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TEN GELEIDE 

Op 30 november 1994 werd door het Algemeen Bestuur van de Stichting voor Toegepast 
ondermek Waterbeheer (STOWA) het 'Ondenoeksprogramma 1995-1999; projectenboek' 
vastgesteld. Hiermee werd het startsein gegeven voor een aanzienlijk aantal projecten (STOWA- 
thema's) voor het jaar 1995. Doel van deze projecten is het anticiperen op behoeffen aan, en 
leemten in kennis bij de STOWA deelnemers (de waterbeheerders) in de periode tot het jaar 2000. 

Een van deze projecten is 'Biomonitoringtwhnieken voor bestrijdingsmiddelen en mare metalen 
in watersystemen'. Dit project valt onder STOWA thema 15 'Biologische bewaking van 
oppervlaktewater'. Aan AquaSense is door STOWA de opdracht verleend om dit project uit te 
voeren. 

Dit project is namens STOWA begeleid door een begeleidingscommissie die samengesteld is uit de 
volgende leden: dr. J. Hemelraad (GTD Oost-Brabant), dr. ir. A.J. Hendriks (RIZA), dr. S.P. 
Klapwijk (STOWA), dhr. M. Meirink (Hoogheemraadschap van Uitwaterende Sluizen), drs. A.G. 
Snijden (TAUW Milieu), ir. B. van der Veer (Hoogheemraadschap van Rijnland) en drs. D. de 
Zwart (RIVM). 

De volgende medewerkers van AquaSeme hebben het project uitgevoerd: drs. J.M. Brils, dr. F. 
Heinis, dr. J.F. Postma, en ir. L.R.M. de Poorter. 

Het resultaat van dit project bestaai uit twee delen. Het eerste deel, het inventarisatierapport, 
betreft de resultaten van een inventarisatie van bniikbare testen en technieken, alsmede de 
resultaten van een onder de regionale waterkwaliteitsbeheerders gehouden enqu& (STOWA, 
1997). Het tweede, voorliggende deel, bevat een keuzesysteem waarmee waterbeheerders 
situatiespecifiek de meest geschikte biomonitotingtechniek kunnen selecteren en toepassen. Verder 
worden in dit rapport de resultaten gmalueerd van een gedeeltelijke toepassing van het 
keuzesysteem op een aantal praktijklocaties. 

Utrecht, juni 1997 De directeur van de STOWA 

drs. J.F. Noorthoorn van der Kruijff 



SAMENVATTING 

Aanleiding en doel 
Bij de Nederlandse waterkwaliteitsbeheerders bestaat een grote behoefte aan praktische, 
biologische testsystemen voor het beoordelen van de actuele kwaliteit van oppervlaktewateren. 
Door de STOWA werd in 1995 aan AquaSense opdracht verleend om een keuzesysteem te 
ontwikkelen waarmee waterbeheerders voor specifieke situaties technieken kunnen selecteren (en 
toepassen) voor de biologische monitoring van bestrijdingsmiddelen en zware metalen in 
oppervlaktewateren. Dit keuzesysteem wu zich vooral moeten te richten op het toepassen van 
technieken waarmee directe effecten van deze verontreinigingen kunnen worden aangetoond en 
waarmee dus een actuele risicobeoordeling mogelijk is. 

Het keuzesysteem zou kunnen worden ingezet bij: 
het monitoren van de actuele waterkwaliteit en het waarnemen van trends in deze kwaliteit, 
het detecteren van en vroeg alaímeren bij de aanwezigheid van verontreiniging(en), 
het beoordelen of voldaan wordt aan gestelde nonnen voor de waterkwaliteit. 

Invenîarisatie en enqu8te 
Alvorens een keuzesysteem samen te stellen, is geïnventariseerd welke biornonitoringtechnieken 
op dit moment (medio 1996) beschikbaar zijn. Hierbij zijn wwel biomonitoringtechnieken 
geïnventariseerd waarbij gebruik wordt gemaakt van een experimentele opstelling in laboratorium 
of veld (actieve biomonitoring) als technieken waarbij in het veld venamelde organismen worden 
bestudeerd (passieve biomonitoring). Uit de inventssatie bleek dat de passieve technieken zich 
minder goed lenen voor een effectgerichte monitoring van verontreinigende stoffen, en daarom is 
de aandacht in het vervolgtraject gericht op de actieve biomonitoringtechnieken (laboratorium- en 
veldbioassays en biologische bewakingssystemen). Vervolgens zijn de meest geschikte biologische 
monitoringtechnieken geselecteerd als basis voor het keuzesysteem. Deze selectie bevat 4 
laboratoriumbioassays, 3 veldbioassays en 3 biologische bewakingssystemen (zie Hoofdstuk 3 voor 
een uitgebreide beschrijving). 

Vanwege de omvang van de inventarisatie zijn de resultaten van dit onderzoek gepubliceerd in 
twee delen: een inventarisatierapport en het voorliggende rapport. In het inventarisatieiapport 
worden de resultaten van een literatuur- en database-onderzoek naar de bestaande passieve en 
actieve biomonitoringtechnieken beschreven. Tevens bevat dit rapport de resultaten van een 
enquête onder Nederlandse regionale waterkwaliteitsbeheerders, waarin is gevraagd naar de 
ervaringen (aangevuld met ervaringen van overige instanties in Nederland) en wensen met 
betrekking tot de biomonitoring van m e  metalen en bestrijdingsmiddelen in oppervlaktewater 
(STOWA, 1997). De resultaten van dit eerste deelrapport worden samengevat weergegeven in 
Hoofdstuk 2 van het voorliggende rapport. 

Keuzesysteem voor de selectie van technieken 
In het voorliggende rapport wordt het ontwikkelde keuzesysteem gepresenteerd en beschreven 
(Hoofdstuk 4 en de 'uitklapversie' achter de bijlagen). Verder worden in dit rapport de resultaten 
geëvalueerd van de toepassing van het keuzesysteem op enkele praktijklocaties. Uit de ervaringen 
en wensen van de waterkwaliteitsbeheerders met betrekking tot de biomonitoring van zware 
metalen en bestrijdingsmiddelen kwam een aantal criteria naar voren waaraan het keuzesysteem 
zou moeten voldoen. De belangrijkste hiervan zijn: 

Met het keuresysteem moet zowel een locatie- als een stof~epspecijek beoordeling 
mogelijk zijn; 
In het ontwikkelde keuzesysteem is dit gerealiseerd, doordat de lokale situatie alsmede de 
aanwezige kennis van de problematische stofgroepen van directe invloed is op de selectie 
van de te gebruiken technieken. 



