au point pour une é&valuation «multimédias de
I"écotoxicité  des wmélanges de contaminants
déchargés par les effluents industriels dans le fleuve,
et pour un calcul de leur toxicité potentieile. Le
devenir des contaminants est également examingé,
notamment leur dépdt  sédimentaire et leur
bioaccumulation. Leurs effets biochimigues a court
terme chez les poissons ainsi qu'un choix de
bivindicateurs pour un réseau de surveillance
écotoxicologique ont aussi été précisés.

Responsable

Convenor

xli

ST. LAWRENCE ACTION PLAN
Wednesday A.M. October 20 1993

Over the past five vyears, 1988-19893, the St
Lawrence Action Plan (Phase |) has involved several
ecotoxicological initiatives. Some of these initia-
tives, designed {0 monitor toxic contaminants in the
St. Lawrence River system, will be discussed in this
session. Tools have been developed for the
«multimedia» evaluation of the ecotoxicity of
contaminant mixtures discharged to the river in
industrial effluents, and for the calculation of an
index of their potential toxicity. The fate of
contaminants has aiso been addressed, with
particular emphasis on their sedimentation in the
various fluvial lakes making up the St Lawrence
system and their bioaccumulation; the short-term
effects of this bicaccumulation have also been
studied, in fish, Fipally, potential bioindicator
species for an ecotoxicological monitoring network
have been identified.

Raymond Ven Coillie

Environnement Canada, Direction de Is protection, Montréal



effluents des colonnes XADpH7 et des colonnes XADpH2;
extraits de filtration aux concentrations de 32 et 100 ml

égquivalents/litre;
extraits de colonnes XADpH7 et XADpHZ aux concentrations

de 32 et 100 m]l équivalents/litre,

La durée du traitement a été de 12 jours dans tous les cas,

d - Effluents d'une unité de production de péte & papier

Les eaux usées de ce site ont été testées a deux périodes
différentes (mars 1991 et octobre 1991). Entre ces deux
campagnes de préldvement est intervenue une modification du
procéde de blanchiment de la p#te & papier (passage du
blanchiment au chlore au blanchissement & 1'oxygane).

Quatre types d‘'échantillons ont 4té testés:

lreffluent brut en sortie d'usine {aprés lagunage);
le panache de l'effluent dans la rividre voisine 50 m

environ en aval du peint de rejet;
- l'échantillon rivigre aval 2000 m apr2s l’usine.

A l'exception de l'effluent qui a dd &tre dilué de moitié, les
autres échantillons ont pu étre testés A l'état brut. La durée
d'exposition a été de 12 jours dans tous les cas.

e~ Eaux de la riviére Saudrune

La Saudrune est un petit effluent de la Garonne, dont le
confluent se situe 3 l'entrée de la ville de Toulouse. Le cours
inférieur de la riviare collegte, outre les saux issues d'une
des stations de traitement des eaux usées de Toulouse, celles
d'un collecteur d'eaux pluviales desservant la zone sud de la
ville et diverses zones industrielles (ateliers de traitement de
surfaces et de textiles, industrjes chimiques). Les eaux de la
saudrune sont, 4 ce niveau, considérées comme de mauvaise sinon
trés mauvaise qualité pour divers param@tres (notamment azote
ammoniacal, phosphates, nitrates, cadmium, détergents
anioniques). Elles ont pu toutefois étre tesgtées a l*état brut
{novembre 1991). La durée d'exposition a été de 12 jours.

RESULTATS

1. fTanneries

Le test réalisé en octobre 1985 montre une augmentation significative
du taux d*érythrooytes micronuclées chez les larves exposées aux eaux
du padou contaminées par les eaux usées des tanneries. Cette
augmentation est proportionnelle & la concentration de l'effluent dans
le milieu 2 l'essai. Quatre ans plus tard, l'effet génotoxique n'est

plus détectable (fig. 1).
2. Raffinerie

Une induction de micronoyaux a &té observée chez les larves soumises
a2 l'effluent dilué (250 ml/litre). Les échantillons amont et aval, a
la méme concentration, n‘'ont pas présenté dreffet génotoxique.
L'allongement de la durée d'exposition de 8 & 12 jours n'a pas modifié

le résultat (fig. 2).



3. Industrie pétrochimique

a - Génotoxicité des eaux usées avant stérilisation

Les eaux usées du complexe pétrochimigue ont entrainé une
augmentation significative du taux d'erythrocytes micronucléédes
chez les larves de pleurodéle aux deux concentrations testées
(32 et 100 ml/litre}. Un effet dose net a été obeservé (fig. 3).

b - Génotoxicité des eaux usées aprés irradiation

La stérilisation des échantillons aux rayons y ont entrainé une
diminution de l'effet génotoxique, statistigquement significative
toutefois uniquement & la concentration de 100 ml/litre (fig.

3.

o - Effets des procédés de concentration et dlextraction des
composés organiques (filtration et adsorption sur résines
XAD) .

Les extraits de filtre ont entraliné un résultat positif aux
concentrations de 32 et 100 ml &quivalent/litre. Il en a été de
méme pour les extraits des colonnes excepté celui de la colonne
XADpH2Z 2 la concentration finale de 32 ml/litre (VAN der GAAG et
al., 199%0). Un effet positif a été observé chez les larves
exposées aux effluents des colonnes XADpH7 et XADpH2 (fig. 3).
On peut en conclure que des substances génotoxigues subsistent
dans 1'sau aprés passage & travers les deux colonnes. Les
analyses physico-chimiques effectudes par les auteurs de cette
étude (VAN der GARG et al., 199%0) ont d'ailleurs révélé qu'apras
les divers traitements, l'effluent contenait encore plus de 50%
du carbone organigue dissout et environ 30% de la fraction CaoX.

4. Papeterie

Aucun effet génotoxique n'a été observé chez les larves exposées aux
divers échantillons testés, quels que soient les procds de blanchiment
mis en ceuvre (fig. 4).

5. Riviére saudrune

Les eaux de cette riviére se sont révélées légerement génotoxigues 2
1*état brut (fig. 53.

DISCUSSION

Plusieurs travaux antérieurs avaient démontré gue le test micronoyau
triton eat un mod2le sensible et fiable pour la détection des
substances génotoxiques présentes dans l'eau (SIBOULET et al., 1984;
GRINFELD et al., 1986, JAYLET et al., 1986a; JAYLET et al., 1987; Z0LL
et al., 1988; FERNANDEZ et al., 1989; GAUTHIER et al., 1989; JAYLET et
al., 19%0; GAUTHIER et al., JAYLET et 2Z0LL, 1990; GAUTHIER et al.,
19290; L*HARIDON et al., 1993; FERNANDEZ et al., 1993).

Les présents répultats confirment la capacité de ce test A détecter la
présence de contaminants génotoxiques relargués dans 1l'environnement
aquatique par divers sites industriels sous forme de mélanges
complexes, méme aprés dilution des échantillons testés. bDes effets-
doses peuvent étre observés (tannerie, industries pétrochimiques).



Les premiers tests effectués en 1985 sur les eaux du Dadou polluées par
le rejets de tanneries avaient été positifs. Le résultat négatif
obaervé quatre ans plus tard peubt &tre dil & plusieurs facteurs. D'une
part, de gros efforts ont été entrepris entre temps en vue de réduire
la pollution par une modernisation des procés de fabrication et le
traitement des effluents avant leur rejet dans la rivigre., Il en est
résulté une baisse sensible du taux de certains micropolluants,
notamment le chrome total. D'autre part, le préldvement de 1989 a &té
réalisé apras la connexion au collecteur des tanneries d'une fabrique
de gélatine, entrainant une augmentation importante du débit de ce
collecteur et par conséguent une dilution accrue des peolluants
génotoxigques en dessous du seuil de détection.

La méme remarque peut &tre faite en ce qui concerne le résultat négatif
obtenu avec l'effluent de la raffinerie de Martigues aprés sa dilution
dans le canal latéral de l'étang de Berre 300 m en aval du point de
rejet. Mais, on ne peut exclure la pogsibilité de réactions
antagonistes entre certaines substances contenues dans l'effluent et
des substances présentes dans le canal (par exemple liaison avec des
substances chimiques ou adsorption sur des particules solides en
suspension). La réponse positive obtenue avec 1'effluent lui-méme est
probablement liée A& la richesse en hydrocarbure lourds et aromatigues,
détectés par analyse en spectrométrie de masse couplée a 1la
chromatographie en phase gazeusa. Des expériences antérieures
effectuées dans notre laboratoire ont &tabli la génotoxicité sur les
larves de pleurcdéle, d*hydrocarbures aromatiques polycycliques tels
le benzola)pyréne, le pyréne, le Dbenz(aj)anthracéne et le
diméthylbena(ajanthracéne & de faibles concentrations (respectivement
0.25, 0.175, 0.187 et 0.012 ppm) (JAYLET et al., 1986a; FERNANDEZ et

L'HARIDON, 1992).

Les résultats obtenus avec l'effluent pétrochimiqgue néerlandais sont
intéressants a plusieurs titres. Premidrement, ils démontrent
l'aptitude du test JAYLET & détecter directement, sans traitement
préalable, la génotoxicité d'un effluent pétrochimigue, ce que n'ont
pu faire, dans les conditions de l'étude (VAN der GAAG et al., 1990)
les tests bactériens mis en oeuvre (AMES et S0$ Chromotest).
Deuxidmement, tous les extraits testés (filtre, colonnes XADpH7 et pH2)
se pont révélés génotoxiques in vivo chez les larves de pleurodéle au
méme titre qutin vitro sur les tests bactériens (& ltexception de
lrextrait de colonne XADpHZ & 32 ml/litre). Troisidmement, le test de
JAYLET a permis de détecter directement une génotoxicité résiduelle
dans l'effluent issu de la dernidre colonne XADpH2, estimée par les
auteurs de l'étude a 25% de la génotoxicité totale de 1l'effluent

industriel brut.

on peut en conclure que, dans le cas de cette étude, le seul recours
aux tests in vitro aurait conduit A une socus-estimation du potentiel
génotoxique de l'effluent testé.

Aucune génotoxicité n'a été détectée avec le test JAYLET sur l'effluent
de fabrique de pate et papier. Cela confirme d'autres résultats
récents, non encore publiés, obtenus dans mnotre laboratoire sur
d'autres sites analogues frangais avec le méme mod2le bicolegique. Ils
sont surprenants, surtout en ce gqui concerne la premidre campagne de
prélavement (mars 1991) réalisée alors que le blanchiment de la pite
a papier au chlore et & l'hypochlorite de sodium était encore mise en
ceuvre sur le site. Une analyse avait alors établi la forte teneur en
chlore libre de 1'effluent (200 ppm). Das résultats obtenus
antérieurement  dans notre laboratoire avajient démontré la
clastogénicité du chlore et des composés chlorés sur les larves de
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pleurodéles (GAUTHIER, 1989: GAUTHIER et al., 1989; GAUTHIER et al.,
1990). prautre part, des études antérieures ont établi la génotoxicité
de divers effluents de papeteries {(MacGEORGE et al., 1985; NESTMANN,
1985). . Une étude réalisée au Centre saint-Laurent de Montréal-
Longueuil sur 15 effluents de ce type d'industrie a détecté la
génotoxicité de 11 d'entre eux au moyen du S0S Chromotest appliqué 3
des échantillons brute (COSTAN et al., 1993). Il serait intéressant
de conduire une étude comparative dans ce domaine, mettant en oeuvre
divers tests de génotoxicité in vitro et le test JAYLET, du type de
celle réalisée sur 1'effluent pétrochimique néerlandais et discutée ci-
dessus.

CONCLUSION

Les résultats présentés ici démontrent gue les traitemente appliqués
aux mélanges complexes en vue de l'utilisation des tests in vitro
{stériligation, filtration, concentration et extraction} conduisent &
la préparation d'extraits qui ne sont pas représentatifs de l'effluent
brut initial. Le recours aux tests In vivo contournent cet
inconvénient, qui pourra toutefois étre levé par la mise au point de
protocoles permettant l'application dréchantillons bruts ou dilués aux
tests Iin vitro (Blaise, 1991). cCependant, méme dans ce cas, les tests
in viveo conserveront plusieurs avantages apécifiques. Premiérement,
ils mettent en oceuvre des espéces agquatiques eucaryotes eXposées
directement aux effluents et phylogénétiquement plus proches de 1‘homme
gque les bactéries. Deuxiémement, la réaction de l+animal prend en
compte les interactions qui se produisent entre divers micropolluants
d'un mélange complet et leur biodisponibilité et elle résulte de mon
métabolisme général. En définitive, les réponses obtenues expriment
non seulement les phénomdnes complexes dqui se déroulent dans
l'organisme entier, mais aussi les interactions entre l'organisme et
son environnement. Le test JAYLET, sensible et fiable, répond a ces
critéres. Il a toute sa place, aux c6tés drautres techniques in vitro
et in vivo, dans la nécesgaire batterie de tests A gsélectionner en vue
de l'évajuation la plus objective possible de l'impact génotoxique des
pellutions antropogénigues sur les écosystémes.
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LEGENDES DES FIGURES

Histogrammes des médianes et de leurs intervalles de confiance au seujl
de sécurité de 95%

Figure 1: Génotoxicité d'effluents de tanneries

L'effluent prélevé en 1985 induit chez le pleurodéle une augmentation
du taux de micronoyaux avec effet-dose. L'effet négatif obtenu en 1990
est en relation avec l'amélioration des technigques de tannage et du
traitement des eaux usées d'une part, & la dilution de l'effluent par
celui d'une fabrigue de gélatine d'autre part.

Figure 2: Génotoxicité d'effluents d'une raffinerie de pétrole

L'exposition pendant 8 jours de larves de pleurodadle aux effluents
prélevés en mars (M) et novembre (N) 1990 provogue une augmentation
significative du taux de micronoyaux. La prolongation du traitement
jusgu’'au 128me jour (N-12) ne change pas le résultat. Apres dilution
dans le canal récepteur des eaux usfes, l'effet génotoxique n'est plus
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détecté.

Figure 3: Génotoxicité d'un effluent d'usines pétrochimiques

Un effet positif accompagné d'un effet dose est observé aux deux
dilutions testées. L'irradiation de l*échantillon diminue le potentiel
génotoxigue (& la plus forte concentration) sans la détruire
totalement. Une génotoxicité résiduelle est encore détectée a la

sortie des colonnes XADpH7 et XADpHZ.
Cas des effluents d'une fabrique de pite A papier

Lors des deux campagnes de prélavement (91/3 et 91/10), aucun des
échantillons testés {(effluent, panache, aval} mne s'‘est révélé
génotoxique sur les larves de Pleurcdéle.

Figure 4:

Figure 5: @Génotoxicité de la riviére Saudrune

Les eaux brutes prélevées en novembre 199] ont présenté a 1l'état brut
une faible génotoxicité.
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EFFETS D'UN NOUVEL AGENT DE TRAITEMENT SUR LA BIO?EGRADHTION DU PETROLE
EN MILIEU MARIN. J. Padr6s(l), R. Siron(2), E. Pelletier(2); et p.
Delisle(3). {1}y Département d‘'océanographie, UQAR; (2) INRS~
océanclogie, Centre Océanographigue de Rimouski, 310 des Ursulines,
Rimouski (Québec), G5L 3Al et (3} Laboratoire Arago, Université Pierre
5% Marie Curie, 666650 Banyuls-sur-mer, FRANCE.

RESUME

plusieurs régions de 1l'estuaire maritime du Saint-Laurent trés riches
d+'un point de vue écologique sont considérés comme des zones "2 haut
risgque” en cas de marée noire. Les méthodes traditionnelles de
nettoyage et de revalorisation d'un milieu atteint par le pétrole sont
non seulement coliteuses, mais aussi partiellement efficaces. BAfin de
remédier & ces problémes, une famille de nouveaux produits anti-
adhésifs a 6té développée au Centre Océanographique de Rimouski., Dans
le cadre de 1l'évaluation é&cotoxicologique de ces nouveaux composés,
lrobjectif de cette étude expérimentale était d'évaluer l'action de la
communauté bactérienne naturelle de l'Estuaire du Saint-Laurent sur le
pétrole traité par le nouvel agent anti-adhésif et de comparer avec le
pétrole non traité.

Un groupe de 4 mésocosmes de 3,5 m' chacun a été utilisé pour le suivi
de la biodégradation des résidus pétroliers traités et non traités,
ainsi que pour étudier l'évolution la flore bactérienne en période
estivale pendant 62 jours. La biodégradation des résidus de surface
a 6té suivie par chromatographie en phase gazeuse, a ltaide de
plusieurs rapports d*hydrocarbures, dans les fractions aliphatiques et
aromatigues. bans chague réservoir, les bactéries hétérotrophes
viables (comptages sur plagues et par la technigue de Most Probable
Number), les bactéries spécifiques du pétrole (MPN) ainei que les
bactéries totales (comptages directs en épiflucrescence) ont été
régulidrement mesurées.

Dans les conditions simulées dans ce travail, le nouvel agent de
traitement semble ne pas avoir d'effet sur le maillon bactérien. Le
pétrole traité provogque une stimulation de l'activité hétérotrophe et
dea bactéries capables de métaboliser le pétrole, ainsi que de la
biomasse bactérienne. Cette évolution de la flore bactérienne était
tout & fait comparable & celle provoguée par le pétrole non traité,
Le produit seul a également stimulé 1l'activité hétérotrophe. Ces
résultats suggdrent ¢que la réponse bactérienne A une contamination
pétroliére n'a pas été affectée par le traitement. L'efficacité de ce
nouveau produit A piéger le pétrole en surface a été reflétée par une
forte réduction de 1l'évaporation des hydrocarbures (rapport €¢14/C28).
D'autre part, le produit semble ne pas affecter la biodégradation
(rapports n-alcanes/isoprénoides et pristane/phytane) ni lraltération
{évaporation, photo-oxydation, activité microbienne de la fraction
aromatique du pétrole.

¥Finalement, ces résultats préliminaires confirment que les mésocosmes
sont d'excellents outile pour 1'écotoxicologie expérimentale,
permettant de mieux prévoir le devenir et lea effets du pétrole traité
par ces nouveaux agents chimigues suite & un accident pétrolier.
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EXPOSITION AU MERCURE CHEZ DE JEUNES BALBUZARDS AU NID DANS LES
TERRITOIRES DE LA BAIE-JAMES ET DE LA BAIE-D'BUDSON, Jean-Luc
DesGranges, Jean Rodrigue et Bernard Tardif, Service canadien de la
faune, Ste~Foy, Québec.

RESUME ALLONGE

Des données relatives A 1l'écologie et A 1'exposition au mercure
recueillies entre 1989 et 1991 sur 142 aiglons de balbuzard (Pandion
haliaetus) appartenant & 82 nichées établies sur des lacs, des riviéres
et des réservoirs hydroélectriques nordiques, ont permis de mesurer
l+importance et certaines des conséguences du transfert du mercure
bicaccumulé par les poissons vers la chaine alimentaire semi-aguatique
représentée par cette espdce de rapace pécheur.

Biodisponibilité accrue du mercure

Les teneurs en mercure gue nous avons dosées dans les tissus des
aiglons mettent en évidence la disponibilité accrue du mercure dans les
jeunee réservoirs hydro-électriques (10 & 12 ans & LG2). En effet, les
jeunes élevés en milieu naturel au Complexe La Grande ont en moyenne
0,3 mg/ kg de mercure dans le sBang et 5,9 mg/kg dans leurs plumes (n
= 29). Ces teneurs sont 6 fois psupérieures chez les aiglons des
milieux aménagés: 1,9 mg/kg dane le sang et 37,3 mg/kg dans les plumes
(n = 79). on retrouve également des différences au moins aussi
importantes entre les milieux, pour tous les autres tissus gque nous
avons analysés (fole, reins, muscles, cerveau)}. La gquantité moyenne
de mercure total dans un aiglon (poids moyen de 1,5 kg) élevé en milieu
naturel est de 1,6 mg, comparativement & 10,5 mg pour les milieux
aménagés. Des analyses de contenus stomacaux montrent gque 90% de ce
mercure est ingéré sous forme méthyligque. Les concentrations sont tras
variables entre les stations des milieux aménagés., Ainsi, & LG4~
Lanouette, les aiglons ne sont pas plus contaminés que ceux des milieux
naturels: sang: 0,6 mg/kg; plumes: 10,8 mg/kg: n = 3, A l'opposé,
ceux de LG2-Toto, affichent les niveaux de contamination leg plus
élevés: sang: 3,4 mg/kg; plumes: 71,1 mg/kg; n = 4.

Bicamplification du mercure dans le sang et les plumes

Nous avons modélisé le phénoméne de bicamplification du mercure chez
le jeune Balbuzard, en mettant en relation les concentrations doaées
dans ses tissus, avec les guantités de mercure ingéreées. Cette
derniére variable a é&té calculée par 1'intermédiaire d'un bilan des
types et des tailles des proies consommées par le balbuzard a 21
stations (6 milieux naturels, 15 milieux aménagés), gue nous avons mis
en relation avec des données relatives & la contamination de la chair
des polissons recueillis A ces mémes stations dans le cadre du résmeau
de suivi environnemental du complexe La Grande.

La relation entre la teneur en mercure dang le sang des aiglons et la
dose qui leur est servie par leurs parents est:

{Hg} sang = 1,09 [Hg] poissons + 0,34

(R = 0,68; p < 0,01; n =21). La pente de cette équation n'étant pas
statistiquement différente de 1, la concentration du mercure dans le
sang constitue donc une estimation valable de l& concentration de
mercure dans la nourriture ingérée par les aiglons. Compte tenu de
ceci, nous posons gue la relation:
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[8g] plumes = | 78,09 (2,21 [ (1,07 womanm)]

(R, = 0,96; p < 0,01; n = 21) est le reflet de celle unissant la
concentration du mercure dans les plumes et celle dans les proies.
Cette relation est plus complexe que la précédente puisque la
concentration du mercure dans les plumes varie également en fonction
de l'age des aiglons. contrairement & ce gui se passe dans le sang,
cette relation met en évidence une bicamplification extrémement
importante depuis la dose ingérée vers les plumes. De plqs, pour une
duse de mercure donnée, l'intensité de cette biomagnification varie en
fonction de l'age des aiglons. La bioamplification est maximale au
plus fort de la croissance des aiglons, soit au déput de la foymation
des plumes de vol (20-25 jours) et diminue ensuite progressivement
jusqu-a 1'8ge de 45 jours, lorsque la croissance des plumes de vol est
complétée. Cette relation illustre clairement gue la croissance des
plumes protage l'aiglon puisqgu‘'elles agissent comme un exutoire ol est
dirigé le mercure ingéré. Nous avons d'ailleurs calculé que, tant dans
les milieux naturels gqu'aménagés, environ 85% du mercure bicaccumulé
se trouve dans le plumage. Une fois leur croissance complétée, les
plumes ne sont plus irriguéea par le mang de sorte gue le mercure
qu'elles contiennent ne peut plus étre remis en circulation dans
l'organisme.

ces deux modales de bicamplification, outre leur intérét théorique,
permettent de calculer avec beaucoup de justesse et économie de moyens,
le niveau de contamination en mercure qu'on retrouve dans le milieu.

Conségquences de l'exposition au mercure chez le balbuzard

Bien gue la quantité de mercure accumulée par les aiglons des
réservoirs soit en moyenne beaucoup plus élevée que ce gu'on retrouve
dans Jes milieux naturels, nous n'avons pas constaté de conségquence
néfaste de cette contamination. Danas les 2 stations oD lrexposition
au mercure est la plus forte (LGZ-Toto et LG3-Roy), on retrouve en
moyenne 1,6 Jjeune par nichée & l'envol, ce qui eat comparable 2 ce
gqu'on retrouve aux autres stations situées sur les réservoirs (1,8
jeune/nichée) ou en milieu paturel (2,0 jeunes/nichée). Considérant
que la productivité minimale gu'une population de balbuzards doit
maintenir afin de compenser la mortalité annuelle de ses adultes est
de 0,8 a4 1,2 jeune/nichée, les performances reproductrices gue nous
rapportone sont supérieures dans tous les cas. Incidemment, la densité
des nids fréquentés est plus élevée en périphérie des réservoirs (2,1
nids/100 km de rivage) qu‘'en milieu naturel (1,3 nid/100 km).

Le stockade du méthylmercure dans les plumes en creissance fournit un
excellent exutoire gui prévient l'accumulation du mercure dans les
tissus internes. Des problémes toxicologigues pourraient cependant
exister aprés l'envol, une fois la croissance des plumes terminée.
Selon la durée du séjour pré-migratoire des jeunes A proximité des
sites de nidification, il pourrait y aveoir une accumulation importante
de mercure dans les organes vitaux. Ce phénom@ne devrait étre examiné
avant de conclure que l'exposition au mercure n'est pas suffisamment
élevée chez les aiglons de réservoirs pour nuire A leur survie apras
lrenvol.
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ESQUISSE D'UN RESERU PE SURVEILLANCE ECOTOXICOLOGIQUE DE LA FAURE DU
SAINT~LAURENT: LE ROLE DU SERVICE CANADIEN DE LA FAUNE. Jean-Luc
DesGranges, Jean Rodrigue et Louise Champoux. Environnement Canada,
Service canadien de la faune, 1141, route de l'Eglise, Sainte-Foy,
Québec, GlV 4H4, Canada

RESUME ALLONGE

Un des principaux objectifs du Plan d'action Saint-Laurent étant la
réduction de %0% de la charge polluante acheminde au fleuve par 50
usines prioritaires, il importe de développer un outil gui permette
drévaluer le succés des actions entreprises pour nettoyer le fleuve
Saint-Laurent. Dans le cadre d‘un comité d'harmonisation fédéral-
provincial, des chercheurs de plusieurs agences gouvernementales (CSL,
SCF, P&0, MLCP, MENVIQ) mettent actuellement au point un réseau de
surveillance de la contamination des chaines alimentaires du systéme
du Saint-Laurent qui repose sur lrutilisation Jjudicieuse de
bioindicateurs. Ce réseau de biocindication doit permettre de suivre
les variatione spatio-temporelles de la contamination chez des espéces
exposées différemment aux contaminants selon la niche et le niveau
trophique gqu‘'elles occupent. D'autre part, le réseau devra aussi
permettre de suivre la récupération des diverses espéces actuellement
affectées par la toxicité du milieu fluvial.

Le Service canadien de la faune a la responsabilité d'évaluer le
potentiel de bioindication des amphibiens, des reptiles et des ciseaux
gul habitent 1le Saint-Laurent (DesGranges et Thompson, 199%0;
DesGranges, 1992). Les espéces gqui seront retenues doivent permettre
de détecter des changements statistiguement significatifs tant au
niveau des sources locales de contamination, gqu'au niveau de la
pollution diffuse dans le milieu récepteur.

Une premiére série de tests porte sur des espéces indicatrices
d'exposition aux contaminants (métaux: Hg, Pb, c¢d, As - composés
organiques: pesticides organo-chlorés, BPC, PCDD, PCDF). Deux espaces
invertivores gui vivent prés des scurces ponctuelles de contamination
servent au suivi des contaminants dans le benthos [le Necture tacheté
(Necturus maculosus), un amphibien] et les insectes &mergents
[1'Hirondelle bicolore (Tachycineta bicolor), un oiseau utilisant des
nichoirs artificiels}. Plusieurs autres esp2ces sont évaluées quant
a4 leur intérét pour suivre la contamination régionale. L'Eider a duvet
(Somateria mollissima, un molluscovore marin) renseigne indirectement
sur la contamination de la matiére en suspension tandis que plusieurs
egpéces invertivores et ©piscivores permettent de suivre les
contaminants dans des organismes nectoniques d'ages, de tailles et de
régimes alimentaires différentes. Ce sont: la Chélydre serpentine
{Chelydra serpentina, une tortue), de méme que la Guifette noire
{(chlidonias niger), la Sterne plerregarin (Sterna hirundo), le Goéland
argenté (Larus argentatus), le Cormoran & aigrettes (Phalacrocorax
auritus), le Bihoreau 3 couronne noire (Nycticorax nycticorax) et le
Grand Héron {(Ardea herodias), des oiseaux coloniaux qui se nourrissent
soit dans les milieux humides ou dans le fleuve lui-méme.

Les espdces aquatiques (le Necture et la chélydre) retenues résident

en permanence dans le fleuve et se déplacent relativement peu au cours

de leur existence. Dans le cas du Grand Héron, du Bihoreau & couronne

noire, de la Sterne pierregarin et de l'Hirondelle bicolore, des

oiseaux migrateurs semi-aquatiques, nous concentrons nos efforts a

%'étude des jeunes davantage représentatifs de la contamination du
leuve.
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Une deuxidme série de tests porte sur des biomarqueurs physiologiques
qui renseigneront sur la santé des organismes vivants dans le fleuve.
Pour le moment, les é&tudes se limitent au Grand Héron et au Bihoreau
a couronne noire. Certains des biomarqueurs étudiés indiguent une
exposition & certains contaminants et avertissent de problémes
toxicologiques potentiels. <Ce sont, entre autres: 1'induction des
MFO, les protéines fixatrices de métaux (MT), les porphyrines, la
vitamine A et les hormones thyroidiennes. D'autres biomarqueurs
signalent des agressione toxiques plus importantes et susceptibles
dravoir des effets & plus long terme sur les organismes. Ce sont,
entre autres: l'inhibition de 1'ALA-D et les adduits d'ADN. D'autres
biomargueurs et d'autres espéces devront encore étre évalués avant d'en
arriver a une sélection définitive d'indicateurs de santé.

Par ailleurs, d'avtres indices tels le profil métabolique du sang des
jeunes, les performances reproductrices et le suivi des populations du
Grand Héron donnent un apergu de l:état général des individus et des
populations de cette egpéce sentinelle de la gualité des écosystémes
aquatiques du Saint-Laurent.

Bien que la sélection définitive des esp2ces bioindicatrices et des
biomargueurs physiologigues nécessite le sacrifice d‘un certain nombre
d'individus pour l'examen de leurs organes internes (£foie, reins,
cerveau, muscles}, nous profitons de cette étude pour mettre au point
des techniques de dépistage gqui permettront de connaitre ia
contamination et la condition de la faune & l'aide des plumes, du sang
et drun nombre minimal d:oceufa par couvée, des tissus qui n'exigent pas
de tuer d'animaux.
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EVALUATION DU CANARD DE PEKIN COMME BIOXRDICATEUR DE LA CONTAMINATION
EN MILIEU NATUREL. Jean Rodrigue', Jean-Luc DesGranges' et Rodger
Titman, 'Service canadien de la faune, C.P. 10100, sSte-Foy, Québec,
canada. G1V 4H5 ? McGill University, 21111 Lakeshore, Sainte-Anne-de-
pellevue, Québec, Canada. H9X 1C0

RESUME ALLONGE

Des canards de Pékin femelles (Anas platyrhynchos) adultes &géfes de 18
mois ont &té placées dans plusieure milieux humides de la rivieére des
Outaouais (125 km de rividre) et de la portion d'eau douce du fleuve
Saint-Laurent (375 km de fleuve}, pour des périodes variant entre 14
et 73 jours durant lee étés 1987, 1988 et 1989. Deux stations situées
en milieu fluvio-lentigque (lac Saint-Frangois) gui présentaient des
concentrations en BPC différentes dans les sédiments {Sloterdijk, 1985)
ont &té retenues pour développer une courbe draccumulation temporelle
des contamipnants dans le foie. La récolte de quatre individus a été
effectude & intervalle régulier (15 jours en moyenne) a chacun de ces
sites tout au long de l'étude.

variation du poids corporel

Le poids des canards a rapidement diminué durant les vingt premiers
jours passés en milieu naturel. Il s='est ensuite stabilisé apreés
environ guarante Jjours, soit une vingtaine de jours aprés que les
canards aient commencé a se nourrir des ressources alimentaires du
milieu. <Cette perte de poids est sans doute atiribuable au stress
causé par: le changement d'habitat (de la ferme drélevage au milieu
naturel), la dépense énergétique liée & la recherche de nourriture (ils
étaient nourris ad libidum a la ferme d'élevage), celle entourant la
mue {le colt direct du remplacement des plumes et le colt indirect de
la thermorégulation (Farner et King, 1972; Norstrom et al., 1986)] et
possiblement & l'ingestion de plombs de chasse (Sanderson et Bellrose,
1986).

Exposition aux contaminants

Une augmentation rapide du nombre de contaminants dans le foie a &té
cbservée chez les canards exposés. Le pourcentage de contaminants
détectés augmente pour atteindre un maximum de B0% aprés un sé-our
d'environ 30 jours en milieu naturel. Un plateau se dessine par la
suite entre 60% et 80%. Le nombre de contaminants détectés est
fonction: du temps d'exposition des canards, de -la contamination du
site et de la capacité de métabolisation de ces composés par les
canards. )

Patron de bicaccumulation

I1 n'y a pas de différence significative entre les courbes
d'accumulation temporelle des contaminants dans le foie aux deux
stations du lac Saint-Frangois. L‘'accumulation durant les deux
premiéres semaines de séjour en milieu naturel a été négligeable, les
canards utilisant leur abondante réserve lipidique pour survivre. Une
fois celle-ci fortement entamée, les canards recommencent 3 se nourrir
draliments qu'ils trouvent dans le milieu nature]l de sorte que les
concentrations de contaminants commencent alors 2 augmenter dans le
foie.

Méme =i les concentrations atteintes sont faibles (99.9% des 876
mesures d'Oc-BPC sont inférieures & 1 mg/kg}), l'raccumulation des
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composés organochlorés et des BPC détectés a é&té trdas rapide. En
effet, les individus séjournant en milieu naturel sont de 10 & 1000
foiz plus contaminés gque les témoins pour une période d'exposition de
moins -de 2 mois,

rotentiel de bicindication du Canard de Pékin

Le recours A des canards domestigques comme sondes bicanalytigques
présente plusieurs avantages. On peut les obtenir facilement et a bon
compte, tout en contrélant le sexe et l'Age des individus. E£tant peu
mobiles et faciles A retrouver, ils nous apportent une information de
gualité sur la contamination de sites particuliers. Il est entre autre
possible de suivre la bicaccumulation de plusieurs xéncbiotiques tels
les métaux lourds et les composés organochlorés, ILcutilisation de
canards de Pékin présente toutefois certaines limites et quelgues
désavantages comme la présence absolument nécessaire dr'habitats
adéquats permettant la survie des canards, de méme que le probléme du
stress gqu'entraine le transfert de la ferme d'élevage au milieu
naturel. Pour la premidre fois de leur vie, les canards deoivent
trouver eux-mémes leur nourriture, ce qui les expose, pour la premidre
fois aussi, A la prédation et au braconnage.
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EVALUATION DE LA QUALITE DES SEDIMENTS PRES DE SITES MINIERS ET DES
EFFETS SUR LES ORGANISMES BENTHIQUES. Robert Prairie, Centre de
technologie Noranda 240, boul. Hymus, Pointe-Claire (Québec) H9R 1G5.

RESUME ALLONGE

Les sédiments de milieux aquatiques situés A proximité de sites miniers
peuvent montrer des signes d'enrichissement par les métaux lourds. Ces
concentrations plus élevédes sont relides 2 la sédimentation de solides
en suspension non captées par le systédme de traitement, ou & d'autres
causes pouvant étre relidées au drainage minier acide. Les effets de
ce type de contamination sur la faune agquatigue, particulidrement sur
les organismes vivant dans ces sédiments (soit le benthos), peuvent
étre toutefois trés variables.

Une revue de 1'information disponible sur ce sujet pour plusieurs aites
du groupe Noranda a été effectude. Pluz récemment, des é&tudes
environnementales (effectuées dans le cadre de la préparation de plan
de fermeture de mines pour les sites Mattabi Mines Ltd., et Minéraux
Noranda Inc. Division Geco) ont permis d'examiner plus en profondeur
différents aspects de la toxicité des métaux lourds dans les sédiments
sur la faune benthique. Aainsi, les diverses concentrations de métaux
dans les phases soclide et ligquide des sédiments ont été examinées en
fonction des effets sur la structure de la communauté benthigque ainsi
gque des effets toxiques sur des espéces benthiques spécifiques
(Hyalella, Chironomus, Hexageniay).

Bien gque les analyses chimiques effectudes ont inclus un nombre
important d'éléments, le zinc a €té utilisé comme principal traceur de
la contamination des sédiments aux sites é&tudiés, Une forte
corrélation (r’»0.6) existe par ailleurs entre le zinc et les autres
éléments principalement responsables de la contamination, comme le
cuivre, le plomb et le cadmium. Afin de mettre en perspective le
niveau de contamination par le zinc cbservés dans ces sédiments, il
convient de décrire les critéres de gualité des sédiments développés
récemment par le Miniatdre de ltenvironnement de l'ontario (MEO).
Ainsi, les valeurs numérigues pour le zinc prédisant des effets mineurs
et des effets néfastes sur la faune benthique sont 120 pyg/g et 820 ug/g
respectivement.

L'éventail des concentrations de zinc observées dans les sédiments de
surface de divers plans d-eau prés de Mattabi échantillonnés en 1989
s'est avéré trés large: de 33 & 43 800 wg/ g 2n (poids sec). Un nombre
important de sites possédaient des concentrations supérieures au
criteéres d'effets néfastes du MEO. Néanmoins, les effets sur la faune
benthigque évalués en fonction de ces concentrations étaient variables:
par exemple, de 4 & 19 taxons benthigques pouvaient étre rencontrés, et
ce, A des concentrations supérieures au critédres d'effets néfastes.
bes différences dans le +type dthabitat =ainsi que dans la
biodigponibilité du zinc présent dans ces sédiments peuvent expliquer
ces variations.

Les résultats de l'échantillonnage supplémentaire effectué en 1991 2a
2ix sites-clé & proximité de Mattabi (éventail des concentrations de
zine dans les sédiments: 92-46,000 ug/g), a montré une réponse plus
claire des communautés benthiques (i.i. diminution du nombre de taxons
en fonction de 1'augmentation des concentrations de =zinc). Les
résultats des tests de toxicité des amdédiments effectués sur des
échantillions provenant de ces sites n'ont démontré aucune toxicité avec
. Hyalella azteca. Quant aux résultats des tests utilisant chironomum
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tentans, ils n'ont montré aucune différence significative avec le test-
contréle, et ce & des concentrations de zinc dans les sédiments allant
jusgu'd 6000 ng/g. Par contre, une augmentation significative de la
mortalité a &été obmervée lorsque les concentrations de zinc étaient
égales ou supérieures & 30,000 ug/g. Compte tenu de l'importance de
cette base de données, il a &té possible de calculer des niveaux
dreffets mineurs et sévéres sppécifiques & ce site, selon la méme
méthode de concentration du niveau de dépistage (utilisée par le MEO).
Les valeurs cbtenues étaient généralement d'un ordre de grandeur plus
élevées que les critéres de qualité des sédiments du MEO.

Les résultats provenant de plans d'eau situés A proximité de Geco ont
montré des tendances similaires & celles décrites pras de Mattabi, tant
au niveau des communautés benthigues ou des tests de toxicité des
sédiments (taux de mortalité comparable au test-contrdle) a des
concentrations dans les sédiments &égales ou inférieures 2 7000 ug/g Zn.

Les déterminations de concentrations de sulfures volatiles & 1l acide
{AVS) et des métaux extraits simultanément (SEM) {(effectués sur une
dizaine d'échantillons provenant des deux sites} n*a pas permis de
prédire la toxicité de ces sédiments (selon le moddle SEM/AVS > 1 =
effets toxigques). Par contre, lorsgue les concentrations de zinc dans
l'eau interstitielle des sédiments de surface dépassaient le critére
de gqualité d'eaun, des effets sur la faune benthique étaient observés.
La présence des métaux (en particulier le 2zinc) sous une forme
relativement peu mobile (oxydes Fe/Mn, complexes organigues) pourrait
expliquer les effets moins importants sur les organismes benthiques que
ceux prédits par les criteres de qualité des sédiments. Bien que les
crit2res de gualité des sédiments actuellement disponibles permettent
une évaluation des effets spécifiques & un site donné (tel gu-effectué
2 Mattabi et Geco) lorsgue les résultats dépagsent ces critéres, de
futurs ecritdres génériques gui conasidéreraient d'autres facteurs
régismant la disponibilité de ces métaux pourraient s'avérer plus
adégquats. cCependant, les outils permettant de quantifier ces facteurs
devront étre identifiés et validés avant d'étre appliqués & de tels
critdres d'évaluation de la qualité des sédiments.
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pETERMINATION DU TAUX D'ADDUITS A L'ADN DANS LE FOIE DU MEUNIER NOIR
(Catostomus commerconl) ET DE LA CARPE (Cyprinus carpio) COMME
BIOMARQUEUR DE LA CONTAMINATION DU MILIEU AQUATIQUE. E]. Adlouni, C.,
Tremblay, J., Walsh, P., Lagueux, J. et Poirier, 6.G. Uniteé
d'Environnement et Santé, Centre de recherche du CHUL, Sainte-Foy,
Québec,

Introduction

La plupart des substances mutagdnes ou cancérigénes forment des
liaisons covalentes avec le DNA, le RNA ou }les protéines, spit
directement, soit aprés leur métabolisation en métabolites
électrophiles par certains systémes enzymatiques tels les MFO ("mixed
function oxidase"y. = La formation d'adduits sur 1'ADN est
particulidrement intéreasante parce gue ce type de lésion constitue une
étape importante dans le phénom@ne d'initiation d:un cancer.

Les HAP sont métabolisés par l'organisme en métabolites électrophiles
qui forment des adduits sur 1'ADN. La cancérogénicité de nombreux HAP
ept fonction de leur potentie]l de formation dradduits (1,2). Des
études ont démontré gue suite A une exposition prolongée A des
substances toxiques, certains adduits persistent et ne sont pas réparés
par les systémes enzymatiques de réparation. Cette propriété rend
possible lrutilisgation de la mesure des adduits & 1'ADN comme
biomargqueur de lfexposition A des substances génotoxiques.

Pour mesurer le taux dradduits a 1'ADN d'un organisme, la méthode
analytique doit répondre & deux conditions de base: 1) étre tres
sensible puisgue le niveau d'adduits est souvent trés faible (de
l'ordre de un adduit par 10° 3 10 nucléotides), ii) ne pas étre
spécifique A un xénobiotique en particulier et étre applicable A toutes
les substances chimiques cancérigénes. Ces critéres sont satisfaits
par la méthode de post-marguage au 32 p.