De biomonitoringtechnieken moeien m kosten-efwtief mogelijk worden toegepast; 
Om aan deze voonvaarde te voldoen biedt het keuzesysteem de gelegenheid om naast de 
strikt wetenschappelijke opties ook een aantal meer pragmatische enlof financiële keuzen te 
implementeren. Daarnaast vormt het van te voren inschatten van de te verwachten effecten 
(op basis van historische kennis over de aanwezige concentraties én inzicht in de 
gevoeligheid van de testorganismen voor specifieke verbindingen) een essentieel onderdeel 
van het keuzesysteem. Ook hiermee wordt de kosten-effectiviteit aanzienlijk verhoogd. 
Her ùeuzesysteem moet logisch zijn; 
De inzichtelijkheid van het keuzesysteem is geoptimaliseerd door de te nemen beslissingen 
kon en bondig te formuleren, de hiervoor benodigde gegevens met aparte symbolen aan re 
geven en (indien mogelijk) dezelfde onderdelen op verschillende plekken te laten 
temgkomen. Tijdens het gebmik van het keuzesysteem in de praktijk moet blijken of deze 
aanpak als logisch wordt ervaren. 

Praktijktoetsing 
Tijdens de uitgevoerde praktijktoetsen (Hoofdstuk J) werden met een beperkte (financiele) 
inspanning, op verschillende locaties acute effecten van het onverdunde oppervlaktewater 
vastgesteld. Er werd echter ook een aantal mogelijke problemen geconstateerd (zoals bij elk nieuw 
ontwikkeld systeem), dre het succesvol toepassen van dit keuzesysteem kunnen bemoeilijken. De 
belangrijkste hiervan zijn: 
e In een aantal gevallen bleken de actuele concentraties in het ~ppewlaktewater (veel) lager dan 

verwacht op basis van de historische informatie. Het aantonen van acuut toxische effecten was 
daarom niet altijd mogelijk, ondanks het feit dat de kans hierop van te voren als 'redelijk' was 
ingeschat. Wanneer de betrouwbaarheid en representativiteit van de beschikbare chemische 
analyses onvoldoende zeker is, is het aan te raden om bij verdere toepassing van het 
keuzesysteem in de praktijk meerdere testen in te zetten (testbatterij). Daarmee kan een breder 
spectrum van negatieve effecten worden gedetecteerd. 
Daarnaast was niet in alle praktijktoetsen sprake van een duidelijke relatie tussen de gemeten 
gehalten van bepaalde verontreinigingen en de mate van biologisch effect. Zo kon het 
voorkomen, dat effecten wel werden verwacht op basis van de chemische analyses, maar niet 
werden aangetoond 6f dat effecten juist niet werden verwacht maar wel werden aangetroffen. 
Mogelijke verklaringen hiervoor zijn verschillen in biologische beschikbaarheid, de 
aanwezigheid van 'modifying factors', het optreden van fluctuaties in de concentraties 
gedurende de testperiode (m.b.t. de veldbioassays) of een te beperkt chemisch analysepakket. 
Het ontbreken van een duidelijke relatie tussen gemeten gehalte en mate van effect moet echter 
niet als een tekortkoming van biologische monitoring worden gezien. Het vonnt juist een 
illustratie voor het feit dat bij het beoordelen en monitoren van de huidige kwaliteit van het 
oppervlaktewater resultaten van chemische analyses en biologische testen elkaar aanvullen, in 
plaats van elkaar uitsluiten dan wel overbodig maken. 

Conclusies 
De voornaamste conclusies van het in dit rapport beschreven onderzoek luiden: 
m Met het ontwikkelde keuzesysteem is het mogelijk biologische technieken te selecteren voor een 

locatie- en stofgroepspecifieke monitoring van zware metalen en bestrijdingsmiddelen in 
oppervlaktewater. 
Biologische monitoringtechnieken kunnen worden ingezet om hoge eoncentraties van 
verontreinigingen te monitoren. In de toekomst kunnen lagere concentraties mogelijk ook 
worden gedetecteerd als nieuwe, m e a  gevoelige technieken voldoende zijn gevalideerd (o.a. 
biomarkertesten). Daarnaast kunnen biologische monitoringtechnieken worden gebruikt om een 
beeld te krijgen van de actuele waterkwaliteit; de relatie met gehalten aan verontreinigingen is 
dan echter niet altijd te leggen. 



De in het ontwikkelde keuzesysteem opgenomen technieken zijn niet geschikt om te beoordelen 
of wordt voldaan aan de geldende chemische nonnen. Resultaten van biologisch onderloek 
geven complementaire i n f o d e  over de biologische beschikbaarheid en de gecombineerde 
werking van alle aanwezige verontreinigingen (dus inclusiefde niet gemeten stoffen). 
Van de geselecteerde technieken zijn de acute bacterietest, de watervlooientest en de Rotoxkit 
F-test (lab-bioassays). de watervlooien veldbioassay en de biologische bewakingssystemen met 
Daphnia en mosselen routinematig toepasbaar. De veelbelovende, maar nog niet voldoende 
gevalideerde, acute aigentest, de veldbioassays met kroos en muggenlarven en de DF-Algentest 
(biologisch bewakingssysteem) zijn nog niet routinematig toepasbaar. 

Aanbevelingen 
Op grond van het in dit rapport beschreven onderzoek zijn de volgende aanbevelingen 
geformuleerd: 

Verdere uitontwikkeling van de acute aigentest, de h s t e s t ,  de muggelawe veldbioassay en 
de DF-Algentest; 
Wanneer technieken voor het concentreren van oppervlaktewater voldoende zijn uitontwikkeld 
en gevalideerd (schatting: binnen nu en 5 jaar), deze gebmiken om m ook lagem dan 
piekconcentraties te kunnen detecteren met de geselecteerde lab-bioassays. Bovendien kan 
door het kiezen van specifieke concentreringstechnieken de stofspecificiteit worden verhoogd; 
Wanneer biomarkertesten voldoende zijn uitontwikkeld en gevalideerd (schatting: b i e n  nu en 
5 jaar), deze (eventueel in combinatie met een concentreringsstap) opnemen in het 
keuzesysteem en gebmiken om ook lage= dan piekconcentraties te kunnen detecteren; 
Herhaalde toepashg van de techniek& op dezelfde locatie om zo beter inzicht te krijgen in de 
invloed van seizoensfluctuaties op het gemeten effect, zodat daarna de ecologische relevantie 
beter kan worden beoordeeld; 
'Up to date' houden van de gegenereerde overzichten met toxiciteitdata; 
Invoering van een zekere mate van 'effect'-normering, om w de beperkingen van een puur 
chemisch gerichte beoordeling te verkleinen. 



INLEIDING 

1 1.1 (Bio)monitoring van probleemstoffen 

l 
In veel watersystemen vormt het voorkomen van hoge concentraties aan mare metalen enlof 
bestrijdingsmiddelen een probleem (CUWVO, 1994). Zo overschreden in 1993 de gehalten aan 
kwik en zink de grenswaarde op 60% van de onderzochte (regionale) locaties en was dat voor 
koper zelfs op 90% van de locaties. Ook cadmium en nikkel kwamen regelmatig boven de 
grenswaarde voor. Van de op de M-lijst voorkomende bestrijdingsmiddelen (Ministerie van 
Verkeer en Waterstaat, 1989) overschreden vooral lindaan en cholinesteraseremming veelvuldig de 
grenswaarde in water. Ook van een groot aantal andere gemeten bestrijdingsmiddelen werden 
overschrijdingen van de grenswaarde waargenomen. 

In Nederland worden alleen de op de M-lijst voorkomende stoffen regelmatig chemisch gemeten. 
Zeer veel bestrijdingsmiddelen worden echter niet of slechts incidenteel gemeten, omdat ze als I- 
lijst stof zijn aangemerkt (alleen inventariserende metingen) of omdat het nieuwe verbindingen 
betreft. Daarnaast is het meten van vooral veel organische verbindingen op zich al een probleem, 
omdat deze met de beschikbare detectieappamiur (nog) niet kunnen worden geanalyseerd. Los van 
het feit dat de chemische monitoring van alle, potentieel voorkomende verontreinigende stoffen 
nauwelijks haalbaar is, leveren resultaten van chemische analyses geen informatie over: 

e interacties tussen verontreinieende stoffen - omdat het in oppetvlaktewateren meestal om 
mengsels van verschillende typen verbindingen gaat, kan combinatietoxiciteit optreden of 
kunnen er chemische interacties tussen de stoffen bestaan; 

e risico's van de aaneetroffen verontreiniheen voor het ecosvsteem - gegevens over de 
toxiciteit zijn van slechts een beperkt aantal verbindingen bekend, evenals informatie over 
opname, verspreiding, afbraak e.d.; op grond van chemische gegevens is de waag 'Hoe gezond 
is dit watersysteem' dus niet te beantwoorden. 

Gezien de hierboven geschetste problemen met betrekking tot de chemische monitoring van 
verontreinigende stoffen, bestaat er in toenemende mate behoefte aan het inzetten van biologische 
testsystemen om de aanwezigheid van probleemstoffen in het oppervlaktewater te kunnen 
beoordelen, zowel in Nederland (o.a.: Gezondheidsraad, 1994; Ministerie van Verkeer en 
Waterstaat, 1989 en 1995) in Europa (o.a. Commission of the European Communities, 1993; 
Villars, 1995; Zwart et al., 1992; Zwart, 1995; Tonkes et al., 1995) als in mondiaal verband 
(GESAMP, 1995). 

Het onderzoek naar biologische technieken om de waterkwaliteit te beoordelen heeft de laatste 
jaren een enorme vlucht genomen. Daarbij gaat de aandacht vooral naar de ontwikkeling van 
actieve biomonitoringtechnieken (zie 1.2 en begrippenlijst voor begrippenkader en definities), zoals 
toxiciteittesten (bioassays) en biologische bewakingssystemen (Biological Early Warning Systems: 
BEWS). Uit het inventarisatierapport (STOWA, 1997) blijkt dat er inmiddels zeer veel testen en 
meetsystemen beschikbaar zijn. Het is echter nog niet voor alle specifieke sisinties bekend welke 
techniek(en) het beste kan (kunnen) worden ingezet. 

Bij de Nederlandse waterbeheerders bestaat een grote behoefte aan praktische, biologische 
testsystemen voor het beoordelen van de actuele kwaliteit van het oppervlaktewater. Om aan deze 
behoefte tegemoet te komen is één van de door de STOWA geëntameerde projecten, van het in 
1995 gestarte ondenoeksprogramma gericht op de biologische monitoring van verontreinigingen in 
watersystemen. 



Begrippenkader 

Inleiding 

Voor het begrip 'biologische monitoring' of kortweg 'biomonitoring' zijn veel definities gangbaar. 
Door de Coördinatie-Commissie voor Metingen in het Milieu (CCRX) wordt de volgende definitie 
gehanteerd: 'Monitoring van stoffen in plant en dier en de effecten van stoffen en andere 
antropogene factoren op het ecosysteem' (CCRX, 1994). Specifieker voor dit onderzoek is echter 
de volgende definitie: 'Stelselmatig gebmik maken van een biologische respons om (in het 
algemeen door de mens veroorzaakte) veranderingen in het milieu te detecteren met als doel het 
gebruiken van deze informatie voor waterkwaliteitsbeheer' (Rosenberg & Resh, 1993). De functie 
van biomonitoring is in dit geval het signaleren en controleren ten behoeve van concrete 
doelstellingen van het natuur- en milieubeleid (CCRX, 1994). Biomonitoring kan dan een rol 
spelen bij de volgende activiteiten (Zwart, 1995; Zwart & Trivedi, 1995): 

Signaleren: 
monitoren van de (oppew1akte)waterkwaliteit en hei waarnemen van trends in deze kwaliteit. 
Hierbij kan gebmik worden gemaakt van een stofgenchte d o f  effectgerichte benadering of 
een combinatie van beiden; 

0 monitoren van de stroom (mass flow) van verontreinigingen in oppervlaktewater en efluenten; 
detecteren van, en vroeg alarmeren (mly  waming) bij de aanwezigheid van 
verontreiniging(en); 

Controleren: 
beoordelen of voldaan wordt aan de gestelde nonnen voor de waterkwaliteit. 