Echantillonnadge

Dans ce travail, nous avons voulu évaluer l'utilisation de la mesure
des adduits 2 1'ADN comme biomargueur de la contamination du milieu
aguatique. Les niveaux d'adduite ont été mesurés dans le foie de
meuniers noirs (Catostomus commersoni) et des carpes (Cyprinus carpio)
péchés dana quatre gites dont on connalit le niveau de contamination en
HAP des sédiments.

Des meuniers noirs ont &été péchés a deux sites situés en amont et en
aval de 1l'embouchure de la riviére Saint-Louis dans le fleuve Saint~-
Laurent {(lac Saint-Louig). Le site amont est plus directement touché
par les effluents du complexe industriel de Beauharnois; des teneurs
denviron 70 ppm en HAP totaux y ont été mesurés dans les gédiments
Laliberté 199la). Les niveaux sont plus faibles au site aval (4 ppm}.
Etant donné que l'ensemble du secteur est fortement contaminé et que
les poissons ne sont pas limités par aucune barridre physique,
lrexposition des poissons aux HAP est considérée dlevée aux deux sites.

pes meuniers noira et des carpes ont &té péchés en amont et en aval
d'un barrage a Windsor (guébec). Le site aval est soumis aux effluents
d*une usine de pltes et papiers. Les poissons du site aval montrent
aussi une plus forte contamination en dioxine et furanne (Laliberté
1891by,
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principe de la méthode de mesure des adduits 3 1'ADN par post-marquage

a) Extraction de 1'ADN

Les tissus sont tout d'abord broyés et soumis & une digestion avec la
protéinase K. Par la suite, les acides nucléigues sont extraits au
phénol et chloroforme et précipités dans 1'éthanol 95% & -20°C. L'ARN
est par la suite éliminé par traitement avec des RNAses.

b) Hydrolyse de 1'ADN et marguage des adduits

Une quantité de 10 ug d'ADN des échantillons est prélevée et hydrolysée
enzymatiquement avec la nucléase micrococcale {MN) et la
phosphodiestérase de rate (SPDE). La réaction hydrolyse 1'ADN en 3'-
phosphodésoxynucléotides normaux (3'p-~dN} et adduits (3'p-dN-X). Un
adduit est formé par la liaison covalente d'un xéncbiotique ou d'un de
ses métabolites & un nucléctide.

ADN + MN + SPDE 3'p-dN + 3'p-dN-X

L'ensemble des nucléotides normaux et des adduits est ensuite soumis
A l'action de la nucléase Pl gui enléve le phosphate en position 3% sur
les nucléotides. Du fait de l'encombrement stérigque engendré par Je
xénobiotigque, la nucléase Pl ne déphosphoryle gue les nuclédotides
normaux.

3'p-d¥ + 3'p-dN-X + P1 dN + pi + 3'p-dN-X

on procéde ensuite au marguage enzymatique & 1:aide de la T4
polynucléotide kinase (T4-PEN) en présence de (¥P) ATP. La T4-PKN
ajoute un phosphate en 5' aux 3'nucléotides. Du fait de la présence
d'un phosphate & leur extrémité 3', seuls les adduits seront donc
phosphorylés en 5°'.

Jrp-~dN-X (*P)ATP + T4-PEN 5+ %p-dN-X~3'p + ADP
¢} Séparation des adduits par chromatographie sur couche mince

Les milieux réactionnels sont déposém A 2 cm du bas d'une plaque de
polyéthyl2neimine (PEI)-cellulose qui 1'on fait migrer (l2re migration)
dans un solvant polaire qui entraine les molécules hydrophiles
(nucléotiques normaux, **P) alors gque les molécules hydrophobes
(adduites) restent & l'origine. Les adduits sont ensuite transférés sur
de nouvelles plagues de PEl-cellulose et celles-ci sont développées
avec des solvants de moindre polarité en deux dimensions (2idme et
Jiéme migrations) pour augmenter leur séparation. Les solvants
utilisés dépendant de la nature des adduits que l'on cherche 3
détecter.

Les chromatogrammes sont par la suite autoradioygraphiés et les taches
sont excisées et comptées en Cerenkov au compteur & scintillation. Les
résultats sont exprimés en nombre d'adduits par 10° nucléotides normaux
sachant que 1 pyg d'ADN correspond 2 3,03 nmoles de nucléotides.

Résultats et digcussion

a) Profils chromatographiques et niveau total d'adduits

1. on a retrouvé 10 taches identiques sur les chromatogrammes des
meuniers noirs dau lac Saint-Louis et de la rividre st-Frangois. Ces
taches correspondent & des adduits qui sont soit endog®nes, étant donné

- qu'on les retrouve dans tous les cas pour des concentrations variables
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de polluants, soit exogdnes, c'est-a-dire qu'ils peuvent provenir de
contaminants non-identifiés présents en quantité similaire dans les

guatre sites.

2. Les meuniers noirs du lac St-L.ouis montrent 7 taches (ou adduits)
supplémentaires que l'on attribue & la contamination plus importante
de ces sites en HAP.

3. 1les deux sites de la riviére St-Frangois montrent des profils
chromatographiques similaires.

4. on note une différence importante entre les profils
chromatographiques des meuniers noire et des carpes. Les

chromatogrammes des meuniers noirs de la riviére St-¥Frangois montrent
une distribution alignée de 10 taches tandis gue ceux de la carpe
montrent un groupe de 6 a 7 taches au centre du chromatogramme. ILes
variations spécifiques peuvent provenir de différences dans
l'exposition aux contaminants (ex.: régime alimentaire) ou dans leur
métabolisme.

B) Les adduits & 1'ADN comme biomarqueur drexposition 2 des
contaminants génoctoxiques

5. Nous avons réussi a détecter des niveaux de 4 adduits par 10°
nucléotides, ce gui démontre la grande sensibilité de la méthode de
mesure des adduits par post-marquage au p.

6. La mesure des adduits a 1'ADN du foie de poisson confirme que les
effluents du complexe industriel de Beauharnois et particulier ceux de
1*aluminerie entralne une plus grande exposition des poisaons a des
substances génotoxigques que l'on croit étre des HAP,

7. Par ailleurs, la mesure des adduits n'a pas permis de mettre en
évidence une exposition additionnelle & des substances génotoxiques
chez les poissons de la rividre St-Frangois qui sont soumis aux
effluents d'une usine de pétes et papiers.

€} Limites et amélioration possibles & la méthode.
8. ILe pombre d*adduits peut étre sous-estimé étant donné que:

- certains adduits moins résistants & la nucléase Pl peuvent
étre déphosphorylés et peuvent ne pas &tre marqués par la
kinase;

- la perte de certains adduits hydrophiles n'est pas exclue.

9. L'utilisation simultanée d'autres méthodes d'enrichissement (ex.:
extraction au butanol) ou d'autres solvants pourraient augmenter la
récupération des adduits et donner plus d'information sur leur
structure chimigue.
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wa F ipz0 43.5 74
c M 1210 a3 96
c F 1590 53.7 83
< F 1340 49 13
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c: carpe
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31



LA MACROAUTORADIOGRAFPHIE: UN OUTIL POUR LES ETUDES DE TOXICOLOGIE
ERVIHONNEMENTALE. WHOLE BODY AUTORADIOGRAPHY: A T00L FOR ENVIRONMENTAL
TOXICOLOGY STUDIES. cClaude Rouleau', Emilien Pelletier? et Hans Tjilve’
! gniversité du oQuébec A Rimouski, Département d‘'ocdanographie,
Rimouski, oQuébec G5L 3Al1 ? Institut national de la recherche
scientifique, INRS~Océanologie, Rimouski, Québec G5L 3A1 ?swedish
University of Agricultural Sciences, Department of Pharmacclogy and
Toxicolngy, Biomedicum, Box 573, S$-751 23 uppsala Sudde

RESUME

La macroautoradiographie donne la possibilité de visualiser rapidement
et en détail la distribution d‘un composé chimique marquée avec in
isotope radicactif dans tous les tissus d'un organisme vivant. Cette
technique consiste & faire des cryosections fines (20-60 um) d'un
animal entier (poisson, souris, étoile le mer) augquel a été administré
{injection intraveipeuse ou péritonéale, contact direct, nourriture)
un composé radicactif. Ces mections sont ensuite mises en contact avec
un £film radiographigque pour une période de gquelques semaines 3 quelques
mois, L*image ainsi obtenue permet de localiser précisément le composé
chimique administré & l'animal. La résolution de 1'image est telle que
des détails de moins de 100 um peuvent étre visibles.

Mime au point en Sudde au début des années 50, la macroautoradiographie
a surtout &té utilisée en recherche médicale et pharmaceutique.
L'application de cette technique lors de nos travaux sur 1'accumulation
drions métalliques et de composés organométalligques chez la truite et
l'étoile de mer a démontrée gue la macroautoradiographie peut aussi
étre tris utile en toxicologie environnementale, bien qu‘elle soit trés
peu utilisée & cette fin. ILa macroautoradiographie facilite
l'orientation des recherches en permettant d'identifier rapidement les
sites d'accumulation d'intérét. C'est une technique simple et rapide
gqui peut donner de nombreuses informations trés difficiles & obtenir
autrement. C'est une technigue de choix & considérer pour l'évaluation
environnementale des nouveaux composés chimiques avant leur lancement
sur le marché... ou dans l'environnement.

ABSTRACT

Whole body autoradiocgraphy allows a fast and easy visualization of the
distribution of radiolabelled compounds in organs and tissues of a
whole animal. The technique is based on thin cryosectionning (20-60
um) of a whole animal (fish, mouse, starfish) to which a radiolabelled
compound has been previously administered (injection, direct contact,
food). These sections are then applied to radiography f£ilm for a
period of a few weeks to a few months. Images obtained this way show
a high resolution (details smaller than 100 ym are visible) and allow
a very precise localization of chemicals administered.

Whole body autoradiography has been set at the beginning of the 50's,
in sweden, and is commonly used in medical and pharmaceutical research.
Its application in the course of our studies on the uptake of metallic
ions and organometallic compounds in the brown trout and the starfish
showed its usefulness for environmental toxicology studies, although
it is not currently used at present in this research field. whole body
autoradiography facilitates orientation of research by allowing easy
identification of organs and tissues of interest. This fast and easy
techniqgue can give information on the tismsue distribution of a given
compound very difficult to obtain otherwise. This is a valuable tool
for the environmental evaluation of new chemicals before their release
- on the market ... or in the environment.
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INTRODUCTION

L'autoradiographie utilise la propriété gu'ont les particules ou les
rayonnements émis par les éléments radicactifs de noircir les filma
photographigques, comme le fait la lumidre visible. IL'utilisation de
lrautoradiographie s'est surtout répandue aprés la deuxidme guerre
mondiale. La fission nucléaire contrélée permettant de produire
artificiellement toute une variété d'éléments radicactifs, il devint
pogsible d'étudier la distribution d'une molécule quelgue marguée avec
un élément radiocactif. ILrautoradiographie devint un outil courant en
recherche médical et pharmaceutique, puisqu'elle permettrait drétudier
la distribution de composés chimiques d'intérét, comme lea nouveaux
médicaments. Deux problémes technigues majeurs existaient cependant.
L.a plupart des produits étudiés chez l'animal &étant solubles dans 1'eau
ou dans les liguides . utilisés lors des procédures de fixation
histologigue (fixation, déshydratation, décalcification, ete...), ils
pouvaient étre extraits du tissu ou changer de localisation dans le
tiassu. Pe plus, l'investigation é&tait le plus souvent limitée 2
certains tissus pré-sélectionnés. Il est toujours possible d'examiner
un A un tous Jles tissus d'un organisme vivant, mais cela est
pratiquement difficile et cofiteux.

Mise au point en sSudde au début des années 50 (Ullberg, 1954, 1977),
la macroautoradiographie est bas&e sur 1'obtention de cryosections d'un
animal entier. La congélation permet de préserver 1'intégrité de la
distribution du composé dans les tissus et de visualiser d'un coup
d'oeil la distribution in situ du composé étudié dans tous les tissus
et fluides de l'organisme {(glandes endocrines, les diverses parties de
l'oeil, de l'adent, du sgystdme digestif, du systéme nerveux, des os,
etc...). Jusgu'a présent, la macroautoradiographie a surtout été
utilisée en recherche médicale et pharmaceutique. Cet article a pour
but de décrire bridvement cette technique et d'en démontrer l-rutilite
pour les études de toxicologie environnementale.

MATERIEL ET METHODES

A peu prés tous Jles isotopes radiocactifs sont utilisables en
macroautoradiographie, que ce soit un émetteur de particules 8 & faible
énergie comme °H, un émetteur d'électrons Auger (‘®I,'"sn, *Mn), un
émetteur de particules B plus énergétiques (Mc, ¥s, ™Hg) ou un
émetteur de particules a (Ppu).

Le composé margué A& l'étude est administré A un animal (poisson,
souris, rat, singe, étoile de mer, caille; 4jusqu'a 45 cm de longueur
et 15 cm de largeur), qui sera sacrifié aprds un certain temps.
L'animal est inclus dans un gel de carboxyméthylcellulosme et congelé
rapidement dans 1l'hexane refroidit & -78°C avec de la glace séche. Des
sections (20 um d'épaisseur en géndral) sont faites & -20°C A lraide
d'un cryomicrotome spécialement congu a cet effet (LKB 2250 PMV, PMV
Co., Stockbolm, Sudde). Lorsqu'un tissu ou un organe d'intérét est
visible 2 la surface du bloc, un morceau de ruban adhésif (3M, type
810) y est appliqué de sorte que la section y adh2re une fois coupée.
En faisant plusieurs sections & divers niveaux, on peuat ainsi
échantillonner tous les tissus de l'animal. Les sections sont ensuite
lyophilisées & -20°C pour finalement é&tre appliquées sur un £ilm
radiographigque. La plupart des £films radiographiques courant, comme
le AGFA Structurix, sont utilisables avec les émetteurs de particules
o« et 6 & haute énergie. Un film spécial (Hyperfilm H, Amersham) est
utilisé avec les émetteurs d'électrons Buger et de particules 6 2
faible énergie. Lr'exposition se fait & -20°C et dure de gquelques
semaines & quelques meis. Aprés développement, 1'image obtenue peut

. étre comparée A& la section pour localiser le composé margué.
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QUELQUES RESULTATS

Les travaux au cours desquels nous avons utilisé la
macroautoradiographie ont porté sur la bioconcentration de métaux en
trace [ Mn(II), Hg (II), CH’Hg(II), cd(II), Ni(II), Pb(II) ] chez la
truite brune salmo trutta (Gottofrey et TjHlve, 1991; Rouleau et al,
1993a; Tjllve et Gottofrey, 1991; Tkidlve et al, 1986, 1988), les effets
d'agents chélatants sur la bioconcentration des métaux en trace chez
la truite brune (Borg et al, 1%88; cGottofrey, 198%1), et la
bicconcentration {Rouleau et al, 19%3c) et le transfert trophique
{Rouleau, Pelletier et Tjdlve, en préparation) de Hg(II), CHHg(II),
sn(Iv) et But,Sn{IV} chez l'étoile de mer Leptasterias polaris. Les
exemples sulvants parmettront de démontrer la grande utilité que peut
avoir la macroautoradiographie pour 1les études de toxicologie
environnementale. E

Lors de nos travaux sur la bioconcentration du mangan2se chez la truite
brune (Rouleau et al, 1993a), les autoradicgrammes ont mis en évidence
1'accumulation de mangandse dans le cerveau via le systéme olfactif
{rosette olfactive -» nerf olfactif -» bulbe olfactif -» télencéphale;
Fig. 1). La macroautoradicgraphie a dici permis d‘'observer
lraccumulation de mangandse dans un tissu dtaccés trés difficile; chez
des truites de 6 & 9 em de longueur, comme celles utilisées dans nos
expériences, le nerf olfactif mesure guelques millimatres de longueur,
de 200 & 300 um de diamétre et il est inclus dans la matrice osseuse
du créne. La neuroctoxicité de doses élevées de mangandses est connu
(Mena et al, 1%67), et cette vole dtaccés directe au cerveau chez le
poisson pourrait étre un facteur toxicologique déterminant chez les
populations de poissons exposés 3 de hautes concentrations de mangandge
dissous (Rouleau et al, 199%3a).

Il est connu que les agents pouvant complexer les ions métalliques
disspus peuvent en modifier la vitesse d'accumulation dans les

organismes agquatigues. 1} est bien sOr possible de déterminer
quantitativement ces différences (dissection et dosage des tissus
prélevés). La macroautoradiographie permet de visualiser ces

changements, parfois saisissants, et de donner des informations sur les
tissus trop petits, trop fragiles ou trop diffus pour étre disséqués.
La figure 2 montre des autoradiogramme provenant de truites brunes
expusées au cadmium seul, ou au cadmium et au diéthyldithiocarbamate
de sodium (Gottofrey et al, 1988a). La différence de distribution est
tout & fait évidente. De plus, la macroautoradiographie permet
d'obtenir des renseignements supplémentaires sur les effets de cet
agent chélatant, comme l1'accumulation de cadmium dans le coeur, le
sang, la peau et les mugueuses gastrique et orale.

Durant nos travaux sur le transfert trophique de composés
organométalliques chez l'étoile de mer leptasterias polaris, nous avons
utiliasé des modales compartimentaux pour guantifier les cinétigues
observées (Rouleau, Pelletier et Tjdlve, en préparationy. Un des
postulats de base de tels modéles est qu'un compeosé entrant dans un
compartiment est instantanément distribué 3 tous les tissus constituant
le compartiment (Barron et al, 1990). Le processus digestif s'étale
sur 12 & 24 heures chez L. polaris. Nous avons voulu vérifier si il n'y
avait pas création d'un gradient de concentration durant la digestion
dans certains organes, comme les caeca pyloriques, ce qui aurait eu
pour effet d*invalider le poatulat de la distribution instantanée. Des
autoradicgrammes (Fig. 3} d'étoiles de mer échantillonnées 6, 16 et 48
heures aprés 1l'ingestion de nourriture contaminée n'ont permis
d'obgerver aucun gradient de concentration dans les caeca pyloriques,
validant ainsi le postulat d'une distribution trés rapide, =i non
. instantanée, des produites marqués y pénétrant.
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CONCLUSION

Jusqu'ad présent, la macroautoradiographie a été tr2s peu utilisée en
toxicologique environnementale, bien gu'elle puisse rendre de grands
services. Si cette technique a un défaut, c'est l'importante dépense
d'immobilisation nécessaire pour l'acquisition du matériel de base, le
prix du cryomicrotome 2a lui seul frélant les 200 000 dollars.
Cependant, la macroautoradiographie est simple, rapide, relativement
peu cofteuse & l'usage, et elle donne des informations qui psuvent étre
tras difficiles A obtenir autrement. De plus, elle facilite
l'orientation des recherches en permettant d'identifier rapidement les
sites d'accumulation d'intérét. Ceci en fait une technique de choix
a considérer pour l'étude de la toxicologie environnementale des
polluants déja identifiés et pour l'évaluation environnementale des

nouveaux composés chimigues.
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Fig. 1: Macroautoradiogramme d'une truite brune (Salmo trufla) exposée pendant 3 semaines
(A) et 6 semaines (B) 3 0,1 pg *Mu(i)-L (C) et (D) sont kes sections correspondants
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Fig 2.: Effets du diéthyldithiocarbamate de sodium (SEC) sur la bioconcentration du eadminm
(0,1 pg '™Cd(11)- L") chez la truite brune, (A) Cd seul, (1) Cd -+ SEC (Gololrey et al,

1988a).
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Fig. 3: Autoradiogramme d’une éloile de mer (Leplasterias polaris} 6 heures aprds 'injection
de nourriture contaminée avec 0,3 pg g de 'Sn(IV).
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DEGRADATION AND TOXICITY OF BUTYLTIN COMPOUNDS IN STARFISH

A. Mercier', E£. Pelletier? and J.-F. Hamel!, ! Département
d'océanographie, Université du Québec A Rimouski and ? INRS-
Océanclogie, Centre oOcéanographique de Rimouski, 310 allée des
Ursulines, Rimouski (Québec) cCcanada G5L 3al

The starfish Leptasterias polaris, an important predator in the benthic
community of the St.Lawrence Estuary (eastern Canada), was used in
assesping the degradation potential and toxicological implications of
tributyltin (TBT) ingested with food. TBT was chosen as a
representative of the organotina, a group of wide-spread chemicals nsed
as biocides and plastic stabilizers. To our knowiedge, attention has
not been given to a detailed evaluation of organotin fate from prey to
predator with reference to potential reproductive impairment. This
work combines an accurate determination of TBT budget through trophic
transfer, a ppeciation study of the contaminant in the digestive and
reproductive systems, and an investigation of the
physiological /morphological effects on gonadal development.