Typen biomonitoring 

Afhankelijk van de activiteit (doelstelling) wordt gebruik gemaakt van een (of een combinatie) van 
de volgende vier typen van biomonitoring: 
I bioaccrrmulatiemonitonng: het meteddetecteren van chemische stoffen in biologisch 

materiaal; 
I1 toxiciteit- of effectmonitoring: het meteddetecteren van de directe (biologische) respons van 

individuen op toxicanten. Dit omvat bioassays (in het laboratorium of in het veld), biologische 
bewakingssystemen (biomonitoren), maar ook waargenomen effecten in het veld, mals het 
optreden van massale vissterfte e.d.; 

111 ecosysteemmonitoring: het meten van de integriteit van levensgemeenschappen en 
ecosysteemprocessen. Dit omvat inventarisaties van de soortensamenstelling, dichtheid, 
diversiteit, aanwezigheid van indicatorsoorten, ecologische indices etc.; 

IV mutageniteitmonitoring: het beoordelen van het oppervlaktewater op de aanwezigheid van 
mutagene of genotoxische stoffen. 

Verder kan een onderverdeling worden gemaakt in actieve en passieve monitoring. Van actieve 
monitoring is sprake wanneer gebruik wordt gemaakt van een experimentele opstelling. Deze kan 
worden gebruikt in het veld enlof in het laboratorium. In het laatste geval wordt een monster van 
het te monitoren oppervlaktewater getransporteerd naar het laboratorium. Van passieve monitoring 
is sprake wanneer uitsluitend gebniik wordt gemaakt van de in het veld aanwezige organismen 
zonder daarbij gebmik te maken van een van tevoren geïntroduceerde experimentele opstelling. 

In het inventarisatierapport worden verder nog enige voorbeelden genoemd van de hierboven 
beschreven biomonitoringtypen (zie tabel 1, STOWA, 1997) en wordt verder ingegaan op de term 
'biologische respons ' (zie tabel 2, STOWA, 1997). 



Typen adeve  biomonitoring 

Continue en semi-continue technieken (biologische bawikingssystemen): 

De ontwikkeling van biologische bewakingssystemen voor actieve biomonitdng in grote wateren 
is in versnelling geraakt na het 'Sandoz-Rijn-ongeval' in 1986. Biologische bewaking wordt zowel 
toegepast in oppervlaktewater als effluenten. In Nederland vindt praktische toepassing ervan vooral 
plaats bij (semi)ov&eidsinstanties. Zo wordt de kwaliteit van het Rijn- en Maaswater bij 
binnenkomst in ons land voortdurend beoordeeld met biologische bewakingssystemen. Tot nu toe 
wordt hiervoor bij de Rijkswaterstaat meetstations van Lobith (Rijn) en Eijsden (Maas) gebruik 
gemaakt van systemen met vissen en watervlooien (DBWJRIZA, siae anno). 

In biologische bewakingssystemen wordt op geautomatiseerde wijze de fjrsiologische - of 
gedragstoestand gemeten van specifieke organismen. Hiervoor worden de organismen zowel in 
doorstroom- ('flow-through') als statische (periodieke inname van oppervlaktewater of emuent) 
systemen respectievelijk continw of semi-continu aan het water blootgesteld. Plotselinge 
veranderingen in de water- of emuentkwaliteit worden gedetecteerd doordat een bepaalde (mate 
van) biologische respons optreedt. Wanneer deze respons teveel afwijkt van de 'normale toestand', 
wordt een alarm- of drempelwaarde overschreden en wordt een alarmsignaal afgegeven In vrijwel 
alle biologische bewakingssystemen bevindt zich een computer die de meetwaarden registreert en 
verwerkt. Veel systemen beschikken ook over een mogelijkheid om de meetgegevens via een on- 
line verbinding naar een centrale computer door te geven. Hierdoor kunnen de meetgegevens (van 
bijvoorbeeld meerdere systemen) uit het veld dimt op Sn centrale plaats worden verwerkt en 
geïnterpteteerd. 

Omdat biologische bewakingssystemen (vrijwel) direct reageren op plotselinge veranderingen in de 
waterkwaliteit worden ze in het Engels aangeduid met de term 'Biologica1 Early Waming Systems' 
(BEWS). Niet voorziene lozingen of andere calamiteiten kunnen met behulp van deze technieken 
tijdig worden opgemerkt zodat directe acties mogelijk zijn om effecten zoveel mogelijk te 
voorkomen of te beperken. Een alarmsignaal vormt in de meeste gevallen de aanleiding tot een 
nader ondenoek naar de werkelijke oorzaak van het alarm. Als deze wordt gevonden kan dat 
bijvoorbeeld leiden tot een verbod op lozingen door bepaalde bedrijven of instikn. Biologische 
bewakingssystemen worden daarom toegepast in de buurt van l o z i n m t e n  of nabii innammunten 
van ruw water voor de bereiding v& b a t e r  of voor pro&Water. De s$temen kunnen 
bijvoorbeeld ook worden toegepast bij inlaatpunten voor boezemwater. 

Juist in oppervlaktewater is sprake van een mengsel van vele stoffen, waaronder toxische. Het 
afzonderlijk meten van al deze stoffen op @sisch-chemische wijze is niet mogelijk. Omdat ieder 
organisme specifiek gevoelig is voor bepaalde stoffen of stafgroepen is het ook niet mogelijk om 
met slechts Cén biologisch bewakingssysteem de kwaliteit van het oppervlaktewater betrouwbaar te 
bewaken. Dit is ook een van de conclusies uit een grootschalig Duits onderzoek (uitgevoerd door 
de projectgroep 'Wirkungstests Rhein') waarin c a  20 bestaande bewakingssystemen met behulp 
van o.a. bacteriën, algen, watervlooien, mosselen en vissen werden geevalueerd op een groot aantal 
criteria (sundnander-Projektgmppe 'Wirkungstests Rh&, 1995). De evaluatie wees uit dat 
alleen als een testbatterij van tegelijkertijd wetkende technieken (gebaseerd op verschillende 
soorten en biologische responstypen) wordt ingezet een brede range van toxicanten kan worden 
gedetecteerd. 

Discontinue technieken (lab- en vekiòioassays) 

Continue biologische bewaking is zinvol bij wateren die in kort tijdsbestek sterk in kwaliteit 
kunnen wisselen en waar een permanente 'vinger aan de pols" gewenst is. Wanneer dit niet het 
geval is, of wanneer dit vanwege de relatief hoge kosten niet haalbaar of verdedigbaar is, kunnen 
discontinue technieken worden gebruikt. Discontinue technieken betreffen 
biomonitoringtechnieken waarbij in een bepaalde periode de kwaliteit van het water 
(oppervlaktewater, poriewater of effiuent) éenmalig wordt beoordeeld (bijvoorbeeld 1 maal per 



maand of kwartaal). Hiervoor kunnen testorganismen zowel in het laboratorium (lab-bioassay) of 
in het veld (veldbioassay) worden blootgesteld aan het water. Met lab-bioassays wordt de actuele 
waterkwaliteit op éen bepaald tijdstip beoordeeld, namelijk op het tijdstip van de bemonstering. Bij 
veldbioassays worden organismen gedurende een bepdde tijd (bijv. 1 week) in het veld 
blootgesteld. Aangezien meestal alleen aan het einde van deze periode naar het effect van deze 
blootstelling wordt gekeken, is hier geen sprake van een continue techniek. Het resultaat van een 
veldbioassai zegt- iets over d e  g&iddelde kwaliteit van het water gedurende de 
bloatstelligsperiode. Plotselinge verslechteringen in de waterkwaliteit worden wel gedetecteerd, 
maar het is niet mogelijk om aan te geven wanneer deze optrad. Zo kunnen in de veldbioassay met 
watervlooien de organismen aan het begin van de blootstellingsperiode sterven, bijvoorbeeld als 
gevolg van een plotseling hoge concentratie dichloorvos. Het is mogelijk dat dichloorvos aan het 
einde van de periode niet meer (in verhoogde mate) chemisch kan worden gedetecteerd. Wanneer 
niet continu chemisch wordt gemonitord, wat vrijwel altijd het geval is, kan zowel het tijdstip als 
de directe oorz.aak van de sterfte niet meer aannemelijk worden gemaakt. 

1.3 Doelstelling van het project 

De doelstelling van het project 'Biomonitonngtechnieken voor besrrijdingsmiddelen en zware 
metalen in watersystemen' is het ontwikkelen van een keuzesysteem waarmee waterbeheerders 
voor specifieke situaties technieken kunnen selecteren (en toepassen) voor de biologische 
monitoring van bestrijdingsmiddelen en zware metalen in oppervlaktewateren. Het keuzesysteem 
richt zich op het toepassen van technieken waarmee directe effecten van verontreinigingen kunnen 
worden aangetoond en waarmee dus een artuele risicobeoordeling mogelijk is. 

Er is naar gestreefd een keuzesysteem te ontwikkelen dat bij de volgende monitoringactiviteiten 
(zie 1 .a) kan worden ingezet: 
e monitoren van de actuele waterkwaliteit en het waarnemen van hends in deze kwaliteit, 

detecteren van en vroeg alarmeren bij de aanwezigheid van verontreiniginden), 
en (in de toekomst) beoordelen of voldaan wordt aan de gestelde normen voor de 
waterkwaliteit. 

Het resultaat van dit project bestaat uit twee deelrapporten. Het eente deel, het 
inwnrari#atierapport, betreft de resultaten van een inventarisatie van bruikbare testen en 
technieken, alsmede de resultaten van een onder de regionale waterkwaliteitsbeheerden gehouden 
enquete, waarin de ervaringen en wensen met betrekking tot de biomonitoring van zware metalen 
en bdjdingsrniddelen zijn geïnventariseerd (STOWA, 1997). Het tweede, voorliggende deel, 
bevat het eigenlijke keuzesysteem. Verder worden in dit rapport de resultaten geëyalueerd van de 
gedeeltelijke toepassing van het keuzesysteem op een aantal praktijklocaties. 

1 A Leeswijzer 

Hoofdstuk 2 bevat een samenvatting van de resultaten van het inventarisatieonderzoek, waarbij 
tevens de selectiecriteria aangegeven zijn waarmee de tien in het keuzesysteem opgenomen actieve 
biomonitonngtechnieken zijn geselecteerd. Daatnaast is aangegeven op welke wijze aanvullende 
informatie verkregen is met betrekking tot de gevoeligheid van de 10 technieken voor bepaalde 
stoffen. 

In hoofdstuk 3 worden de tien geselecteerde technieken kort besproken. Verder wordt aangegeven 
op welke wijze de standaard uitvoering van de lab-bioassays is gemodificeerd om tot een hogere 
kosten-effectiviteit en gevoeligheid te komen. Voor een gedetailleerde beschrijving van deze 
technieken wordt naar de verschillende bijlagen vmezen. 



In hoofdstuk 4 wordt het eigenlijke keuzesysteem gepresenteerd en is de onderbouwing ervan 
weergegeven. Ook de randvoorwaarden, die door de verschillende waterbeheerders aan een 
dergelijk systeem gesteld zijn, worden in dit hoofdstuk beschreven. 

Hoofdstuk 5 bevat de resultaten van een aantal verschillende onderzoeken, waarbij een gedeelte 
van het voorgestelde keuzesysteem in de praktijk is getoetst. Hierbij is een onderscheid gemaakt 
wsen de praktijkmonitoring van respectievelijk metalen en bestrijdingsmiddelen. 

Het tekstuele deel van het rapport wordt afgesloten met de discussie, conclusies en aanbevelingen 
(hoofdstuk 6), waarna een begrippenlijst (7), de literatu~~erwijzingengen (8) en de bijlagen dit rapport 
completeren. 

Achter de bijlagen zijn de kewesystemen, zoals weergegeven in hoofdstuk 4, als uitklapversie 
opgenomen. 



INVENTARISATIE-ONDERZOEK 

Doel en uitvoering 

Alvorens het keuzesysteem samen te kunnen stellen is geïnventariseerd welke biomonitoring- 
technieken op dit moment (medio 1996) beschikbaar zijn. Hierbij is gebruik gemaakt van een 
literatuur- en database-onderzoek naar de bestaande biomonitoringtechnieken. Daarnaast is er 
tijdens het inventarisatie-onderzoek een enquete onder de Nederlandse regionale 
waterkwaliteitsbeheerders gehouden, waarin gevraagd is naar hun ervaringen (aangevuld met 
ervaringen van overige instanties in Nederland) en wensen met betrekking tot de biomonitoring van 
zware metalen en bestrijdingsmiddelen in het oppervlaktewater. In dit inventarisatieonderzoek is 
onderscheid gemaakt tussen passieve en actieve biomonitoringtechnieken (zie begrippenlijst) en is 
de aandacht vooral gericht op de monitoring van effecten van zware metalen en 
bestrijdingsmiddelen. 