Male and female starfish were fed daily with TBT contaminated mussels
for a 53-day period. the exact amount of ingested tissue was obtained
by weighting the whole mussel served to a starfish and subtracting mass
of recovered empty shell. A homogenate of contaminated mussels was
analyzed for TBT content, which permitted & daily determination of TBRT
burden given to each starfish (4.80 & 0.50 pug TBT/ g wet mussel masps).
The target organs {gonads and pyloric caeca) were sampled at regular
intervals. Determination of TBT and degradation producte (dibytyltin
and moncbutyltin) was performed by coupled gas chromatography-mass
spectrometry (GC-MSD) with a detection limit of 1 ng for each butyltin
species which corresponds to a practical detection limit of 2.5 mg/ g
wet mass for the tissue analyzed. The determinations of total tin were
performed using coupled hydride formation system (MHS-10 Perkin-Elmer)
and atomic adsorption spectroscopy (AAS). Aafter performing a standard
embedding procedure, B-9 um slices of the gonads were prepared and
subjected to periocdic acid-shiff (PAS) staining preocedures which give
a pink coloratien te nutritive reserves (glycogen and other
polysaccharides).

sequential debutylation occurred in the starfish within 2 weeks, first
yielding dibutyltin (DBT), which seemed to accumulate more readily in
the ceaca {(up to 1.10 ug/ g), then monobutyltin (MRT), which appeared
only in few individuals at low concentrations (below 0.35 ug/g). Males
and females were characterized by similar time dependent accumulation
profiles for debutylation residues in both cases, DBT was the major
accumulated product and accounted for 67 t 9% (males) and 70 i 12%
{females) of the total butyltins present in organs after 53 days. TBT
content, combined for pyloric caeca and gonads, remained essentially
constant at 3.19% + 0.83 pg for males and 3.48 + 1.21 ug for females.
For both sexes, the tin burden was far greater in the pyloric caeca,
and only 5.0 & 1.9% of the total tin was recovered in the gonads.
Although the total amount of TBT ingested from food continuously
increased throughout the experiment (mean of 657 pg for a starfish fed
over 53 d4), the total amount of tin (Sn) traced in the analyzed
starfish tissues remained below B0 pg, suggesting an excretion system
and/or a storage of tin in an undetectable form. The molecular form
of tin recovered by tiasue digestion and analysis by AAS is not well
established. Inorganic tin (IV), resulting from complete debutylation
process, is likely to be present but the large amount of total tin
recovered in starfish after 6-8 weeks is suspected to be partly
degraded butylin compounds such as f~{hydroxybutyl)dibutyltin (Lee et

_al. 198%) that are not detected by the GC-MSD method.
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although all species of the contaminant remained barely detectable in
the gonads, micrometric measurements in histological preparations
revealed subtle physiological anomalies in gonadal epithelia and
vocytes  (PAS-positivey. In comparing with structures of control
gtarfish, no significant differences were noted for data from the first
3 days (p=0.177 for males and p=0.279% for females). However by day 39,
contaminated individuals of either sex were characterized by
significantly thinner gonadal epithelia (p<0.001). A similar pattern
was observed in females for oocyte diameters, both previtellogenic (P0O)
and in final maturation (OM}, which were similar to those of controls
(PO: p=0.234, OM: p=0.195) at the beginning of the experiment and
significantly smaller after day 39 (p<0.001).

The most probable degradation pathway of TBT in starfish would be
through a cytochrome P-450 dependant enzyme, well characterized in rat
liver, where TBT undergoes hydroxylation yielding
{hydroxybutyl)dibutyltin derivatived. Microsomal fractions from caeca
of the starfish Asterias subens possess mixed function oxygenase
activity, including cytochrome P-450 (Den Bestern et al. 1990, 1992).
what can be inferred from the histological results ie the probable loss
of reserves reflected by the thinning of gonadal epithelia as well as
the reduced ability to sustain oocyte development for the contaminated
starfish. Usually, during the summer months corresponding to our
experimental period, starfish Leptasterias polaris undergo early
gametogenesis of gamete synthesis (Boivin et al. 1986). Since the
development in L. polaris is lecithotrophic (5-6 mo), it reliea on
abundant yolk reserves stored in the eggs which is why the oocyte
population recruited for spawning is primarily that having attained a
gize of 600~800 um at matority. As for contaminated individuals, the
remarkable thinning of epithelia indicates that the nutrients absorbed
from diet seemed not accessible to the gonads and that previously
stored reserves were utilized, allowing only a limited oocyte
development. The outcome for contaminated starfish is a dominant
population of small maturing oocytes which could be detrimental to
subsequent development. Therefore, TBT or this metabolites interferes
with gonadal development, whether through hormonal regulation process
by cytochrome P-450 enzymes or inter-membrane nutrient transport to
gonads. The first hypothesis involves the enzymatic pathway of the P-
450 and its essential role in hormone synthesis (Hall 1986) which could
be affected by the binding of the contaminant to enzyme sites,
resulting in impaired activity. This should simultaneously affect the
metabolism of TBT, as it is completed through the same pathway. 1In
fact, our results indicate a less efficient degradation after day 25
with greater accumulation of DBT and increased BT/total Sn proportion
in organs.

These results show sea stars and possibly other echinoderms, avoid
immediate accumulation of TBT by dealkylating the toxicant to less
harmful metabolites. However, this natural defense process was only
partly effective and subtle effects on reproductive organs were induced
by disturbing reserve acquisition in growing gametes. The starfish,
a long-living predator is proposed as an excellent organism for the
study of trophic transfer and related toxic effecta of organotins and
other marine pollutants in coastal and estuarine areas. Although
butyltin contamination from antifouling paints is under strict
legislative control in western countries, the annual world production
of organotin compounds reached 50 000 tonnes in 1992. Further,
restrictions of TBT uses have not appreciably diminished the
consumption of triorganotin biocides world-wide and important TBT
concentrations can still be found in some areas (Espourteille et al.
1993), probably from accumulation in sediment (Fent & Hunn 1991}.
_ Therefore, the threat of organotine to aquatic organisms will continue
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for years and studies of chronic and low level toxic effects of alkyl-
and aryl-tins are urgently needed. -
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ABSTRACT

Methyl-mercury, CHHg(II), the main form of mercury in fish, is more
toxic than inorganic mercury. until now, it was amsumed that the
methyl-mercury production resulted from strong bacterial activity in
contaminated and organic-rich surface sedimenta. The distribution of
CHHg(II) in sediment porewaters, however, has rarely, if ever, been
measured directly. Consequently, the behaviour of CHBg(II) in marine
sediments and its flux at the sediment-water interface remain unknown.

Dissolved CH,Hg(1I) was analyzed in porewaters extracted from Saguenay
Fjord sediments sampled at three different stations in the landward
basin. These sediments are characterized by high mercury
concentrations due to industrial loading from a chlor-alkali plant and
a very thin oxidized layer (<1 cm) below which strongly reductive
conditions were detected. CHHg(II) concentrations in porewaters were
relatively high below the redox interface and reached up to 10 ng Hg
Lt (50 pM). Profiles also indicated that, despite a high concentration
gradient, little CH;Hg{II)} escapes to the overlying water column
because the oxidized sediments at the jinterface mseem act as an
efficient boundary to the release of methylmercury into the water
column. In the oxic zone, CH,Hg(II) may be sorbed by fresh organic
matter and iron oxyhydroxides or subjected to the demethylation
processes.

INTRODUCTION

Sediments play an important role for the distribution of different
compounds in aquatic systems as a sink or a source. The origin of
methylmercury, available to the bioaccumulation in aquatic organisms,
is atill unclear. To evaluate the potential hazard of mercury in an
agquatic environment, it is now generally recognized that the most
important factor to be considered is its methylmercury (CH,Hg(II))
content rather than the amount of total mercury. It is generally
believed that most CHHg(II} in waters is generated in contaminated
organic-rich surface sediments (Furutani and Rudd, 1980; Parks et al.,
1989y, The fate of CHBEg(II} in marine sediments is not well
understood yet, but its biogeochemistry is important to evaluate the
possible CH;Hg(Il) source towards the water column.

The methylation of mercury in natural environment can occur
biologically by the action of bacteria or, a biologically, by the
reaction of inorganic HY(XI) with some methyl donors such as CH,l
(Berman and Bartha, 1986). The synthesis of CHHg(I1) occurs
primarily, but not exclusively, in anoxic aquatic sediments (Jensen and
Jernelov, 1969; Parks et al., 1989; Matilainen et al., 19%1). sulfate-
reducing bacteria are principal methylators of Hg in anoxic estuarine
sediments (Campeau and Bartha, 1985). The amount of available
inorganic Hg and the microbial activity control the methylation of Hg
(Jackson, 1988). Sulphides produced in anoxic sediments decrease the
availability of inorganic Hg by strongly bounding Hg (HgS) {(Bartlett
and craig, 1981). To date, measurements of CH,Hg(II) have been
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performed on total sedimenta (e.g., Tompson et a., 1980; Barlett and
Craig, 1981; craig and Moreton, 1986), and results of dissclved
CHHg(II) in porewaters have not yet been published.

METHODS

sedimant cores were collected at three stations located along the main
axis of the Saguanay Fjord, Canada (Fig. 1); near the head of the fjord
(SAG-6; 100 m deep), at the junction of the Baie des HalHa! (SAG-15;
180 m deep), and in the deepest portion of the landward basin (8AG-30;
265 m deep). A fourth sampling station was situated offshore from
rRimouski (Quebec) in the St.Lawrence Estuary (CL-1; 335 m deep).

Undisturbed sediments were sampled with a box corer (0.12 m’) and
subsampled at various depth intervals in a nitrogen-filled glove-box.
Porewater extraction was performed using "Reeburgh type sgqueezers".
the porewater samples were stored without any chemical preservative
added (Bloom, 1989) and kept frozen until analysis. Samples for the
determination of total dissolved Hg were acidified with ultra-pure
nitric acid to make a 1% HNo, sclution. All handings were performed
using rigorous trace-metal-clean protocols (Gill and Fitzgerald, 1987).

The analytical method of methylmercury in porewaters was adapted from
Bloom and Fitzgerald's technigque (Bloom, 1989%; Bloom and Fitzgerald,
1988). CHHg(II) wae analyzed after derivitization using sodium
tetrathylborate where wvolatile alkylmercury compounds are trapped,
separated using gas chromatography (GC), and measured by cold vapour
atomic fluorescence. Prior to ethylation, a pre-extraction using a
solvent must be performed to separate CH,Hg(II) from chloride ions and
partially from dissolved organic matter which could interfere with the
ethylation reaction. CHHg(II} in porewater samples was extracted with
methylene chloride after treatment with copper sulphate and acidic
solution of potassium bromide (Avery, 1989). CHHg(II) was then back
extracted into buffered water (pH 4.2) following solvent evaporation
{(Bloom, 1989). The cryogenic GC system is replaced by an isothermic
GC separation (T=90°C) for the chromatographic separation procedure.
The use of a Tenax® trap rather than a graphitized carbon column
allowed a rapid desorption of trapped Hg species at lower temperature
(275°C) and a direct coupling to GC (Van Tra et al., submitted). The
limit detection was 0.3 ng L' as Hg. Recovery of 0.7-2.1 ng as Hg of
methyl mercuric chloride spiked in porewater samples at the start of
the procedure was 92 1+ 5%.

Total dissolved Hg analysis, including organic and inorganic species,
was performed by gold amalgamation preconcentration in conjunction with
cold vapour fluorescence atomic (CVFA) detection (Gill and Fitzgerald,
1987) after cold oxidation by BrCl or organic compounds (Bloom and
Creceliu, 1983). Mercury in the solid phase was measured following the
method of Toth and Ingle (1977). bDissclved Fe in the porewaters was
determined on acidified samples by flame AaAs. Total carbon was
determined on homogenized freeze-dried sediments using a carbo-Erba
elemental analyzer.

RESULTS AND DISCUSSION

Figure 2 shows the depth distributions of dissolved CHHg(II) in
porewaters. At all stations, minimum concentrations (<0.3 ng L' as Hq)
appeayed in oxidized surface sediments. Relatively large amounts of
dissolved CHHgQ(II) were measured (up to 10 ng L' as Hg) in the anoxic
zone. 1In general, the dissolved CH;HgG(II) corresponds to 10-20% of the
total dissolved Hg and seems not limited by the amount of total
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dissolved Hg in these mediments. Porewater Hg concentrations are
relatively high (17-508 ng L") but represent generally only about four
magnitudes of order lower than total sediment Hg contents. vVariations
in dissolved iron profiles point out the surficial sediment as an oxic
zone and indicate the Eh transition between oxic and anoxic zone by the
dissolution of hydr{oxides) iron in reducing environments. Generally,
the dissolved Hg contents increase near the sediment-water interface
due to the release of trapped Hg onto hydr{oxides) iron as a probable
consequence of the microbial degradation of organic matter.

In spite CHHg{II) concentrations in porewaters from other studies are
not available for comparison purposes, the CHBg{II) concentration
measured in Saguenay Fjord sediments can be interestingly compared to
valued obtained in anoxic bottom lake waters where concentrations
ranged also from 3-10 ng L? (Furutani and Rudd, 1980; Bloom, 1989;
Bloom et al,, 19%1). However, concentrations in porewaters are weak
when comparated to those measured by other workers in some whole
sediments which range generally 0.2-9 ng g' as Hg dry weight (Thompson
et al., Craig and Moreton, 1986).

bue to the large concentrations of digsolved Fe (>10 mg L'), the H,S8
concentration is not expected to be high in porewater of Saguenay Fjord
sediments. In spite of relatively high sulphate reduction rate values
reported by Edenborn et al. (1987), concentrations of H,5 in porewaters
are low (< 6 um; Gagnon, unpublished data). There would be more
bicavailable Hg due to the interaction of iron with sulphur which can
cause a strong binding of Hg (Matilainen et al., 19%1). CH,Hg({II)
levels in estuarine and coastal sediments seem to be controlled more
by the sufphide content and negative Eh than by factors such as total
Hg levels or organic matter content in sediments (Craig and Moreton,
1983). High methylation rates in sulphide~rich pediments have been
observed by Futurani and Rudd (1980) in fresh water sediments, though,
which indicates that the sulphide was in the from of insoluble Fes.
In landslide deposits resulting from a catastrophic landslide in 1971
in upstream, high amounts of CH,Hg(II) were measured (see SAG-6 and
SAG~15). This environment, where H,8 concentration is low, seems to
have favourable conditionas for Hg methylation and/or preservation of
CH,Hg(II).

In spite of high CHHg{II) contents in porewaters, the diffusion of
methylmercury from sediment bulk to the water column seems to be weak.
The concentration gradient at the sediment/water interface was very
low. The demethylation microbial activity could be highly significant
within oxic surface sedimenta. Furthermore, iron oxides may act as a
sink for CH,Hg({II) at the sediment surface, thereby limiting the flux
of mercury to the overlying bottom water. fThis interpretation is
conaistent with the existing results of diffusive fluxed of total
dissolved Hg from sediments (Bothner et al., 1980; Gobeil and cossa,
in press), which demonstrates that only sediments having strongly
reducing conditions in the surface layer can release detectable amounta
of mercury to the water column. Therefore, in the Saguenay Fjord
environment, little CH;Hg(II) from sediment could enrich the overlying
oxic water column. Nevertheless, the burrow organisms could favour the
transfer to water column by bio-irrigation (Boddington et al., 1979%(
but their action has not been determined in the present study.

CONCLUSION

Anoxic non~sulphidic sediments are greatly conductive to the formation
. of CHHg(II). Qur results suggest that methylated Hg in anoxic
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sediments could not significantly diffuse through the oxidized sediment
layer towarde the overlying water but could enrich this sediment zone
where CH,Hg(IX) is likely adsorbed and/or dimethylated, and then
associated with Fe-Mn oxides. S0, we can expect that the Hyg-
bicaccumulation in f£ish comes from its food, such as benthic organisms,
rather than its contact to the dissolved CHHg(II) in the oxic water

column,
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APPLICATION OF SEDIMENT BIOASSAYS FOR THE ENVIROBMENTAL ASSESSMENT OF
OCEAN DUMP SITES K.L. Tay', K.G. Dce!, A.J. Macbonald', s.J. Wade!,

J.D.A. Vaughan! and A.L. Huybers'd, K. Leez R. Larocque?

! Environmental Protection, Conservation and Protection, Env;rnnment
Canada, 45, Alderney Drive, Dartmouth, Wova Scotia, Canada, B2Y 2N6

2 Chemical Oceanography and Contaminants Division, Department of
Fisheries and Oceans, Institute Maurice Lamontagne, Mont-Joli, Quebec,
canada, G5H 3z4.

A multitrophic level evaluation of sediment toxicity was conducted on
sediment samples collected from the dredged material dump site in Saint
John Harbour, New Brunswick. The assays employed in this evaluation
consisted of the following: Pore water and solid phase Microtox™ tests
(Photobacterium phosphoreum), Amphipod (Amphoporeia virginiana;
Rhepoxynius abronius) survival tests, Sea Urchin (Lytechinus pictus)
fertilization test and bacterial exoenzyme tests. Sediment chemistry
(heavy metals, PCBs and PAHs) and benthic community studies were also
carried ocut at the dump smite to asseas the results of the bloasaays.
The results of this study were used to evaluate the application of
these biocassays for the agsessment of the environmental impact of
dredged speil disposal at ocean dump sites and to compare the
sensitivities for these bivassays for sediment toxicity studies.

Sediment samples collected from the dump site one month after the
completion of the dumping operation were toxic to the test organisms.
Probably due to the combined action of astrong tidal currents and the
winter storms, the toxicity effects of sediment samples collected six
months later from the dump site were significantly reduced.

The relative sensitivities of the six toxicity tests to the sediments
uged in this study were ranked as follows: Microtox™ golid phase =
bacterial exvenzyme (MCA Leucine) > L. pictus > A. virginiana = R.
abronium > Microtox™ pore water. Further investigation is recommended
for the selection of a more sensitive end-point (e.g. IC20 EC25) for
the Microtox™ porewater assay.

Because of the different sensitivities of the tests, sediment biocassays
can sometimes provide variable results when "moderately contaminated®
gediments are tested. A set of szimple but effective criteria is
recommended for these biocassays in the regqulatory program:

1. Microtox™ solid phase amsay:

. sediments producing a 5§ minute IC, greater than 5000 ppm are to
be considered non-toxice;

) sediments producing a 5 minute Ic, less than 5000 ppm but
greater than 1000 ppm are to be considered of low Llevel
toxicity;

[ gediments producing a 5 minute IC, less than 1000 ppm are to be

considered toxic.
2. amphipod survival Test (R. abronium and A. virginiana):

. sediments are toxiec 1f mortality is at least 10 percent lower
than reference sample mortality and statistically different.
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Sea Urchin Fertilization Test (L. pictus):

sediments are toxic if fertilization is at lest 25 percent lower
than control sample fertilization and statistically different.

Bacterial exéenzyme test:
sediments are toxic if control site activity is reduced by 20

per cent or more of the normalized dilution value at a test
sediment concentration of 25 per cent.
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BIOCONCENTRATION FROM WATER AND BIOACCUMULATIOR FROM FOOD OF PCPB
CONGENERS IN RAINBOW TROUT (Oncorhyncbua mykisﬂ} SUSPENDED IN CAGES 1IN
THE ST.LAWRENCE RIVER FRO 30 DAYS. Michael J. Kadlec and Brian Bush
school of Publie Health, state University of New York, Wadsworth
Laboratory, Albany NY 12201-0503.

INTRODUCTION

Aquaculture in the st.Lawrence river could be a valuable source of cash
income to populations living around the river such as the Mohawk nation
at Akwesasne. It is possible to maintain large numbers of fish in
large geodesic cages suspended in the water column of a large river,
feed them automatically on a daily basis and harvest them at regular
intervals. fThe problem with many rivers in the developed world is
xenobiotic pollution: in the St.Lawrence river and Lake Ontario, PCB
pollution is the major problem. PCB have until recently been
considered to be sediment born, so that fish kept in isolation from
bottom sediments might be isolated from the pollutant, also feeding
clean chow should minimize predation on polluted biota and the fish may
remain uncontaminated in spite of a generalized pollution of an aquatic
environment. Uptake from the water column directly (bioconcentration)
needs to be measured in isclation from food chain uptake
{biocaccumulation). The experiment reported here is designed to do this
using a commercial fish species Oncorhynchus mykiss, rainbow trout.

METHOD

Rainbow trout (30 cm) raised in a clean aguaculture environment were
confined in caged suspended in the water column sites: Snye marsh
(Adirondak river-fed control site) Reynold's Bay on the St.Lawrence
river and Contaminant Cove which abuts a GM PCB-containing landfill.
They were band fed Purina Fish Chow daily in December 1992. Five fish
were removed from each cage after 10, 20 and 30 days. Edible fillets
were analyzed by homogenizing with sodium sulfate and hexane three
times, purification on calibrated ¥lorisil and analyzed by gas
chromatography with electron capture detection using a Hewlett-Packard
Ultra II 5% phenylmethyloctadecylsilyl quartz capillary column. 68
PCB-containing peaks, p,p'-DDE, mirex and HCB were calibrated for using
a 1:1:1:1 mixture of Arochlors 1221, 1016, 1254 and 1260 (200 ng/mL of
each) fortified with the pesticides at 10 ng/ mi (Bush et al., 1989).
Data were sent electronically to a PC where they manipulated using
Lotus 1-2~-3 with a 3-D Graphics Version 1.01 {(Intex Solutions Inc.,
Wellesley MA) add-on.

DISCUSSION

PCB do accumulate in fish from the water column alone. The
concentration and PCB pattern accumulated at the most contaminated site
greatly resembles the pattern in the water. There is little change in
concentration between 20 and 30 days.

Bio-uptake factors follow the expect increase with degree of
chlorinatien at the low water concentration sites but not in the
heavily polluted site. It is possible that equilibrium had not been
established at 30 days here. Biocaccumulation factors from food lie
only between 0.5 and 2, whereas those from water lie between 3,000 and
30,000 making pollution of fish from the water ceolumn an important
consideration in water pollution control.
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Even fish from the highly contaminated site mostly fall below the USFDA
recommendation againet human consumption of 2 ppm (uy/ g)-.

CONCLUSION

The experiment shows that except at the very contaminated site where
the water concentration exceeds 400 ng/ L of total PCB, raising trout
for human consumption should be possible. The eXperiment was repeated
during June 1993, to confirm this conclusion at summer water
temperatureas. The chemical analyses are not yet complete.
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MERCURY BIOACCUMULATION BY FISH AND CRABS IN A TEXAS BAY: A MODELING
APPROACH+ David W. Engel and David W. Evans, Watignal Marine Fisheries
Ervice, NOAA, Southeast Fisheries Science Center, Beaufort Laboratory,
101 Pivers Island Road, Beaufort, NWorth Carolina 28516.

From 1966 to 1970 a chlor-alkali plant operated by ALCOA released
mercury enriched wastewater into Lavaca Bay, Texas. A reservoir of
mercury enriched pediment has persisted in parts of the bay. 1In 1888,
the Texan Department of Health closed a portion of Lavaca Bay adjacent
te the chlor-alkali plant to recreational and commercial taking of
finfish and crabs, because the edible flesh of many of these organisms
exceeded the FDA guideline for methylmercury of 1.0 ppm wet weight.

We searched the literature for information on the partitioning,
biocconcentration, and bicaccumulation of inorganic mercury and
methylmercury in aquatic ecosystems which could be used to define the
connection between mercury contamination in the sediment and elevated
mercury levels in Lavaca Bay biota. We have not considered other
potential sources of continuing mercury contamination such as
agricultural or urban runoff or industrial emissions. Rdditional
information was sought on the life histories of fish and invertebrates
found in bays and estuaries along the Texas coast that tould explain
this connection. Three target species, red drum, black drum and blue
crab were chosen for development of a conceptual model of mercury
bicaccumulation. Descriptive models of food web relationships were
constructed which could be used to evaluate the posaible -pathways of
mercury to these target species. In addition, models also were
constructed for the major classes of primary food items: crustaceans,
mollusecs, and small £fish. Models were conceptualized by boxes
representing compartments of mercury accumulation and storage (e.g.
sediments, water, fish, crabs, and molluscs) and arrows representing
pathways of transfer of mercury among compartments.

* - This study was funded in part by the Lavaca BAy Technical
Management Team, NOAA/ Damage Assessment Center, and NOAA/ National
Marine Fisherieas Service.
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In aguatic systems the form of mercury most readily bicaccumulated and
which causes greatest toxic effect is the organic from, methylmercury.
Methylmercury is emphasized in our model development for these reasons.
¥We assume that sediments are the primary reservoir and potential source
of mercury in Lavaca Bay. Past surveys have shown that a plume of
mercury-enriched sediments emanated from the vicinity of the ALCOA
chlor-alkali plant at point Comfort, where more recent surveys have
continued to show elevated concentrations of mercury in the sediments.
The pathway of methylmercury from the sediments to target species is
thought to be through feeding on sediment dwelling organisms such as
crustaceans, molluscs, and worms. Another possible factor contributing
to the transfer of mercury from the sediment to the biota is that the
Lavaca Bay sediments are generally low in organic matter, which tends
to bind methylmercury. While the chemistry of mercury in saline or
estuarine waters is reasonably well understood qualitatively, actual
measurements of mercury in estuarine waters are few, because the
concentrations are very low and sample analysis is difficult. nNo data
are available for dissolved methylmercury in Lavaca Bay. A water
compartment is included in all of the descriptive models presented
because of the potentjal role of water in transferring mercury from
sediments to biota.

The two species of fish, red drum and black drum have life histories
that help explain the ocbserved differences in mercury concentrations
in fish from estuaries and bays on the Texas coast, specifically the
elevated mercury levels found in Lavaca Bay. Both species of fish tend
to feed and grow in relatively restricted locations throughout the
first three to five years of life. The result is that fish which
reside in a location contaminated with mercury should have body burdens
that reflect the envirommental concentrations of mercury.

Red drum spend their first 3 to 5 years in coastal bays and estuaries
where they grow rapidly. They stay relatively close to the area to
which they originally recruited, reaching a total length of 600 to 700
mm. Based on our modelling, they receive their major input of
methylmercury from food items rather than directly from either the
sediment or the water. Their primary foods are crustaceans {crabs and
shrimp). Small fish are also a food source of the red drum, but are
probably net as important in the accumulation of mercury, since the
methyimercury concentration in small prey fish is low relative to
crustaceans.

Black drum have not been studied as extensjively as red drum, but have
a similar growth pattern, and they have a poorly understood age
dependent migration pattern. They recruit into an estuary where they
remain through their first five to six years. When the fish become
sexually mature they may either apawn in the estuary in the vicinity
of inlets or passes or move out into the Gulf of Mexico. Later, large
adults may return to the same embayment. ZILack of movement by the black
drum during their early years and their return to the estuary reduced
the uncertainty about where they acquire their food and associated
mercury. The food chain supporting the black drum is simpler than the
one that supports red drum. The two main socurces of mercury are
molluses and crustaceans. Black drum is considered primarily a mollusc
predator, since it is anatomically equipped to grind and crush mollusc
shells.

The blue crab has a well defined life history, but a less specific
habitat selection process than the two species of fish. It is more
mobile than the fish. Blue crabs (along with stone crabs) are also
among those gpecies exceeding the FDA Guideline for methylmercury of
1.0 ppm wet weight in parts of Lavaca Bay. The molt cycle (i.e. the
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growth process) has been shown to affect metal metabolism in blue crab
hemolymph and digestive gland, but it's effect on muscle methylmercury
is not known. Blue crabs are opportunistic feeders with a diet that
includes everything from dead red drum to juvenile oysters. They have
been classified as detritiveres, omnivores, and carnivores. Detritus,
animal/plant material, sediment, and molluscs, are likely more
important mercury sources than direct accumulation from water.
Modelling mercury accumulation in blue crabs is the most complicated
of the three target species, because feeding patterns are not well
defined, growth is discontinuous and life span is short, and growth can
directly affect the turnover and metabolism of accumulated mercury.

Major components of the food webs for red drum, black drum and blue
crabs are actually assemblages of crganisms (crustaceans, molluscse, and
small fish). The descriptive models for these assemblages are more
generic than the single species food webs. Crustaceans use animal and
plant detritus, epiphytic and benthic algae, and benthic invertebrates
(including both micro and macro-fauna) as food sources. The choice of
particular organisms is dictated by their relative abundance and the
developmental stage and size of the crab of shrimp. All species with
the exception of xanthid crabs are found primarily in seagrass meadows
and salt marshes where detritus is abundant. All are omnivores and
detritivores. Mollusces have less complex food web relationships.
rilter feeding molluscs can accumulate metals and nutrients both
through the consumption of phytoplankton and directly from water.
sediment may be a dietary source of mercury for deposit feeding
molluses and an indirect one for filter feeders. small f£ish are
secondary to other more important food web pathways for the target
species. Of all models, the small fish model has the highest level of
uncertainty, because of the many species and their trophic diversities.
there is a notable lack of information on their mercury concentrations
in Lavaca Bay.

Implementation of the models and estimation of methylmercury
bicaccumulation was dependent upon data taken from the world-wide
mercury literature coupled to measured mercury and methylmercury
concentrations in organisms and sediment from Lavaca Bay. cCalculations
were made of the fluxees of mercury through the food web to the three

target species. Results of this implementation exercise were
consistent with ocbserved methylmercury concentrations in Lavaca Bay red
drum, black drum, and blue crab. Regults of the caleulations

illustrated the utility of the models, and identified the areas of
uncertainty in model parameter estimates.

In summary, the modeling effort has identified five critical factors
that have led to the localized elevations of mercury concentrations in
certain finish and crustaceans in Lavaca Bay:

1. The persistence of high mercury concentrations in
sediments in the Point Comfort area of Lavaca Bay.

2. Low organic matter concentrations in ILavaca Bay and
Matagorda Bay sediments enhance mercury bioavailability to
sediment inhabiting invertebrates,

3. The relatively simple food webs in which red drum, black
drum, and blue crabs feed predominantly on benthic and
epibenthic invertebrates.

4. Limited movement of red drum, black drum, and blue crabs

within Lavaca Bay which allows therm to be exposed to the
elevated mercury concentrations in these invertebrates
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throughout most of their early lives.

Highly efficient and rapid assimilation of methylmercury
from food by the target species. In combination with very
slow excretion of methylmercury, this allows the target
species to accumulate methylmercury to high levels during
their residence in Lavaca Bay.
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METALLOTHIONEINS AND TRACE METAL PARTITIONING IN THE ATLANTIC OYSTER
crassostrea virginica

pavid W. Engel, National Marine Fisherie Service, NOAR Southeast
Fisheries Science Center, Beaufort Laboratory, 101 Pivers Island Road,
Beaufort, North Carolina 28516

The Atlantic oyster, cCrassostrea virginica, has the capacity to
concentrate trace metals from its enviromment to high body burdens as
demonstrated in both field collections and in laboratory exposed
animals. To cope with these accumulated metals, oysters possess
efficient mechanisms to sequester and detoxify metals when present in
excess or when requlrad for routine metabolism. one mechanism to
detoxlfy copper and zinc is the formation of intracellular inclusions
in amoebocytes and ‘excretion by diapedesis. Cytosolic cadmium
seguestration in the oyster has been shown to involve the low molecular
weight and metal-binding cytosolic protein, metallothionein (MT) (i.e.,
heat stable, molecular weight of 7 te 10 K daltons, binds cadmium,
containsg 30% cysteine, and has the amino acid seguence consistent with
a Class I MT).

In our continuing investigation of metal metabolism in oysters, we have
studied the uptake, accumulation, cytosolic partitioning, and
depuration of cadmium, and how copper in the exposure media affects
these processes with exposure to cadmium and zinc. The results of
experiments where oysters were exposed simultaneously to cadmium and
copper have shown that both metals were accumulated at similar rates,
If only cadmium is removed from the exposure medium, the rate of copper
accumulation doubles and cadmium is displaced from the MT by copper,
but the total body burden of cadmium remains constent.

Gel filtration chromatography of the oyster cytosol showed the presence
of two cadmium-binding peaks at 24K and 10K daltons molecular weight,
containing cadmium, copper, and zinc. ron-exchange chromatography of
these two metal-binding protein peaks show that they are composed of
at least two or three isoproteins. The ion-exchange elution profile
of the higher molecular weight metal-binding peak shows the presence
of a zinc containing protein and at least twe ill~defined
cadmium/copper proteins which do not have the characteristics of Mr.
The elution profile of the low molecular weight protein peak is
composed of three isoproteins. Two of the proteins bind both cadmium
and zinc while the third binds only zinc.

The elutjon characteristics of the two cadmium peaks are consistent
with literature values for a Class I metallothionein.

since environmental/monitoring measurements of MT in oysters use field
collected specimens, we examined local nonexposed oysters at different
times during the year and at different stages of their reproductive
cycle. Examination of local winter oysters with background metal
ceoncentrations showed that the only metal bound to the MT was zinc.
Ion-exchange separation of this material showed on predominant zinc
containing peak and two shoulders. These three elution conductivities
corresponded rather well with the two cadmium/zinc and one zinc protein
discussed previcualy. These data suggest that the native form of MT
in the oyster is Zn-MT, and that cadmium and copper can induce
synthesis. 1In addition, the cytosol of prespawning and postspawning
oysters was examined by gel filtration chromatography, and significant
differences in the distribution of copper were demonstrated. These
data underscore the need to be aware of the effects of natural factors
on the metal concentrations in sentinel organiams.

56



In addition to influences of natural factors, population differences
may also exist. In collaboration with colleagues at the University of
Maryland and the NMFS/Milford Laboratory, we have examined the
cytosolic distribution of metals in oysters from the northeastern and
Southeaster U.S.. There are major differences among groups of oysters
collected from estuaries along the east coast. Southeastern oysters
have two metal-binding peaks at 24 and 10K daltons while the
northeastern animals have one at about 10K daltons. Examination of
these groups of oysters is still underway, but the early data suggests
that there may population differences, which could in turn influence
the accumulation of contaminants.

Like other biomarkers, MT will be useful for field monitoring when the
effects of natural variables are understood. Wwith the currently
available molecular biclogical techniques, it should be incumbent upon
any wide ranging monitoring program te characterize the population
structure of the sentinel organism that is being used.
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POLYCYCLIC AROMATIC HYDROCARBONE IN SEDIMENT OF THE ST.LAWRENCE ESTUARY
Juanita Newman Gearing!, Patrick J. Gearing’, Michelle No#l' and John
N. smith? ' Department of Fisheries and Oceans, Maurice Lamontagne
Institute, Mont-Joli (Québec) ? Department of Fisheries and Oceans
Bedford Institute of Oceanography, Partmouth (Nova Scotia)

ABSTRACT

Flevated concentrations of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH)
characteristic of combustion processes have been previously reported
in the Saguenay Fjord and Baie des Anglais, and associated with the
historical record of discharges by aluminium refineries. We analyzed
PAH in sediments from the saguenay Fjord (four cores) and the Lower
st.Lawrence Estuary (15 locations). A dated Saguenay core contained
total combustion PAH at concentrations of 1.9 to 160 ug/g which varied
with time and sediment displacements. In the Lower Estuary, transects
showed elevated levels of PAHe (up to 8.9 ug/g) near the north shore
where a refinery is located. In the deep Laurentian Trough, however,
PAH concentrations averaged around 1 yg/g (range 0.69 to 1.6 ug/g and
showed no apparent geographic or temporal trends, indicating that the
refineries have little influenced these sediments. The ratio of
benzo{a)pyrene (a combustion PAH} to perylene (a PAH of similar physio-
chemical properties with natural sources) was used to trace PAH from
refineries by minimizing variability due to sedimentary grain size and
organic carbon content. A series of PAH compounds derived from resin
acids of terrestrial plants (norabieta-tetraene, norabieta-triene,
tetrahydroretene and retene} wae alsc prominent in the upper Saguenay
core and may reflect the pulp and paper industry.

INTRODUCTION

Polycyclic aromatic hydrocarbons are of increasing concern because they
are ubiquitously found in the environment (Laflamme and Hites, 1978;
Gearing et al., 13891 and references therein) where they can have both
short-term acute effects and long-term carcinogenic and mutagenic
effects (National Research Council cCanada, 1983; National Research
council, 1985). The larger PAHs are persistent in sediments. Their
presence in marine environments has been linked to damage to fish,
deapite the ability of most vertebrates to metabolize these compounds
(Malins et al., 1988).

Quebec has the highest yearly influx of PAHs in canada, in large part
due to the presence of several aluminium refineries (Lavalin
Environment, 1988). High levels of PAHs in Quebec sediments have been
reported, beginning in the early 1980s. This paper reviews that
literature and adds more recently collected data to present a unified
overview of PAHs in the St.Lawrence system.

MATERIALS AND METHODS

Three box Cores were collected from the lower Saguenay Fjord in August,
1987. samples from various depth intervals (0-0.2 em, 0.2-0.5 cm, 0.5~
i, 1-2, 2-%, 5-10, 10-15, 15-20, 20-25, etc.) were collected in
solvent-cleaned glass jars and immediately frozen. & gravity core from
near S$t.Fulgence was collected in February, 1990 and frozen whole.
Sediments from the Lower St.Lawrence Estuary were collected with a box

_ corer in May, 1985 (one, mid-estuary), in August, 1987 (two from the
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upper and lower sections of the Laurentian trough) an in July, 1989
(ten along two north-south transects). Box cores were subsampled as
for the sSaguenay cores and frozen on board ship.

In the laboratory, samples were thawed and sieved (82-ym mesh).
Aliquots were taken for the determination of dry weights. Deuterated
internal standards were mixed with the wet gediments. ILipids were
extracted from the sediments by refluxing for 4 h in 1.5 M KOH/CH,0H,
The nonsaponified fraction which included the PAHs was separated by
three liguid-liquid extractions with hexane. sulfur was removed with
activated copper. The hexane was concentrated and separated into
aliphatic and aromatic fractions using columns of alumina and silica
gel (Gearing et al. 1976).

PAHs were separated and tentatively identified by capillary gas
chromatography using a Carlo-Erba HRGC 5160 with cool on-column
injector, a DB-5 column (30 m x 0.32 mm ID}), and FID detector.
uantification was carried out with a Spectra-Physics 4290 integrator
coupled with the computerized Labnet/Winner system. Peak areas and
heights were compared for quantification. Analyses by GC/Ms (vg -
TS5250) on selected samples confirmed identifications and
guantification.

RESULTS AND DISCUSSION
Saguenay Fjord

Three aluminum refineries operate along the Saguenay River and upper
reaches of the Fjord. The surrounding highlands, prevailing winds and
currents funnel the majority of atmospheric particulates down the Fiord
where they can be deposited in the deep sedimentary basin.

The sediments of the fjord have been analyzed for PAHs since around
1879 (Table l). These studies fall into two groups: a comprehensive
set of cores and surface grabs taken between 1979 and 1983 at 47 sites
and a smaller, more recent collection (1987-1991) from 19 stations.
Taken together, these analysis show consistent geographical and
temporal trends.

59



Table 1. Sediment samples from the Saguenay Fiord

- Reference
River and Tributaries 8 sites 1983 Pau] & Lalibertéd, 1985
flver 6 nites 1988 Laliberté, 31591
Baie deps Halliml 12 graba 1382 Primeau & Goulet, 1983
Horth Arm of Fiord 1 core 1979 Smith & Levy, 19%0
Horth Arxm of Fiord 1 core 1980 Pelletier et 21, 1992
North Arm of Fiord 1 cors 1950 This work
Upper Reaches & 8 cores 1982 Martel =t al., 1987
Main Basin n
Upper Reachas & 17 grabs 1983 Martel et al., 1986
Main Basin
Upper Reaches &k 3 cores 1988 Cuellet, 1990
Main Baein
Upper Reaches & 5 cores 198) DeMarco, 1992
Mpin Baain
Lower Fiord 1 coreas 1987 This work

Results from these studies have been compiled on Figure 1. The term
PAE combustion products has been used to refer to the sum of twelve

unsubstituted PAHS Iphenanthrene, flucranthene, pyrene,
benzo{a)anthracene, chrysene, benzo{(bj)fluoranthaene,
benzo{k)fluoranthene, benzo(e)pyrene, benzo{a)pyrene,

indenc{c,d)pyrene, dibenz(a,c)anthracene and benzo({ghi)perylene}. This
term comes from the geochemical literature. Various other combinations
of unsubstituted PAHs are also reported in the literature and
occasionally erroneously reported as "total® PAHs. The values reported
in the above studies have been closely adjusted to this combination of
compounds. Differences in methodology and chromatographic resolution
precluded a complete coordination of values.

Values in the Saguenay River are generally low (1-2 ug/g) except in the
immediate vicinity of refineries; there ig little sedimentation in the
river itself. In the upper reaches of the fjord near St.Fulgence,
where sedimentation rates are up to 7 em/yr and the sediments are
anoxic (Smith and Walton, 1980), PAH concentrations are highest.
Lower, but still elevated concentrations are measured in the oxic
sediments elsewhere in the main basin, with the values declining with
distance downstream. This decline becomes more pronounced 40 km
downstream near the estuary, where the fjord becomes shallower, the
bottom currents stronger, and the sediment grain sasize larger.
Nevertheless, elevated PAH levels (> 2 ug/g) extend over 60 km down the
fjord.

The concentrations of PAHs in these sediments show a small, but
congistent decline with time. At three locations near the top, middie
and lower sections of the main basin, values reported by oOuellet
(1950}, DeMarco (1992}, Lambert and this work for 1987-1991 are 10 to
40% less than the values of smith and Levy (1990) and Martel et al.
(1987), for samples collected in 1979-1983. This corresponds to 1.1
to 8 percent loss per year with an average of 3% per year. bDated cores
show that maximum values arcund 160 pg/g were found near st.Fulgence
in the 19%60s. Since aluminum refineries are currently working to
reduce PAHs in their effluents, sedimentary levels can be expected to
further decrease with time.
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The combustion PAHs are not always the most abundant aromatic compounds
in the fjord. A series of aromatic hydrocarbons derived from resin
acids (primarily norabieta~tetraene, norabietatriene, tetrahydroretene
and retene) have concentrationa as high and sometimes higher than the
primary combustion products. Preliminary analysis of their occurrence
ovar time indicates that pulp and paper mills may be responsible for
the high concentrations of these natural products.

St.Lawrence Estuary

There is alsc an aluminum refinery on Baie des Anglais, in the Lower
Estuary. A recent study (MENVIQ, 1983) found elevated levels of
combustion PAHs in the bay itself, up to 3 km from the refinery. We
examined the literature and analyzed additional sediments in order to
see how this source as well as inputs from the Saguenay affected the
sedimentary levels of PAHs in the estuary as a whole. The samples
surveyed are listed on Table 2.

In general, concentrations in the open estuary (Laurentian Trough) are
relatively low, around 0.5 to 1 pg/g and do not change with distance
down the estuary (Figure 2}. In fact, levels reported for the
st.lLawrence River (riverine lakes), the Upper Estuary and for the Gulf
near the Cabot Strait fall in the same range. Higher values have only
bean reported for sediments in major harbours (Pelletier and Bélanger,
1990). In the Lower Estuary, only samples taken on the northern side
of the estuary near Baie des Anglais, had values over 2 ug/g. The
influence of the factory can be seen for tens of kilometres along the
north shore where rivers ultimately deposit the PAH-laden particulates
which were originally spread atmospherically. However, in contrast to
the situation in the Saguenay, these particulates appear to have little
influence on the deep depomitional trough.