Tijdens het inventarisatie-onderzoek bleek dat het lastig is om met behulp van passieve 
biomonitoringtechnieken een directe relatie met de aanwezigheid van specifieke toxicanten te 
leggen. In overleg met de begeleidingscommissie is daarom besloten om voor het opstellen van het 
keuzesysteem alleen uit te gaan van actieve biomonitoringtechnieken en de gei'nventariseerde 
passieve monitoringtechnieken (101 in totaal) niet verder uit te werken. In het inventarisatierapport 
(STOWA, 1997) wordt daarom volstaan met een algemene overzichtstabel van deze passieve 
beoordelingstechnieken. 

Beschikbare actieve biomonitoringtechnieken 

De informatie die in het inventarisatie-onderzoek is verkregen, is venverkt in een spreadsheet, 
waarbij per techniek de volgende gegevens, voor zover beschikbaar, zijn opgenomen (deze 
spreadsheet is op diskette verkrijgbaar bij de STOWA): 

Met betrekking tot de technieken is o.a. informatie opgenomen over: type monitoring, 
doelstelling monitoring, (semi)continu of discontinu systeem, toepassingsgebied, opzet, 
praktische inzetbaarheid, reproduceerbaarheid, wijze van interpretatie resultaten en kosten; 

Met betrekking tot de organismen is o.a informatie opgenomen over: soortnaam, biologisch 
integratieniveau (ceVindividu/populatie), trofisch niveau, effectparameter, zoet- of 
wutwaterorganisme, gevoeligheid voor specifieke stoffen, randvoorwaarden en milieu- 
omstandigheden; 

0 Informatie over wie (met de nadruk op Nederland) gebruik maakt, of ooit heefi gemaakt, van 
de betreffende techniek. 

De inventarisatie van actieve biomonitorinptechnieken heeft geresulteerd in 116 verschillende 
technieken. Het merendeel van deze 116 technieken (90%) betrefi technieken voor toxiciteit- of 
effectmonitoring. Hiervan maken de lab-bioassays het grootste deel uit (58%), gevolgd door de 
biologische bewakingssystemen (38%) en tenslotte de veldbioassays (4%). De drie andere 
onderscheiden monitonngtypen, te weten bioacnimulatie-, mutageniteit- en ecosysteemmonitoring 
vormden respectievelijk 4, 4 en 2% van het totaal aantal technieken. Naast deze indeling na; 
monitoringtype zijn de technieken ook ingedeeld naar het trofieniveau van het te gebruiken 
organisme (producent, consument, destruent). Hieruit blijkt, dat het merendeel van de technieken 
gebruik maakt van consumenten (55%), gevolgd door de destmenten ('afbraakorganismen', 32%), 
terwijl slechts 13% van het totaal aantal technieken betrekking heeft op producenten. 



2.3 Algemene ervaringen waterkwaliteitsbeheerders met actieve biomonitoring 

Actieve biomonitoringtechnieken worden tot nu toe nog beperkt toegepast door de waterkwaliteits- 
beheerders (zie STOWA, 1997). De waterkwaliteitsbeheerders die hiervan gebmik maken vinden 
het nodig om biomonitoringtechnieken in te zetten naast, of (uit kostenoogpunt) in plaats van 
chemische analyses omdat een beoordeling op basis van uitsluitend chemische analyse te beperkt is 
en wel om een of meer van de volgende redenen: 

e Routinematig wordt slechts een beperkt deel van de aanwezige verontreinigende stoffen 
(ioxicanten) gemeten. Afbraakprodakten, die mogelijk nog toxischer zijn, worden niet 
gemeten; 

Er kan slechts een beperkte inschatting worden gemaakt van: 
- de daadwerkelijk voor opname door organismen beschikbare hoeveelheid toxicant; 
- de gecombineerde inwerking van meerdere stoffen tegelijk (combinatietoxiciteit); 

a Voor een deel van de (organische) verbindingen zijn (nog) geen voldoende gevoelige 
analysetechnieken beschikbaar. 

Met behulp van biomonitoringtechnieken is een meer integrale (biologische) beoordeling mogelijk 
en worden de. genoemde tekortkomingen deels ondervangen. Daarnaast spreken de resultaten van 
biomonitoringtechnieken in het aigemeeh (bij het bestuw en bij hei grote publiek) vaak meer tot de 
verbeelding dan de resultaten van chemische analyses. 

2.4 Selertie van technieken voor het keuzesysteem 

Om het keuzesysteem uitvoerbaar, en dus toepasbaar te houden, is in overleg met de 
begeleidingscommissie besloten om uit de 116 verschillende actieve biomonitoringtechnieken 
maximaal 10 technieken als basis voor het keuzesysteem te selecteren. Hieronder vallen zowel 
toxiciteittesíem (lab- of veldbioassays) als biologische bewakingssystemen (biomonitoren). Deze 
selectie is gerealiseerd door het toepassen van drie selectieronden, die schematisch als volgt zijn 
weer te geven: 

Ronde Selectie criteria Aantal technieken 

begin l 16 

I (1) 'er is ervaring met deze techniek in Nederland' g 
(2) 'de techniek is nieuw, maar wordt als veelbelovend aanbevolen' 

2 Bioassays 

( I )  'betrouwbaaheid' 
(2) 'gevoeligheid' 
(3) 'kosten-effectiviteit' 
(4) 'uiîvoerbaarheid' 
(5) 'eenduidig' 
(6) 'toepasbaar' 

Biologisch bewakingssysteem 

(I)  selectie gebaseerd op de door de projectgroep 'Wiungstwts Rhein' 
(Bundnander-Projektgruppe 'Wirkungststs Rhein', 1995) 
aanbevolen technieken 

3 (1) streven naar een testbatterij met minimaal één producent, desment en 
consument 

(2) toxiciteit- of effectgericht 



Hierna worden de selectieronden en de daar toegepaste criteria verder toegelicht. 

Eerste selectieronde 

Uit de 116 geïnventariseerde actieve biomonitoringtechnieken (zie 2.2) is een eerste selectie 
gemaakt van de meest bruikbare technieken. Technieken die hierbij zijn geselecteerd voldoen aan 
het criterium (1): 'er is ervaring met deze techniek in Nederland'. Dat wil zeggen dat de techniek of 
test wordt, of ooit is gebruikt door een Nederlandse waterbeheerder, of door een andere instantie in 
Nederland. Hierbij zijn technieken waarbij eerst gebruik is gemaakt van een techniek om het 
oppervlaktewater te concentreren (bijvoorbeeld met behulp van XAD-hars) buiten beschouwing 
gelaten omdat de toepassing van dit soort technieken in combinatie met (eco)toxiciteitmetingen nog 
volop in ontwikkeling is (bijvoorbeeld bij RNM, RIZA en KIWA). Deze technieken zijn dus op 
dit moment nog niet geschikt voor algemene, routinematige toepassing door de 
waterkwaliteitsbeheerders. Deze selectie is vervolgens aangevuld met technieken die voldoen aan 
het tweede criterium (2): 'de techniek is nieuw, maar wordt als veelbelovend aanbevolen in 
(inter)nationale review publikaties'. Op grond van criterium 1 en 2 zijn in de eerste selectieronde 
31 actieve biomonitoringtechnieken geselecteerd. Een samenvattend ovenicht van deze technieken 
is weergegeven in het inventarisatierapport (zie tabel 5, STOWA. 1997). Verder is in het 
inventarisatierapport ook een beknopte beschrijving van deze technieken gegeven (zie hoofdstuk 3, 
STOWA, 1997). 

Tweede selectieronde 

Bij de tweede selectie is een groot belang gehecht aan de resultaten van de enquetes en interviews, 
waarin de ervaringen en wensen van de watehvaliteitsbeheerders met betrekking tot de 
biomonitoring van zware metalen en bestrijdingsmiddelen zijn geïnventariseerd. Door deze 
beheerders zijn als belangrijkste selectiecriteria genoemd: (1) 'betrouwbaatiieid' (moet werken en 
reproduceerbaar zijn), (2) 'gevoeligheid' (stof- en stofgroepspecifiek), (3) 'kosten-effectiviteit' 
(goede kosten baten-verhouding), (4) 'uitvoerbaatiieid' (eenvoudig en routinematig toepasbaar), (5) 
'eenduidig' (goed interpreteerbaar) en (6) 'toepasbaar' (wat zijn de beperkingen?). Alleen de min- 
of-meer 'vergelijkbare' technieken (bijvoorbeeld lab-bioassays g e b ~ i k  makend van organismen 
van hetzelfde trofische niveau) zijn dit met elkaar vergeleken op basis van deze selectiecriteria. 

De selectie van biologische bewakiigssystemen (biomonitoren) is met name gebaseerd op de door 
de projectgroep 'Wirkungstests Rhein' (Bundnbder-Projektgnippe 'Wikungstests Rhein', 1995) 
aanbevolen technieken. Voor de bioaccumulatietesten en voor de veldbioassays is de keuze 
beperkt. Derhalve zijn alle reeds in de eerste selectie opgenomen technieken ook in deze tweede 
selectieronde meegenomen. 

Deze tweede selectieronde reduceerde het aantal geselecteerde technieken van 31 tot 21. Een 
samenvattend o v b c h t  van deze technieken is weergegeven in het inventarisatierapport (zie tabel 
12, STOWA, 1997). 

Derde selectieronde 

Om te komen tot maximaal 10 monitoringtechnieken zijn de 21 overgebleven technieken uit 
tweede selectieronde onderworpen aan een derde en laatste selectieronde. Belangrijk criterium in 
deze selectieronde is dat per type systeem is gestreefd naar het samenstellen van een testbatterij 
van technieken die gebruik maakt van verschillende soorten organismen. Hiemear is gestreefd om 
ook te kunnen monitoren in situaties waar sprake is van mengsels van vele verschillende stoffen ( i  

sterk wisselende concentraties). Van Straalen & Verkîeij (1991) en Van Straalen & van Gestel 
(1993) bevelen aan om voor een testbatterij, testorganismen te selecteren die taxonomisch zo ver 
mogelijk van elkaar af staan d o f  soorten te selecteren die op een verschillende manier hun 



voedsel verwerven (verschillende trojische niveaus). Dit omdat wordt aangenomen dat verwante 
soorten enlof soorten van &n trofisch niveau wat betreft gevoeligheid op elkaar lijken. Om deze 
redenen wordt getracht om een testbatterij samen te stellen waarin minimaal één organisme uit elk 
van de volgende drie trofische niveaus aanwezig is: producent, destment en consument. Verder 
waren de selectiecriteria in de derde selectieronde als volgt: 

De techniek is toxiciteit- of effectgericht; 
De techniek is geschikt voor het monitoren van zoet oppervlaktewater; 
Bij zeer vergelijkbare lab- en veldbioassays is gekozen voor de techniek waarmee de meeste 
ervaring is opgedaan; 
De selectie van biologische bewakingssystemen is gebaseerd op de aanbevelingen van de 
projectgroep 'Wirkungstests Rhein'. 

Het toepassen van deze criteria leven de selectie van 10 technieken op zoals weergegeven in tabel 
1. Deze tien technieken zijn de basis voor het keuzesysteem en worden in meer detail besproken in 
hoofdstuk 3 en de bijlagen 1 t"m 10. 

Tabel 1 Geselecteerde tien technieken ten behoeve van het keuzesysteem. 

Trofiaeh niwau Tntbitterij 

Lab-bioass6ys Veldóioassays: Biologische 
(sweniqpstesten): bewakingssyslemen: 
- -  - 

producent Acute algmtest 

consument 

Acute bacterietest 

Acute watervlooienlest Watervlooien veldbioassay Dynamische Daphmalest 

Rotoxkit F Muggelarve veldbioassay Mosselmonitor 

*: Op dit mament is het nog niet mogelijk om hiervoor ecn techniek aan te bevelen. 