Table 2., Sediment samples from the St.Lawrence

. Aeferahce

River - Lake St.Francols Allan, 1988

River - Lake St.Pierre . Hardy ot al, 1951
Upper Estuary - Basin 1 core 1986 Lambert et al.,unpub.
Upper Eatuary - Interdidal 31 sites 19980 Dalcourt et al., 1991

TOWER ESTUARY

Baie dea Anglais 3 aites 1988 Laliberté, 1991

Baie des Angiais 17 grabs 193¢ MENVIG, 1993

Laurentian Trough 1 core 1985 Gearing et al., 1952

Lemugrentian Trough 4 grabs 19846 Gearing et al., 1953

Laurentian Trough ? cores 1987 Lambert et al., unpub.

Laurentian Trough 1 core 1988 Cuellet, 1990

Interdida) - South Shore T samples 1986-89 Pelletier ot nl., 1951

North ~ South Transects 10 cores 1987 Thim work

Gulf - Basmin 1 core 1988 Lambert et al., unpub.
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PAH Change over 5-10 Years
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Figure 1. Total PAH combustic;n products (zg/g) in suiface sediments of the Saguenay Fjord as
a function of distance upstream from the estuary, .
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Figure 2. Total PAH combustion products (ug/g) in surface sediments throughout the Lower St.,
Lawrence Estoary,
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CHALLENGES IN THE ASSESSMENT OF COMPLEX MIXTURES IN THE CANADIAN
ENVIRONMENT Miles Constable, Environmental Protection Service,
Environment Canada, Edmonton

INTRODUCTTION

A few definitions are provided below to make the discussion more
understandable.

A "CEPA substance" is defined as "any distinguishable kind of organic
or inorganic matter, whether animate or inanimate”, and includes:

- any matter that can be dispersed, or causes other matter to be
dispersed or causes such transformations;

- free radicals and elements:

- any chemicals that do or dot not naturally occcur;

- any class of substances.

This definition includes mixtures of substances, manufactured items
that are used for their physical shape and any animate matter contained
in effluents, emissions or wastes.

A "toxic" gubstance as defined by the Canadian Environmental Protection
Act is: "a substance is toxic if it is entering or may enter the
environment in a gquantity or concentration or under conditions

a) having or that may have an immediate or long-term harful effect
on the environment;

by constituting or that may constitute a danger to the environment
on which human life depends; or

) constituting or that may constitute a danger in Canada to human

life or health.

The use of the words toxic and toxicity in this paper refers to this
definition only if they are followed by quotation marks. Other uses
of these words refer to a more scientific definition.

A complex mixture could be defined as:

a “CEPA" asubstance that is composed of many compounds, some that
are closely related (for example PAHs), some that are not
related (for example chlorinated phenols, heavy metals, and
PAHs) and some that have not been identified or properly
characterized (for example long chain aliphatics, soaps and
azaarenes}).

Four of the substances put on the Prioriy Substances List (PSL} under
the canadian Envirommental Protection Act (CEPA) by the Hall Panel for
"toxicity assessment" could be classified as complex mixtures, these
were "Effluents from Pulp Mills Using Bleaching”, "Chlorinated
Wastewater Effluents”, "Waste Crankcase 0ils" and "Creosoteimpregnatedf
Waster Materials®. These four substances result £rom specific
industrial processes (pulp and paper mills and creosote wood
preservation) or from urban development (waste crankcase oils and
chlorinated wastewater effluents). Most of the other assessments
conducted to date under the PSL are the products of many industrial
processes (PAHs, benzene) or are individual chemicals (chromium,
dichloromethane). There were some significant differences between the
. asseasments of complex mixtures and those done on specific chemicals.
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This presentation will identify the commonalities between the
asmessment of four complex mixtures and identify the challenges they
presented to the assessment teams.

The basic problems in assessing a complexX mixture are:
~ characterizing the mixture

very large numbers of compounds can be present in a complex
mixture. There are over 250 in bleached pulp mill effluents,
hundreds in chlorinated wastewater effluents and waste crankcase
oils, and up to 3000 in waste creosote. Complex mixtures can be
highly variable over time and from one source to another. The
complex nature of the mixture is such that the need to
completely characterize it im not realistic.

-~ determining "toxicity"

The toxic effects of complex mixtures can be difficult to
determine as the many compounds in the mixture can exert toxic
effects in different ways (sub-lethal mutations, direct damage,
reduced reproduction, etc), they can interact with each other in
unknown ways {antagonistic, synergistic, additive), and the
effects can vary with time and source (increased toxicity in
water, pulp effluent toxicity can vary with species of tree
harvested, etc).

- determining the source of the "toxic" components

unlike single compounds, assessments of complex mixtures are
source related, so determining the source of the components is
very important in the assessment.

- fractionation of the mixture in the environmment

All of the mixtures fraction into at least several groups of
compounds. Some are water soluble, some water insoluble; some
degrade guickly, some persist; some are transported long
distences, and othera are immobile. Each mixture is unigue in
the way it fractions in the receiving environment.

CHARACTERIZING THE MIXTURE

Prior to conducting an environmental “"toxicity" assessment of a complex
mixture it is desirable do know what is in the mixture. o0f the four
examples used in this paper, creosote-impregnated waster materials was
likely the easiest to characterize as it is formed from a commercial
pesticide that has undergone considerable research characterizing its
components for efficacy and for environment contamination. However,
because creoscte is made from coal it is highly wvariable in its
composition. It includes PAHs, O, N, And 5 substituted PABRs, and
alkylated phencls. Bleached pulp mill effluents typically contain
resin acids, soaps, fatty acids, diterpene aleohols, phytesterols,
chlorinated phenols and acids, alcohols, aldehydes, ketones,
mercaptans, sugars and aliphatic and aromatic hydrocarbons. Waste
crankcase oils contain many aliphatic and aromatic hydrocarbons,
organic and inorganic compounds containing CcI, s, P, Br, N and heavy
metals (Fb, Zn, Ba, Mg) detergents, propristary additives, dirt, and
carbon. They are also freguently mixed with other waste cils that are
not characterized at all. Chlorinated wastewater effluents can contain
a wide range of compounds, but most common are PAHa, heavy metals,
chlorinated phencls, free chlorine, nitrates, ammonia, phosphates, and
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salts. So as can be seen, the characterization of any of these
"gubstances” is the envirommental chemists nightmare come true;, or
perhaps their bread and butter.

Each complex mixture has of complicating factors that influence the
composition of the mixture and hence the envirommental toxicity. For
example, the complicating factors in pulp mill effluents are the type
of wood used (softwood produces more phenolic by-products that
hardwood), Ain-plant processes (kraft vs sulphite, chlorine gas
bleaching produces more chlorinated compounds than chlorine dioxide
bleaching), and the effiuent treatment process used. Waste crankcase
pils are influenced by the manufacturer of the oil, additives in it,
the way the vehicle was driven, the condition of the motor, the type
of motor and the other waste oils mixed in. Chlorinated wastewater
effluents are influenced by the type of effluent received (municipal
ve industrial), the type of industry inputting to the system, the size
of the population served, and the type of treatment system. The
composition of waste creosote is mainly a product of the coal it
derives from and the differences are usually in the percent
distribution of the primary components.

Fortunately detailed characterization of a complex mixture is not
necesggary for a “"toxicity" assessment as long as there is sufficient
canadian field effects data for that mixture. It is when the field
effects data becomes limited, or of questionable gquality, that effluent
characterization becomes more important. In the assessment of
creogote~impregnated waste materials, the characterization of the
components aided the "toxicity" assessment. Knowing which PAHs from
waste creosote partition onto sediments, water and aguatic biota aided
the asseassment by allowing a comparison of canadian creosote
contaminated sites to American sites where effects were noted and
allowed the use of biological effects date (called AETS, Apparent
Effects Thresholds) for single PAHs and total PAHs in sediments.

In the assessment of bleached pulp mill effluents, surrogate parameters
were used to compare sources of effluents for similarity. This
asseasment used measurements of Adsorbable Organic Halocgen (AOX) for
the estimation of organochlorine content in mill effluents and
receiving waters, and Extractable Organic chlorine (Eocl) for sediments
and biota. Much of the foreign literature on the effects of pulp
effluents uaed these surrogate measurements. 20X was a useful
parameter to determine the total amount of chlorinated substances in
pulp mill effluents, but it could nect be used to: distinguish one
chlorinated compounds from another; provide the concentration of each
chemical in the effluent; predict the toxicity of the effluent and
predict the persistence of the effluent in the receiving environment.

DETERMINING "TOXICITY"

It is impossible to assess the “toxicity" posed by all of the
individual components in a complex mixture as there are too many

interacting parameters to consider. There are the problems of
additive, synergistic and antagonistic effects of target components in
mixture, and determination of the target species affected. The

ecosystems being impacted are complex and much more difficult to study
than a laboratory experiment or microcosm. The species exposed to the
mixture react in wunigue ways depending on their physiclogy,
reproductive status, sex, age and other factors. However, the best data
to base a "toxiecity" assessment on are negative biological effects data
from ¢anadian sources of the complex mixture. If these are available
then the composition of the mixture is of secondary importance to a
“toxicity" assessment. If canadian field effects data are not
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available then field effects data from similar systems in similar
countries can be used to compare with the canadian situation, assuming
that the sources can be compared to establish similarity. ¥Failing the
availability of foreign effects data, laboratory toxicity data of the
mixture can be used, but with considerable caution. Laboratory data
are best used in support of sparse or questionable field effects data.
Failing the availability of laboratory data on the complete mixture,
then laboratory data on the component chemicale of a mixture can be
used with caution and could not be used sclely to support a decision
of CEPA "toxicity". Field effects data from poorly related ecosystems
can be used to support limited or cquestionable Canadian field effects
data, but they too are not an indication of "toxicity" in the Canadian
environment.

rinding scientific literature for field effects data from canadian
sources was readily accomplished for chlorinated wastewater effluents,
as there was considerable information on impacts under cCanadian
conditions. Unfortunately, there was less information available on the
impacts of creoscte-contaminated waste materials on Canadian
ecosystems, there was hardly any available information on bleached pulp
mill effluents, and there was no information on waste crankcase oils.
The evaluators had to use other sources of information for these three
asgsegsments. For the information base of bleached pulp mill effluents,
the Swedish mills and receiving environments were similar to Canadian
mills and situations, and for crecsote-contaminated waste materials
some of the American contaminated sites were sufficiently similar to
canadian ones to make comparisons. For waste crankcase oils there were
no sources of information on environmental impacts.

A technique that worked well on the assessment of creosote-contaminated
waste materials was to concentrate the assessment on a suite of 16 PAHs
known to occur in all sources of crecsote-contaminated waste materials,
and that various environmental agencies had identified as “toxic
substances" of are "priority pollutants". The PAHs considered covered
the major components of waste creosote, so that most of the
environmental behaviours of waste creosote, (i.e. fractioning into two
distinct phases in water) were considered. However, this meant that
toxicity information on compounds occasionally found in creosote or
incomplete toxicity data on other commonly present compounds was not
considered. Limited data indicated that much of the toxicity of waste
creoscte could come from the more water soluble guinolines.
Unfortunately, most of the sampling programs at creosote contaminated
gites did not include the quinolines as important components of waste
creosote, 80 there was little data that could be used to compare
effects seen at one site with the component chemistry to other sites.

In the assessment of bleached pulp mill effluents the concentrations
of suspected toxic components were typically below their 96 hour LCB0s,
however, the toxicity of the effluents were typically high. If only
the LC50 values had been used to determine the "toxicity" of bleached
pulp mill effluents then the assessment would likely have been much
different. This phenomenon is the major fault of using laboratory
derived data on isclated components of a complex mixture. The
information frequently does not adequately reflect reality.

SOURCE OF TOXIC COMPONENTS

The basic difference between assesging a simple compound and a complex
mixture is in determining the source of the substance. The presence
and toxic effects of a single compound or a simple mixture of related
compounds can be assessed. The comlex mixtures assessed to date have

~been source specific, so that the presence of toxic components in the
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environment had to be continually questioned as to their source. For
example, the presence of PAHs in a river was not adequate for the
creosote-impregnated waste materials assessment, the PAHs had to be
tied to. a source of waste creosote. With some of the complex mixtures
{creosote~contaminated waste materials and waste crankcase oils) there
were problems with determining the source of toxic components in the
receiving envirooment. In the case of waste crankcase oils, it was
impossible to show the entry of waste crankcase oils into the agquatic
environment. Heavy metals and PAHs are common pollutants in waters
receiving industrial and municipal effliuents and there is no specific
component of waste crankcase oils that would have identified it in the
environment. There are many sources of PAHS in aquatic environmentals
other than creosote contaminated sites, such as sewage treatment
plants, runoff from roads, oil spills, etc. This is problematic with
asseasments of pollutants from non-point sources as it may not be
evident that the complex mixture under assessment is responsible for
the negative environmental effects. Biological effects data have to
be gathered from point sources where the concentrations of potentially
toxic compounds from the complex mixture overshadow the background
concentrations.

FRACTIONING IN THE ENVIRONMENT

All of the complex mixtures dealt with under PSL 1 fractioned in sonme
way once they were released to the environmment and created another
confounding factor in determining if a mixture was "texic®" in the
environment. tnlike a single compound where a limited series of
degradation products have to be considered, complex mixtures degrade
or fraction in a myriad of ways. These CEPA "substances" have many
different routes of environmental toxicity with different, and variable
endpoints. With waste creosote the 2-ring PAHs, phenols and azaarenes
are the first to evaporate, dissolve or leach leaving behind the
heavier multi~ring compounds. This creates two fractions each with a
different toxicity potential and with different patterns of mobility
in the environment. Chlorinated wastewater effluents and bleached pulp
mull effluents are partially degraded before they are released to the
environment. Bleached pulp mill effluents are detected in organisms
50 or more kilometres from their source while others deqrade rapidly.
Readily degraded compounds can exert an anoxic effect on the bottom
organisms jmmediately downstream from the effluent outfall, while
persistent bicaccumulative components exert their effects much further
downstream on different organisms and over a longer time period. To
be complete a "toxicity" assessment should take into account as many
of these routes as possible, although time constraints and availability
of information usually limit assessments to the most obvious routes of
toxicity.

CONCLUSIONS

complex mixturesa are a common occurrence in the Canadian environment.
Almost every industrial effluent and many wastes are complex mixtures.
Determining their environmental impacts ie more difficult than for
single compounds due primarily to the high variability in their
composition. This makes it difficult to detect or prediect their
toxicity, persistence and fate in receiving ecosystema. Careful
thought should be given to conducting more assessments on complex
mixtures without some pre-assessment work to determine if the proposed
assessmént 18 necessary. In many cases, the mixtures contain
individual compounds that are more readily assessed and would result
in much the same level of environmental protection.
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The most important conclusion is that Capadian field effects data is
much gimpler to use for the gimple fact that it does not have to be
compared in any way with any data from another site or country,
surrogate parameters do not have to be invented to compare similarities
of effluents, lab data does not have to be extrapolated to the field,
and there are no concerns about testing non-native apecies., fThere are
many drawbacks to using field date, the inherent wvariability and
unpredictability of natural ecosystems are the biggest drawbacks. But
a well designed impact study is not difficult to plan and conduct, and
the usefulness of the data is much greater than a lab study. The great
value that evaluators put on field effects data of pollutants on
canadian ecosystems in assessing impacts is proof that if we want to
adequately assess our impacts on the Canadian environment then we must
have cCanadian effects data. If we turn away from conducting field
studies of impacted Canadian ecosystems, then we will not have the
information we need to assess or control pellutanta. Using foreign
sources of ecogystem impact data is at best educated guesawork when
applied to canadian ecosystems.
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BIODEGRADATION OF PENTACHLOROPHENOI. AND BTEX IN A LAB-SCALE FLUIDIZED
BED BIOREACTOR Jiyu Lei and Jean-Luc¢ Sansregret, BIOGENIE INC. 350, rue
¥ranguet, entrée 10, sainte-¥oy, (Québec), GlP 4P3

ABSTRACT

The biodegradation of pentachlorophenol (PCP) and some monocyclic
aromatie hydrocarbons (BTEX) was investigated in a three-phase
fluidized bed bicreactor. Support particles (polymers) of the reactor,
possess a large surface area on which either a PCP of a BTEX degrading
bacterial consortium was immobilized. The consortia, obtained by
enrichment from chemical contaminated soils, are capable of growing in
a medium containing inorganic salts and target contaminants as sole
source of carbon. Biodegradation tests were performed using wood
washing process water contaminated with PCP and groundwater
contaminated with BTEX.

Results of the tests showed (greater than 99%) removal of PCP and BTEX
to their analytical detection limits with a hydraulic retention time
of leas than two hours. A mass balance was made to measure the
concentration of contaminants in inlet and outlet waters, gas emission
and bed media. The balance study showed that bicdegradaticon is a major
reaction responsible for the contaminants removal Based upon this
investigation, we conclude that the fluidized bed bioreactor would be
effective for the treatment of organic compounds in wastewater.

KEYWORDS

Fluidized bed bioreactor, immobilization, biocdegradation,
pentachlorophenol, monocyclic aromatic hydrocarbons.

INTRODUCTION

Fluidized bed bioreactor (¥BB)} has potentially many applications in
wastewater treatment owing to its advantages over other types of
biotreatment {activated sludge, trickling filter, rotating contactor},
such as: 1) high cell concentration; 2) low wash out of biomass; 3)
high mass transfer and 4) minimum clogging of packing particles.

In FBB, packing particles are kept in a mobile state by the flow of gas
and liquid. Microorganisms can be immobilized in or on the fluidized
particles at a high concentration by covalent c¢oupling, adsorption or
entrapment. Wastewater treatment in such a reactor involves the
bioconversion of pollutants to some non-toxic products by the
immobilized microorganisms.

FBB has been used extensively for biological nitrification,
denitrification and BOD removal. Preview research showed an important
increase in the pollutants removal efficiency in FBB compared to some
conventional biological treatment processes (Gauntlett, 1981; sutton
& Mishra, 1990; Cooper & Williams, 1990). So far, however, FBB has been
applied to a relatively lower extent for the biotreatment of industrial
chemicals contaminated waters. Due to its unique characteristics and
various advantages, FBB is likely to find more widespread applications
in the near future.

In the present work, a laboratory-scale FBB has been tested for the
biodegradation of PCP (pentachlorophenol) and BTEX {(benzene, toluene,
ethylbenzene and xylenes), chemicals frequently found in industrial
process wastewaters.
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MATERIAL AND METHODS
Wastewaters

Washing process liquid of PCP contaminated wood was used as PCP
contaminated water. The initial concentration of PCP was 40,5
mg/liter.

BTEX contaminated water wam collected from the top of the water table
at a gasoline contaminated site. An initial BTEX concentration of 731
pg/liter was measured, including 270 ug/liter of benzene, 260 pg/liter
of toluene, 36 pg/liter of ethylbenzene and 165 pg/liter of xylenes.

¥luidized bed bioreactor

Fluidized bed bioreactor used for this study consisted of a Z-liter
column, as shown in figure 1. The column was filled with biomass
support particles possessing a high volumetric surface and having a
density close to water. Compressed air was introduced from the base
of the reactor through a porous diffuser. Wastewaters were injected
into the reactor by a peristaltic pump and flowed concurrently with air
upward. The liguid and air flows were the driving forces inducing the
fluidization of the packing particles. pefore being introduced inteo
the reactor, pH and nutrients of the wastewaters were adjusted in a
feed tank.

Microorganisms

rcp degrading bacterial consortium was isolated from the chemical
contaminated soils and subecultured for several months in a mineral
salts medium containing PCP as the scole carbon source. Shake flask
experiments were conducted to evaluate PCP degrading activity of the
consortium. Flasks containing 200 ml of mineral salts medium with 100
mg of NaPCP per liter were incculated with 10 ml of the bacterial
culture. Non-inoculated medium was used as control to check for the
possible chemical and physical loss of PCP. All the flasks were
incubated at 25°C on a shaker. PCP concentrations were analyzed
according to Fountaine et al. (1975) using an UV/VIS spectrophotometer
at 320 nm.

Bacteria for the degradation of BTEX were obtained from gasoline soils.
The bacterial mixture was maintained in a mineral salts medium with
gasoline as the sole carbone source. The BTEX degrading capacity of
the consortium was determined by colony hybridization using the xylEe
gene probe (Samson et al., 19%2).

Experiments with the fluidized bed biocreactor

Experiments were conducted to investigate the biodegradation of PCP and
BTEX in the FBB. PCF or BTEX utilizing consortium was immobilized in
the support particles of the reactors. For BTEX degradation
experiments, an activated carbone column was connected to the outlet
of the air line for the adsorption of BTEX1. PCF and BTEX were
measured by gas chromatography using standard EPA methods No 8040 and
No B020, respectively (U.S. EPA, 1986).

RESULTS AND DISCUSSION
Biodegradation of Pentachlorophenol

After several months of growth on pentachlorophenol, the PCP degrading

. consortium consisted of three predominant bacterial strains. shake
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flask experiments showed that about 90% of NaPCP was degraded by the
congortium in five days while in the control flasks (non-inoculated),
no apparent loss of PCP was observed (Fig. 2).

The start-up of the luidized bed bioreactor consisted of a batch
culture of the PCP degrading bacteria in the reactor for one day, time
during which the bacteria could adapt to the wastewater and adhere to
the surface of biomass support particles. Following the start-up
phase, the reactor was then operated under a semi-continuous mode for
thirty-four days. A control reactor without inoculation was run in
parallel. Figure 3 shows the % of PCP removal efficiency based on
influent and effluent PCP concentrations.

In the control reactor, the PCP removal was superior to 95% during the
first two days and was then dramatically reduced. It is believed that
the support particles had some adsorption capacity of PCP and was
saturated with PCP after two days. In contrast, in the reactor
inoculated with the PCP degrading consortium, the percentage of pCP
removal remained relatively constant (from 99.0% to 99.9%) throughout
the experiment. Data obtained suggest that the bacterial acclimatation
period is short (<4 days) and that biodegradation plays a major role
in the PCP removal from the water, since several days after the start-
up of the system, the physical and chemical removal of PCP is no longer
significant.

Biodegradation of BTEX

The gascline-utilizing consortium, after subcultures in a medium with
gasoline as the sole carbon scurce, was composed of five predominant
bacterial strains. BTEX degrading capacity of the consortium was
evaluated by colony hybridization using the xylE gene probe. The xylE
gene, derived from Pseudomonas putida ATCC 32015, code for catechol-
Z,3-dioxygenase which is inveolved in the bicdegradation of BTEX. The
gene probe test showed that two strains in the bacterial culture were
XY1lE positive.

similar to the start-up for PCP degradation experiments, the BTEX
degradation conmortium was inoculated into the reactor and developed
for one day in the support particles. The BTEX contaminated water was
then pumped from the base of the reacteor continuously through a
peristaltic pump. The experiments lasted 14 days. Figure 4 shows the
performance of the reactor for BTEX removal. Results demonstrated that
once the system was in steady state, the BTEX removal efficiency was
greather than 99%.

At the end of experiments, BTEX concentrations were analyzed in the
packing material of the reactor and in the activated carbon. A mass
balance study was made to¢ estimate +the BTEX fate during the
experiments. The study showed a mass distribution as follows: 97.5%
loss o©of BTEX by biodegradation, 1.9% by wvolatilization and 0.6%
remained in ocutlet effluent (Fig.5).

one of conventional wastewater treatment technologies is adsorption on
granular activated carbon. Using +this method, high removal
efficiencies are achievable for some organic pollutants such as BTEX.
Howaver, it has several disadvantages, including: 1) pollutants are
only transferred from water to carbon; 2) only a limited number of
pollutants can be efficiently eliminated by activated carbon adsorption
and, 3) treatment cost may be high, particularly in the case of high
concentrations of peollutants. Recently, an increased use of biological
treatment has been observed. Fixed-film bioreactors (trickling filter)
submerged packing reactor) have been developed and used at pilot-scales
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for the treatment of effluent containing BTEX and PCP. Removal
efficiencies greater than 95% have been achieved with these systems
(U.S. EPA, 1%91; Biotreatment News, 1993; Larsen & M. Nielson, 1993).
The percentage of BTEX and PCP elimination observed during cur study
in the FBB were found to be comparable to those obtained by the above-
mentioned systems.

CONCLUSIONS

The preliminary results of PCP and BTEX biodegradation obtained in a
laboratory-scale FBB are encouraging. However, before this technology
is applied efficiently and cost effectively at a large scale, more
detailed studies should be done. These studies could include the
determination of basic design and operational parameters, and the
technical and economic assessments of the FBB system in comparison with
currently used methods (i.e. activated carbon adsorption and biological
fixed bed reactors).
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aluminum and cadmium, are non-essential elements.

The results of 5-day growth bioassays confirm that both speciass are
acid-tolerant, growing optimally at pHs < 4. In fact, at pH 2.5 to 3,
in the absence of elevated metal concentrations, E. gracilis
outcompetes E, mutabilis and achieves much higher cell densities.
Therefore, low pH is not limiting to the growth of either species, a
finding which supports literature reports that euglenoids are generally
very tolerant on acidic conditions.

E. mutabilis demonsztrates greater resistance than E. gracilis to zinc
and aluminum in long-term (5-day) growth biocassays. High
concentrations of zinc (up to 10 mM) and aluminum {(up to 50 mM)} have
little impact on the growth of E. mutabilis. Growth of E. gracilis is
significantly inhibited at much lower concentrations of these metals
{e.g. 1 mM 2n and 10 mM AL}.

Both species react similarly to copper and cadmium. Copper
concentrations above 1 mM are inhibitory to growth causing > 50% growth
depression {compared to controls). In fact, E. mutabilis appears to
be more sensitive to copper than FE. gracilis. cadmium is the most
toxic element tested causing deleterious effects at concentrations as
low as .01 mM.

For the four metals tested, the order of increasing toxicity is: Al
< Zn < cu < ¢d; this pattern is similar for both Euglena species.
Therefore, the differences in growth responses of the two euglenoids
are related to the concentrations of the metals present rather than the
type of metal. Clearly, the elevated metal concentrations
characteristic of AMD are influential in determining the species of
organisms present. The results of this study demonstrate that
differential metal resistance between these two euglenoid species,
alone, accounts for their ecological distributions in nature. The
underlying physiological/biochemical mechanisms permitting the observed
gsensitivity to some metals (e.g. copper, cadmium) and resistance to
others (e.g. aluminum, zinc) remain to be elucidated. The euglenoids
used in this study offer a unique "model™ for examining metal tolerance
mechanisms with minimal interference of pH fluctuations and concomitant
changes in metal speciation.
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ANALYSE DES FACTEURS BIOTIQUES ET ABIOTIQUES INFLUENCANT LA
BIOACCUMULATION DES METAUX TRACES, CHEZ BITHYNIA TENTACULATA (MOLLUSCA:
GASTROPODA) DU LAC ST-LOUIS (QUEBEC) Christiane Flessas'), Bernadette
pinel-Alloul® et Peter G.C. Campbell® W pépartement des sclences
biologigques, GRIL, Université de Montréal, C¢.P. 6128, Montréal
{Québec), H3C 3J7 @ Université du Québec, Institut National de la
Recherche Scientifique, INRS-eau, C.P. 7500, Sainte-Foy.

RESUME

Plusieurs facteurs influencent 1l'incorpeoration et la bioaccumulation
des métaux par les organismes aguatiques, citons par exemple la
répartition des métaux dans les différentes phases géochimigues des
sédiments, la biodigponibilité des métaux, ainsi gque de nombreux
facteurs environnementaux (matiére organique, acidité, dureté, etec...).
pans le but d'évaluer le potentiel du gastéropode, Bithynia tentaculata
pour le développement d'indicateurs de la gualité du milieu, nous avons
mis en relation les concentrations de métaux dans les gastéropodes,
avec celles retrouvées dans Jles divers compartiments biologigues
(seston, périphyton, macrophytes) ainsi que plusieurs variables
physico-chimigques de l'eau et des sédiments. Nous avons élaboré des
modéles de prédiction des concentrations de ¢d, Cr, Fe, Mn et Zn dans
lee gastéropodes 3 1'aide de plusieurs variables (mod2les de régression
multiples); ces modales expliquent de 55% & 94% de la variance
observée. Pour certains métaux, la taille des organismes (juvéniles
on adultes) ainsi que la période dtéchantillomnnage (juillet et aofit)
ont apporté plus drexplication A nos mod2les. Aucune relation n'a pu
étre établie dans les cas du Cu, Ni et Pb.

ABSTRACT

Mumerous factors are known to influence the uptake and accumulation of
metals by aguatic organisms, like the biocavailability of metals, the
concentrations of metals in the different geochemical fractions of the
sediments, as well as some other environmental factors (organic matter
in sediments, acidity, water hardness,...). In attempt to evaluate the
potential of a specie of gastropod (Bithynia tentaculata) for the
development of an indicator of water gquality, we put in relation the
metal concentrations in gastropods with the ones observed in seston,
periphyton and macrophytes, as well as several physico-chemical factors

of water and sediments. We found significant relationships and
eleborated predictive models for c¢d, cr, Fe, Mn and Zn, using a
combination of variables (multiple regressions). These models

explained 55% to 94% of the observed variations. For certain metals,
the size of the organisms (juvenils and adults), as well as the
gampling period (July and Augqust), added additional explained variance
in the medels. WNo significant relationship was found for cu, Ni and
Pb. ‘

INTRODUCTION

Aujourd+hui, il est bien connu gue plusieurs espaces d'invertébrés,
dont les mollusques, sont capables draccumuler de grandes
conventrations en métaux (Berger et ballinger 1993). Les mollusgues
bivalves, en particulier, ont +trés souvent &té utilisés comme
bicoindicateurs guantitatifs de la pollution métalligque. Les moules
marines comme Mytilys spp. ou d'eau douce comme Lampsilis ventricosa,
Unio pictorum, Elliptio complanata et Corbicula spp. ont été utilisées
avec succés dans des programmes de surveillance environnementale

(Programme Mussel Watch par exemple) (Berger et Dallinger 1993; Berkman
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et Nigro 1992; Teasier et al., 1984). Les gastéropodes ont par contre
été peu é&tudiés, que ce soit les especes terrestres, dulcicoles ou
marines (Berger et Dallinger, 1993).

Le but de notre étude était donc d'évaluer la poassibilité de pouvoir
utiliser un mollusque gastéropode, Bithynia tentaculata, en tant que
bioindicateur de la contamination métalligue dans un écosystéme d'eau
douce: le lac Saint-~Louls, un lac fluvial du saint-Laurent.

A priori nous avaons considéré les gastéropodes pour leur potentiel
d'utilisation & titre de bicvindicateur parce qu'ils sont trés répandus
le long du couloir fluvial, gqu'ils sont faciles & é&chantillonner et
qu'ils jouent un réle important dans 1l'alimentation des poissons (Caims
et Pratt 19%3).

selon Davies (1992) le défi des années 1990 dans la recherche sur les
métaux traces est de dépasser les simples relevés de niveaux de
contaminante, et de développer des modaéles de prédiction de la
bivaceumulation et du transfert de ces contaminants. En effet, le
développement de solutions efficaces et économigues pour réscudre les
problémes de contamination des cours d'eau dépendra surtout de notre
capacité A prédire comment les mécanismes de dépollution vont améliorer
la qualité du milieu et & définir les effets des changements
écotoxicologigues sur les organismes aguatigques (Tessier et al., 1993).
Notre projet répond A ces objectifs et s'insdre dans le cadre du Plan
drAction Saint-Laurent, gui wvise 1'é&limination de 90% des rejets
toxiques des cinguante industries les plus polluantes du fleuve.
Lrutilisation droutils de surveillance environnementale s5'avére donc
indispensable, pour établir un suivi de 1l'état de santé du fleuve. Les
mollusgues unionides ont é&té souvent proposés comme organisme-
sentinelle de la pollution métallique (Caims 1990; caims et Pratt,
1993), mais c'est la premidre fois que les gastéropodes sont utilisés
en tant gque biocindicateurs de la contamination métallique dans le
fleuve Saint-Laurent.

Ainsi, 8i nous arrivons & expliquer, du moins en partie, la
contamination métallique des gastéropodes par diverses variables
biotigues et abiotiques du milieu, Bithynia tentaculata pourrait servir
droutil de surveillance des niveaux de contamination métalligque de
1'é&cosystéme fluvial. Pour arriver & prédire de fagon réaliste
1'impact des métaux sur les organismes aguatiques, il est nécessaire
de comprendre comment les facteurs physigques et chimiques agissent sur
lrassimilation des métaux par les organismes (Bourgouin et al, 1991;
Luoma 1983). Les effets de ces facteurs sont encore mal compris et des
relations simples entre les concentrations métalligues des organismes
et les concentrations totales en métaux dans les sédiments ou dans
l'eau, sont rarement retrouvées dans les écosystémes naturels
{Bourgouin et al, 1%%1).

Nous posons quatre hypothases pour arriver a4 élaborer des modédles de
prédiection de la contamination métallique chez le gastéropode Bithynia
tentaculata. TPout d'abord, (1) les facteurs abiotiques tels que la
contamination des sédiments, de 1l'eau interstitielle (modéle de 1'ion
libre) ainsi que d*autres facteurs physico-chimiques de l'eau et des
sédiments peuvent contribuer au transfert et & la bicaccumulation des
métaux par lea gastéropodes. Toutefois, les facteurs abiotiques
n'expliguent pas toute la variabilité observée dans la ceontamination
des organismes et (2) certains facteurs biotiques (concentrations en
métaux dans le seston, le périphyton et les macrophytes) peuvent aussi
agir sur la contamination des gastéropodes et méme avoir un effet plus
important ou additionnel A ceux des facteurs abjotiques. Finalement,

deux autres facteurs 1liés & la croissance des organismes et aux
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changements temporels a court terme  dans les conditions
environnementales peuvent aussi moduler la bicaccumulation des métaux.
ainsi, nous postulons gue (3) la taille des gastéropodes influence
leurs niveaux de contamination métallique et que (4) les niveaux de
contamination métalligue des gastéropodes varient an cours de 1'été.

MATERIEL ET METHODES
Bioindicateur:

L'organisme cible gque nous avons utilisé est un gastéropode
prosobranche, Bithynia tentaculata (figure 1), dont la taille peut
atteindre 13 mm (Clarke 1981). Cette espéce introduite, originaire
d'Europe est auijourd'hui largement répandue dans le bassin inférieur
des Grands Lacs et du Fleuve Saint-Laurent, ol on la retrouve en eau
peu profonde. Elle est gualifiée d'espéce ubigquiste (Clarke 1981).
son cycle de développement annuel a &té décrit par Pinel-Alloul et
Magnin (1971).

8ite drétude:

Le lac Saint-lLouis est un élargissement du fleuve Saint-Laurent situé
en amont de Montréal, au confluent de deux masses d'eau: les eaux
brunes originaires de la rivi@re des oOutaouais au nord et les eaux
vertes en provenance des Grands Lacs au sud. Ces deux masses d'eaun
possddent différentes propriétés physico-chimiques. Ainsi, les eaux
brunes situées au nord sont peu minéralisées et plus acides que les
eaux vertes du sud (Sylvestre et al, 199%2).

Echantillonnage:

L'échantillonnage a eu lieu & deux reprises au cours de 1l'été 1991,
golit du 15 au 25 juillet et du 12 au 22 aolt. Douze stations ont été
choisies en fonction d'un gradient de contamination dans les sédiments
{figure 2). Certaines stations se trouvent dans les eaux brunes sous
1l+influence de la rividre des Outaocuais (1, 3, 4 et 5) ou dans la zone
d'influence de la rividre Saint-Louis (7, 8, 11 et 12) et les autres
dans les eaux vertes du Fleuve Saint~Laurent (2 et 6).

Plusieurs données physico-chimiques de l'eau ont été mesurées sur le
terrain (soit le pH, ca®, la température, l'oxygdne, ...). Les
sédiments ont 6&té échantillonnés par des plongeurs & 1l'aide de
carottiers en polypropyléne. L.ea gastéropodes ont €été récoltés A
lraide de filets troubleau, triés par espéce et par classe de taille,
puis congeléa Jjusgqu'ad l'analyse. Les macrophytes (partie verte
seulement) ont été recueillis par des plongeurs et placés avec de ]l'eaun
du lac dans des sacs en plastique. L'échantillonnage du périphyton a
6té fait & l'aide de "boites & périphyton". Ces boites en Plexigaa™,
manipulées par des plongeurs, ont été refermées sur les macrophytes.
Une fois & la surface, le contenu des boites a été vidé dans un seau
puis brassé vigoureusement. Ceci a pour effet de déloger les algues
fixées & la surface des plantes, qui ont été ensuite retirées pour ne
conserver gue la solution de périphyton. Le seston (ou matidre en
suspension dans l'eau) a #&té récolté par filtration d'une grande
quantité d'eaun (environ 25 litres) pompée mécaniguement.

Analyses de laboratoire:
L'analfse des métaux dans les sgédiments a été réalisée & l'aide d-une

procédure d'extraction séguentielle, développée par Tessier et al,
1979., gui consiste & utiliser des réactifs de plus en plus puissants

. afin d'extraire successivement les métaux liés aux différentes phases
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géochimiques. Les solutions de ces extractions ont par la suite été
dosées pour Jleur contenu en métaux, par spectrométrie d'émission
atomique au plasma (I.C.P) et par spectrophotométrie d'absorption
atomique a la flamme et au four au graphite. Les concentrations en
métaux obtenues correspondent aux concentrations de métaux liés a
gquatre phases géochimigques des sédiments.

MFl: Métaux échangeables;

MF2: Métaux liés aux carbonates ou spécifiquement adsorbés;
MF3: Mé&taux liés aux oxydes de fer et de manganése;

MF4: Métaux liés & la matiére organique et aux sulfures.

Les gastéropodes ont &té retirés de leur coquille et les tissus mous
des gastéropodes, ont été méchés, digérés dans l'acide nitrigque, puis
analysés pour Jleur contenu en métaux par spectrophotométrie
d'absorption atomique . (four au graphite et 2 la flamme). Les
macrophytes ont été trides par espéce, lavés & l’'eau déminéralisés,
séchés, puis broyés. Ils ont subi une digestion & lracide nitrigue.
Le dosage des métaux a également été effectué au four aun graphite et
a 1'r.c.P. Le contenu de la solution de périphyton a été filtré sous
pression d'azote sur des filtres GFC, préalablement lavés & 1'acide.
Les résidus déposés sur les filtres ont été digérés dans une solution
de HNO,, Hcl, H,0, et HF, puis dosés au spectromdtre de masse ICP~MS.
Les concentrations en métaux dans le périphyton ont été exprimées en
pg/g de poids sec de périphyton par litre. Les analyses de laboratoire
ont été menées au Centre Saint-Laurent. Pour l'analyse des métaux dans
le seston, le méme protocole a &té suivi. Les valeurs de
concentrations en métaux dans le seston ont été exprimées en ug/g de
poids sec de matiére en suspension/litre dr'eau filtrée.
L'échantillonnage et les analyses de laboratoire ont été effectués par
une &guipe du Centre Saint-Laurent, aux mémes sites et & la méme
période gque les autres &tapes de 1'échantillonnage. Pour les
différents échantillons (sédiments, mollusgques, périphyton, seston et
macrophytes), les analyses de métaux ont été contrblées avec des
échantillons certifiés (NRCC-MESS-1, Tort et Oyster tissue-NIST SRM
1566, Citrus leaves-NIST SRM 1572, orchard leaves-NIST SRM 1571, Apple
leaves-NIST SRM 1515, et Peach leaves~NIST SRM 1547).

Méthode statistique:

Pour tenter d-expliguer les concentrations en métaux observées chez les
gastéropodes, nous avons élaboré des modéles de régression multiple,
en utilisant la concentration en métaux dans les gastéropodes comme
variable dépendante.

Les variables indépendantes comportaient tout d*abord les
concentrations en métaux dans les macrophytes, dont six espéces ont été
considérées: Vallisneria americana, Elocea canadensis, Myriophyllum
spicatum, potamogeton richardsonii, Heteranthera dubia, et une eapéce
dralgue filamenteuse, Cladophora sp. Ces variables ont été considérées
dans notre recherche en raison de leur association avec les
gastéropodes phytophiles, qui utilisent les macrophytes comme substrat
et probablement comme nourriture (Vincent et al., 199%1; Aldridge in
Wilbur, 1983). Les concentrations en métaux dans le périphyton
{épiphyton) pourraient a priori se montrer les plus explicatives, &tant
donné la place importante qu’occupent les algues dans l'alimentation
des gastéropodes brouteurs (Aldridge in Wilbur, 1983). Le seston
pourrait également servir de voie de transfert aux contaminants, par
ingestion ou incorporation au niveau des branchies de métaux adsorbés
cou absorbé&és aux particules en suspension. En effet, les gastéropodesa
prosobranches, filtrent l'eau & la fois pour respirer (branchies) et
pour se nourrir (Tashiro et Coman, 1982; Aldridge in Wilbur, 1983).
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Les concentrations en métaux dans les macrophytes, le seston et le
périphyton ont été regroupées sous Ll'appellation de “facteurs
biotiques*.

Drautres variables indépendantes, regroupées gous le nom de "facteurs
abiotiques" et ayant déija été considérédes dans la littérature comme de
bons “prédicteurs” de la bicaccumulation des métaux, ont été utilisédes
dans l'analyse de régression. Cea facteurs étaient: 1. Les
concentrations en métaux biodisponibles, liés aux différentes
fractions géochimigues des sédiments: métaux facilement &changeables
(MFl), métaux liés aux carbonates ou spécifiquement adsorbés (MF2),
métaux liés aux oxydes de fer et de mangandse (MF3) et les métaux liés
3 la matiére organidque et aux sulfures (MF4) (Langston, 1984; Tessier
et al, 1984; Luoma et Davig, 1983); 2. Les concentrations en ions
libres estimfes A l'aide des équations de Tessjer (Tessier, 1992 et
Tessier et al, 19%3). Elles sont considérées comme é&tant les
concentratione en métaux A lt+interface eau-sédiments, et sont fonction
des métaux lids aux différentes phases géochimiques des sédiments
oxigues (Tessier, 1992; Tessier et al, 1993; Amyot et al, soumis 1993),
Les mé&faux pour lesguels nous avons pu estimer la concentration de
l'ion libre &taient cu, Ni, Pb, Zn et ¢d. Les concentrations en ions
libres semblent é&tre le facteur le plus important pour le contrdle de
l'assimilation d'un métal par les invertébrés (Luoma, 19B83); 3. Les
concentrations en carbone organique dissous (C.0.D.), considérées comme
étant capables de complexer les ions des métaux traces (Neubecker et
Allen, 1983; Luomza et Bryan, 1982): 4. lLes concentrations en calcium
dissous ([Ca’]) étant reconnues pour compétitionner avec drautres
éléments divalents aux sites de fixation cellulaire des membranes
biologiques (Luoma, 1983); 5. Les concentrations en carbone organique
dang les sédiments, étant connues pour influencer la biodisponibilité
des métaux (Tessier et Campbell, 1990; Tesasier et al, 1993); 6. La
granulométrie des sédiments, pouvant influencer la biodisponibilité des
métaux. ¥En effet, les sédiments plus fins adsorbent de plus grandes
quantités de contaminants que les sédiments plus grossiers (Salomons
et Forstner, 1984); 7. Finalement, l'acidité ou la concentration en
ion hydrogéne ([H'}) pouvant affecter la sgpéciation d'un métal en
solution, sa bicdisponibilité dans les sédiments et la sensibilité des
membranes biclogiques (Luoma, 1983; Campbell et Stokes, 1985).

En plus des facteurs biotigues et abiotiques, deux variables muettes
(dummy variables) ont été intégrées dans l°:analyse de régression, de
fagon & pouvoir tester l'effet de la taille des individus (juvéniles
inférieurs & 6 mm, et adultes supérieurs & 6 mm) et de la période
d'échantillonnage (juillet et ao(t}.

La procédure de régression multiple impliquant la normalité des
données, chaque variable a subit une transformation logarithmique de
fagon & normaliser les données ot homogénéiser la variance {Smock 1983,
Kelly 1988), puis été testée a l:aide d'un test de Kolmogorov-smirnov
{Neter et al. 1990).

RESULTATS ET DISCUSSION

Tableau 1. gGradients des concentrations en métaux (ug/g poids sec)
chez Bithynia tentaculata du Lac st-Louis.
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. rwntratians | Coneentrations Lofe: Stat £
. o Clesoplus iles molns
‘poide: 1 véni ‘Gontaminés | contaminés
Ll
Cudmiwm 0.28~2.56 1.06 0.%4 5,6,10 3,8
Chrome 1.47-8.98 3.07 4.50 5,6,12 3,7,8
Cuivre 85.21-485.52 264.81 135,313 2,510 7,8,11
Fur 334.05-534.74 1204.27 1959.87 4,56 ase
Mangandse 62.15-99]1,65 292.87 198.34 4,6,11 2,3
Hickel 0.62-9%1.65 2.%6 3.48 2,3.4 7,9,10
Plomb G.62-5.51 2.45 3.08 4,6,8% 38,10
Zine 143.86-529.64 26,17 226.32 6,10 7,8

Le tableau 1 résume les concentrations en métaux observées chez les
gastéropodes. On remarque gue le fer, le manganése et le zinc sont les
métaux retrouvés en plus grande guantité. Les stations oll les
concentrations en métaux dans les gastéropodes sont les plus fortes
sont les stations 5,6 et 10. A l'opposé, les organismes des stations
3, 7 et 8 sont les moins contaminés. Les concentrations moyennes sont
plus fortes chez les juvéniles dans le cas du cr, du Fe, du Mn, du Ni
et du Pb. Au contraire, les concentrations moyennes en Cd, Cu et 2n
sont plus fortes chez les adultes.

Les organismes peuvent accumuler des métaux en solution dans l'eau,
sous forme d-'ions, ou par voie trophigue, par ingestion de métaux
absorbés ou adsorbés aux particules alimentaires. L'importance de ces
sources dépend des concentrations gui sont blodisponible et des
guantités entrant en contact avec l'organisme. L'assimilation par les
organismes peut &tre influencée par des facteurs physico-chimigques de
l'environnement (Luoma et Bryan 1982;:; Lucma 1983).

Nous avons tenté de créer des modales de régression multiple pour
prédire les concentrations en métaux traces cd, Ccu, Cr, Wi, Pb et Zn
dans les gastéropodes en incluant & la fois des variables biotiques et
abiotiques. De plus, deux autres métaux, le Fe et le Mn ont subi le
méme traitement statistigue, pour 1rélaboration de mod2le de
prédiction, bien qu'ils ne soient pas considérés comme étant toxigues
aux niveaux habituellement rencontrés. Le tableau 2 montre les modéles
pour chacun des métaux pour lesgquels des relations significatives ont
été trouvées.

Les modédles:

Le modéle du Cadmium gui explique 77% de la variance observée, inclut
comme variables indépendantes la concentration en ¢d dans Jles
macrophytes Myriophyllum spicatum et la concentration en ions libres
cd?*. Une étude menée sur un ensemble d'invertébrés benthiques par van
Hattum et al. (1991) n'a pu é&tablir de modéle de prédiction de
concentrations en Cd chez les mollusques (bivalves et gastéropodes),
bien gqu'ils aient pris en considération plusieurs biotiques et
abiotiques. Tessier et al. (1993) et Luoma (1983) ont par contre
démontré que les concentrations en ion libre cd** semblent étre le
facteur le plus important pour le contrdle de l'assimilation du métal
par les mollusques unionides et drauntres invertébrés aquatiques.
Tessier. et al. (1993) sont arrivés 2 expligquer 82% de la variance
observée des concentrations en Cd chez le bivalve Anodonta grandis,
seulement & l'aide de la concentration en ion libre (estimée par la
formule de Tessier et al. 1993). Une autre étude, menée parallélement
- & la nétre, et utilisant 1'amphipode Gammarus fasciatus comme organisme
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cible, a développé un moddle dont l'ion libre ainsi que trois facteurs
physico-chimiques (H*, ca’ et ¢OD), sont les variables explicatives
(R*=0,68) (Amyot et al. 1993 soumis). La figure 3, illustrant la
régression linéaire entre les valeurs prédites et observées de
concentrations en Cd chez Bithynia tentaculata, montre qu'il n'y a pas
dreffet de taille {(juvéniles ou adultes) et de périodes
d'échantillonnage (juillet ou aodt).

Tableauy 2. Variable indépendantes retenuss dans les éguations de régression multiple pour la
prédiction du logarithme de 1a contamination en métaux (pg/g poids sec), des gastéropodes Bithynis
tentaoulata an fonction des facteurs biotigues et abiotigues de leur environnement.

Cadmium ion libre Cd+d 0.11
ﬁxrioghzllum ugic:ﬁtum 0.66 4.77 27.413 <0.0001 19
Conatante 0.53

Chrone Potomogeton richardmsonili 0.44
Taillm R I o.88 §1.45 «0.0001 id
Conntante 0.68

Far Yallimneria mmericanbs 0.40
Caleium ~1.631E-4
Périade 1.2 .65 iz2.31 <0.0041 k3
Taille -0.24 )
Constante Z.60

Manganése Potomogston richardsonili 0.86
Période -0.34 8.94 49.42 «<0.0001 14
Taille -0.13
Constants 0.66

Zinc in-¥3 0.19%
t carbone organique =-0.20 C.55 13.14 <0.000) kT3
Taille 0.18
Constante 2.03

Les variables explicatives du moddle du chrome sont les concentrations
en Cr dans les macrophytes de l'espéce Potamogeton richardsonili et la
taille des gastéropodes. Il semble donc gue les macrophytes scient un
vecteur important de l'assimilation du chrome par les gastéropodes.
Le modale du chrome permet drexpliquer 88% de la variance observée.
Bien que la figure 4 ne montre pas clairement que les individus
Juvéniles (taille inférieure & 6mm) ont tendance & &tre plus contaminés
que les individus adultes (taille supérieure ou égale & 6mm), la taille
est une variable significative dans le moddle. Cette observation
semble appuyer les é&études de Boyden (1974), gqui avait cbservé des
concentrations métalligues plus élevées chez les mollusgues marins
juvéniles. De fagon générale, cette relation allométrique s‘'avérerait
vral pour tous les métaux, bien que la relation liant le contenu en
métal (ug) et le poids sec de 1tindividu (g) diffare d'une espéce et
drun métal & I'autre.

Dans le cas du fer, le modéle développé comprend les concentrations en
fer dans les macrophytes Vallisneria americana {voie trophique), la
concentration en calcium dissous (¢al*), aingi qu'un effet marqué de la
période d*échantillonnage et de la taille des organismes. Ce modale
expligue 65% de la variance observée des concentrations sont
supérieures au mois d'aoflt, et que les individus de petite taille sont
encore une fois plus contaminés que les adultes. La relation inversae
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observée pour le calcium dissous, concorde avec la théorie gui donne
au calcium un réle drinhibiteur de l'assimilation des métaux chez les
organismes aquatigues (surtout les poissons) (Luoma 1993). Forstner
et Wittman (1981) et sSalomons et Forstner (1984) font &tat de la
complexation des métaux lourdes avec les carbonates les rendant ainsi
moins disponibles. De plus, les ions calcium sont reconnus pour faire
compétition aux ions métalliques sur les sites de fixation des tissus
biclogiques. L'étendue des variations de la concentration en Fe dans
les gastéropodes, au mois de juillet et au mois draolt est similaire
sauf pour quelques stations. Ceci peut dépendre de plusieurs facteurs,
difficilement identifiables. Selon Forstner et Wittmann (1981,
lractivité biologique, le métabolisme, et la biomasse des organismes
changent au cours d'une méme saison, et influencent ainai 1la
bivaccumulation des métaux. Le modéle du ¥Fe n'est pas parfaitement
ajusté pour prédire les.concentrations inférieures A 2 pyg/g poids sec.

Le modéle du mangandse explique 94% de la variance observée des
concentrations en Mn dans les organismes et comporte comme variables
explicatives les concentrations en mangangdse dans les macrophytes
Potamogeton richardsonii, et les effets de taille et de période
d'échantillonnage (figure 6). Comme dans le cas du fer, les
concentrations en mangangése sont plus fortes chez les individus
juvéniles & chagque période d'échantillonnage mais différent entre les
deux périodes d*échantillonnage (plus élevées au mois d'aodt gu’au mois
de juillet).

La concentration en zinc dans la fraction 3 des sédiments (métaux liés
aux oxydes de fer et de mangan@se), le pcurcentage de carbone organigue
dane les gédiments et la taille des organismes sont les variables
explicatives du mod2le prédictif de la concentration en ginc dans les
gastéropodes. Le zinc est un métal essentiel qui semble étre régulé
par de nombreux organismes aguatigues (Timmermans et al., 1991); ceci
expliquerait la relation moins forte établie entre les concentrations
en zinc des organismes et celles de leur environnement. Une &tude de
van Hattum et al (1991), a développé un modéle prédictif du zinc dans
les mollusques; ce moddle comprenait les concentrations en zinc dans
les sédiments et dans l'eau, et n'expliquait que 26% de la variance
observée. La matidre organigue dans les sédiments est en relation
inverse avec la concentration en zinc dans les organismes.
Contrairement aux moddles du chrome, du fer et du manganése, et
contrairement aux conclusions de Boyden (1974) et Watling et Watling
(1976), les copncentrations en zinc observées dans notre &tude sont plus
élevées chez les adultes gue chez les juvéniles (figure 7).

Aucune relation n'a pu étre établie pour le cu, le Ni et le pb.
D'autres cas semblables sont rapportés dans la littérature. Luoma et
Bryan (1982) ont tenté de développer des modéles pour la prédiction de
concentrations pour plusieurs métaux chez un bivalve Scrobicularia
plana, en incluant des variables physico-chimiques, ainsi que des
dennées de concentrations en métaux dans différentes fractions de
sédiments et dans une algue Fucus vesiculosps. Ils n'ont pas pu établir
de modéles de prédiction satisfaisante pour le cuivre et le plomb.
Egalement, Newman et MciIntosh (1982) n‘'ont pas pu é&tablir de bonnes
corrélations entre les concentrations en Pb chez deux espéces de
gastéreopodes: Campeloma decisum (proscbranche) et Helisoma trivelvis
{pulmonéj, et vcelles de l'eau interstitielle, des fractions
géochimiques des sédiments, de 1'eau, du périphyton (aufwuchs) et d'une
espéce de macrophyte Cabomba sp.

Validation des modé&les développés:
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De fagon & voir rapidement s8i les modéles élaborés pouvalent
srappliquer & d'autres espdces de gastéropodes, noue avons appligué nos
modéles de régressions lindaires pour prédire les concentrations en
métaux chez drautres espéces de gastéropodes, pulmonés et
prosobranches.

Les figures 8 et 13 montrent bien gue le modadle du cd, développé avec
Bithynia tentaculata, sous~estime les concentrations en ¢d retrouvées
chez les pulmonés et les autres proscbranches. Le moddle du chrome,
par contre, semble srappliguer relativement bien aux pulmonés (figure
14), wsauf pour Stagnicola edodes, et surestime légdrement les
concentrations en Cr des prosocobranches (figure 9). Le modale du fer
quant a lui semble relativement applicable aux pulmonés (figure 15} et
surestime légérement les concentrations en fer des autres proscbranches
{figure 10). ILe modé2le .du manganése sous-estime les concentrations en
mangandse des prosobranches (figure 11), sauf pour Pleurocera acuta,
et pemble relativement bon pour la prédiction des concentrations en Mn
dang les pulmeonés, bien que les points soient plutdt dispersés (figure
16). Finalement, le modéle du zinc surestime beaucoup les
concentrations en zinc observées, aussi bien chez les pulmonés (figure
17) gue chez les prosobranches {(figure 12), & l'exception de valvata
sp. Il est intéressant de noter qu'ad l'exception du zinc, les
concentrations en métaux chez les pulmonds pourraient &tre plus
facilement prédites gque chez les autres prosobranches, & l'aide des
modéles développés pour Bithynia tentaculata. En effet, on aurait pu
g'attendre a avoir une meilleure réponse aux modéles par les
prosobranches, les pulmonés ayant une physiologie différente. Cesn
dissimilarités peuvent aussi &tre dues au fait que les différentes
espdces n'‘ont pas été récoltées a toutes les stations. Une analyse
comparative station par station sera réalisdée pour affiner Iles
comparaisons interspécifiques.

CONCLUSTION

Tegsier et al, (1993} considdrent que les moddles de prédiction des
concentrations en métaux dans les organisme aquatiques doivent étre un
pré-requis a l'utilisation de ces animaux en tant gque bicindicateur.
Les organismes doivent é&galement répondre aux critéres de bon
bicindicateur définit par Relly (1988): 1. Les organismes devraient
étre capable d'accumuler des polluants A& des concentrations
relativement é&levées, sans étre létales; 2. Ils doivent atre
sédentaires de fagon 2 étre représentatifs du site d'échantillonnage;
3. Ces organismes doivent également étre abondants, bien connus du
point de vue taxconomique et facilement identifiables; 4. 1Ils doivent
étre disponibles toute l'annéde; 5. Ils doivent étre de taille
raisonnable pour faciliter les apalyses; 6. Finalement, la biologie
et 1l'écologie de ces animaux devraient étre bien connues.

A priori avant méme d'avoir commencé A développer des modeles de
prédiction, les gastéropodes répondaient déja & plusieurs de ces
critdres. A posteriori, nos résultats démontrent gque ces organismes
peuvent étre utilisés pour le développement de modales de prédiction
de la biocaccumulation dea métaux en fonction de la contamination de
l'envircnnement. Toutefois, & 1'étape actuelle de nos recherches, on
doit considérer gue l'application de ces mod2les est encore limitée,
et ce, pour plusieurs raisons: 1) des modé&les n'ont pu étre développés
pour tous les métaux a l+'étude; 2) le modele du zinc semble peu
applicable; 3) différentes espéces de macrophytes semblent étre de
bonne variables explicatives pour plusieurs métaux, suggérant
1'importance de la voie trophique pour le transfert des métaux aux
gastéropodes, mais certaines variables qui semblaient prometteuses

_n'ont pas apporté d'explications additionnelles aux modales (seston,
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périphyton, ...). D'autres facteurs reliés & la bioclogie de l'espace
et & la période d‘'échantillonnage doivent également étre considérés.
La taille des individus gemble aveoir une certaine influence sur
lraccumulation des métaux dans les organismes, les juvéniles é&tant
toujours plus contaminés que les autres, A l'exception du Cd et du Zn.
on ohserve également dans certains cas (Fe et Mn), des différences
significatives entre les données de contamination du mois de juillet
et du mois d'acQt.

. Enfin, les modéles de prédiction é&laborés a l'aide de Bithynia
tentaculata ne s'appliguent pas précisément 3 d'autres espices de
gastéropodes pulmonés ou prosobranches, 3 l'exception du fer.

Avant d'étre en mesure dtutiliser Bithynia tentaculata comme outil de
surveillance environnementale, il est essentiel que les moda2les de
cette étude soient validés dans le cadre d'un autre projet. Une
nouvelle campagne d'échantillonnage & d'autres stations sur le fleuve
St-Laurent (Contrecoeur, Lac St-Frangois, Bassin Laprairie, Lac S5t-
Pierre et Lac St~Louis), a ¢été réalisée en 1992 et permettra
dfapprofondir cette premiére étude.
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Figure 1. Bithynia tentaculala.

She d'élude

Le lac Salnt-Louls est un dlargissement du Hleuve Salrt-Laurent situd en amont de Moniréal, au
confluent de deux masses d'eau: los eaux brunes originaires de la rividre des Outacuals au nord ef igs eaux
veres en proverance des Grands Lacs au sud. Ces deux masses d'eau possédent différentes propriélés
physico-chimiques, Alns], les eaux brunes sltudes au rord sont peu minéralisées et plus ackdes que les eaux

verles du sud (Syivestre of al 1992).
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Régressions linéalres entre les valeurs prédites et observées de concentrations en métaux chez

Bithynia tenlaculata,
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Répressions inéaires entre los valeurs prédites el observées de concentrations de métaux chez
Bithynia tentacuipta et d'sulves espéces de gastéropodes prosobranches.
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Régressions linéatras entre les valeurs prédites ot observées de concentrations en métaux chez

Bithynla teniaculiata ot d’autres espbees de gastdropodes pulmonés.
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SULPHIDE TOXICITY IN ANOXIC SEDIMENTS

annette Moller', Tom Murphy',Janice Thachuk' and Henry Brouwer? '
National Water Research Institute, 867 Lakeshore Rd., Burlington, ont,
L7R 4A6, canada ? Redeemer College, 777 Highway 53 East, Ancaster,
ont. LYG 3N, Canada.

ABSTRACT

In oxic conditions, the sulphur in the sediment is bound and not
bicavailable. However, under anoxia, sulphur is reduced, causing
toxicity. A seascnal study of sediment from sStelco beoatselip, Hamilton
Harbour, showed that PAH (polynuclear aromatic hydrocarbon)
contaminated sediment which is acutely toxic when anoxic (summer) is
not toxic during the winter months when it is oxygenated (<10%
mortality). When the same oxygenated sediment was forced to anoxia,
it became toxic (98% mortality).

organisms have different exposure levels to reduced sulphur.
Photobacterium phosphoreum, in a direct contact biocassay shows a
positive correlation between acute toxicity (99% inhibition) and
sulphide concentrations (HVS: 32 ug/ mL, AvVS: 173 pg/ mbL) in the
sediments. The ATP~TOX and Toxi-Chromotest bioassays, which use
sediment extracts did not show a correlation. When sediment originally
nen-toxic in these bicassays (34%, 22% inhibition) (aVS: 10 pyg/ mL, AVS:
$2 ug/ wmL) was spiked with H,5 (HVS: 147 ug/ mL, AVS: 404 pg/ mb), it
was not immediately toxic to the organisms. However, when examined 22
days later, the sediment increased in toxiecity (46%, B84% inhibition)
even though the reduced sulphur concentrations had dropped (HVS: 19 ug/
mL, AVS: 146 pg/ mL). The hydrogen sulphide caused toxicity to these
organiams indirectly by changing the sediment chemistry.

Key Words: hydrogen sulphide, coal tar, polynuclear aromatic
hydrocarbon, Photobacterium phosphoreum, anoxic, volatile, Hexagenia,
Daphnia

INTRODUCTTION

Hamilton Harbour is located in a highly industrialized region at the
west end of Lake Ontaric (43°17'N, 79°50'W). The sediments of the
harbour contain coal tar, with some polynuclear aromatic hydrocarbon
{PAH) concentrations exceeding 200 pyg/ g. In a 1990 study, Murphy et
al. established a positive correlation to acute toxicity and coal tar
concentrations.

In Hamilton Harbour, sediments containing high concentrations of coal
tar also have elevated reduced sulphur concentrations. As the coal tar
concentrations decrease, the reduced sulphur concentrations decrease
accordingly. There are three distinet zones of toxicity, coal tar
concentrations and reduced sulphur concentrations in the summer months;
1) highest in the boatslip regions near the steel industries, 2)
moderate in the central, deepest portion of the harbour, or the
depositional basin, and 3) lowest in the surrcunding areas (Fig. 1).

The harbour is anoxic in the =zones of high and moderate sulphur
concentrations during the summer months. In the winter months even the
boatslip sediment becomes oxic., Since previous studies on toxicity in
Hamilton harbour have been conducted during the summer months, we have
investigated the seasonal variability to determine if anoxia and
hydrogen sulphide (H,5) do contribute to toxicity. HNon-toxic sediment
was spiked with H,8 to induce toxicity.
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Difficulties arise when measuring free H,8 concentrations in sediments
(Brouwer and Murphy 199%3). Bound H,S does not purge readily from
sediments for chemical quantification, although it will contribute to
acute toxicity. We use t