2.5 Aanvulling van toxiciteitgegevens voor de geselecteerde technieken 

Om locatiespecifiek te kunnen beoordelen met welke actieve biomonitonngtechniek(en) potentieel 
toxiciteit detecteerbaar is, is het nodig om per techniek een zo volledig mogelijk beeld te hebben 
van de specifieke gevoeligheid w a n  de testorganismen voor (in elk geval) de meest problematische 
metalen en bestrijdingsmiddelen (zie inventarisatierapport, tabel 11, STOWA, 1997). Voor de 10 
geselecteerde technieken is derhalve gezocht naar aanvullende toxiciteitdata. Bij het zoeken naar 
toxiciteitwaarden is telkens geselecteerd op de laagste waarde voor de betreffende techniek en 
daarbij is, voor zover mogelijk, steeds gekozen voor een vergelijkbaar eindpunt (bij voorkeur EC,) 
blootstellingsduur (bijvoorbeeld 72 uur voor de acute algentest) en testsoort (meest gebruikte, 
bijvoorbeeld Daphnia magna voor de acute watervlooientest). 

Voor aanvullende toxiciteitgegevens (met name voor bestrijdingsmiddelen) is gemht  in review- 
rapporten en -artikelen. De belangrijkste gebruikte bronnen zijn: de REA-watersysteem- 
verkenningen voor fenolherbiciden (Ordelman et al., 1994a), hazinen (Ordelman er al., 1993a), 
dithiocarbamaten (Ordelman et al., 1993b), carbamaten (Ordelman et al., 1993c), en 
organofosforbestrijdingsmiddelen (Ordelman ei al., 1994b), het Handboek Bestrijdingsmiddelen 
(van Rijn el al., 1992), het Microtox-data handboek (Kaiser & Devillers, 1994) en het RIVM- 
rapport 'Pesticides: Benefaction or Pandora's Box?' (Linden er ai., 1994). Daarnaast is via het 
College Toelating Bestrijdingsmiddelen (CTB) informatie (o.a. milieu-fiches) opgevraagd over de 
'top 6' pesticiden (carbendazim, malathion, diuron, parathion-ethyl, dichloorvos en 



chloorfenvinfos). Voor data met betrekking tot de specifieke gevoeligheid van kroos en algen is 
gebruik gemaakt van twee artikelen (Retzlaff* 1993; Grossmann et al., 1992) waarin toxiciteitdata 
voor 32 herbiciden zijn beschreven. Tenslotte is in het databestand DATATOX (Murphy & 
Balogh, 1993) voor diumn en carbendazim naar toxiciteitdata gezocht omdat hiervoor nog te 
weinig informatie in de genoemde bronnen beschikbaar was, De resultaten van deze zoekactie zijn 
verwerkt in de samenvattende overzichten per stofgroep van de (laboratorium)gevoeligheid van 
iedere techniek voor een bepaalde stof. Deze overzichten zijn weergegeven in de volgende 
bijlagen: 

Bijlage 11 Stoffeninformatie 1: Overzicht van de gevoeligste technieken per stof 
Bijlage 12 Stoffeninformatie 2: Overzicht van de lab-bioassays 
Bijlage 13 Stoffeninformatie 3: Overzicht van de veldbioassays 
Bijlage 14 Stoffeninfotmatie 4: Overzicht van de biologische bewakingssystemen 

Het in bijlage 11 weergegeven overzicht geeft naast de laagste waarde per groep van technieken 
(lab-bioassays, veldbioassays en biologische bewakiigssystemen) ook de laagste waarde over alle 
technieken tezamen. Daarnaast wordt de (hande1s)naam van de betreffende techniek gegeven en is 
weergegeven voor hoeveel technieken uit die gmep (n) een toxiciteitwaarde is gevonden. Uit de in 
bijlagen 12-14 weergegeven stoffeninfomiatie blijkt dat de toxiciteitgegev& wat betreft de 
pesticiden vooral voor de lab-bioassays (alg, bacterie, watervlo, met uitzondering van Rotoxkit) 
wezenlijk konden worden aangevuld met 'goede waarden' (relevante soort, eindpunt en 
blootstellingsduur). 

Voor de kroostest zijn een aantal bmikbare data voor herbiciden gevonden. Deze data zijn echter 
afkomstig van lab-bioassays en moeten derhalve als indicatief worden gezien. Voor de 
watervlooien veldbioassay zijn géén specifieke waarden gevonden. Hiervoor kan indicatief gebruik 
gemaakt worden van de waarden voor de acute watervlooientest. Ook voor veldbioassay met 
muggelarven zijn géén specifieke veldwaarden gevonden. De meeste waarden die zijn gevonden 
zijn aíkomstig van lab-bioassays met diverse soorten muggelarven (Chironomus, Culex en Aedes) 
en, bij gebrek aan betere data, ook van andere water(bodem)insecten (hoofdzakelijk Pteronaqs 
californica en Cloeon dipterum). Om deze redenen moeten ook voor deze assay de weergegeven 
waarden als indicatiefworden gezien. 

Voor de biologische bewakingssystemen zijn géén nieuwe data gevonden, de uitvoering is te 
specifiek om data in 'review'-studies terug te kunnen vinden. De weergegeven data (bijlage 14) 
voor de (niet geselecteerde) vismonitor (Aqua-Tox-Control) zijn vrijwel allemaal afkomstig van 
lab-bioassays en moeten derhalve als indicatief worden gezien. 

Samenvattend kan worden geconcludeerd dat er voor de lab-bioassays op dit moment een 
voldoende inzicht in de gevoeligheid voor specifieke metalen en besîrijdingsmiddelen is. Voor de 
veldbioassays en biologische bewakingssystemen is hierin nog onvoldoende inzicht. Aangezien het 
hier echter meestal gaat om zeer specifieke, recent toegepaste en nog niet (inter)nationaal 
gestandaardiseerde technieken, zal ook een intensievere zoekactie waarschijnlijk géén wezenlijke 
aanvulling van de toxiciteitgegevens opleveren. Voorgesteld wordt om voor deze technieken 
voorlopig uit te gaan van de 'indicatieve' toxiciteitwaarden voor de betreffende soorten, die uit 
acute lab-bioassays zijn verkregen. 

Er kan echter worden aangenomen dat dit voor de veldbioassays een conservatieve schatting is en 
dat de werkelijke gevoeligheid van deze technieken in elk geval hieraan gelijk is, maar 
waarschijnlijk hoger. Deze verhoogde gevoeligheid wordt veroorzaakt doordat de testorganismen, 
in vergelijking met lab-bioassays, gedurende een langere periode worden blootgesteld. Tevens 
zorgt deze verlengde blootstelling voor een hogere t r e h s  indien de actuele concentraties in het 
veld fluctueren. 

Ook van de biologische bewakingssystemen kan worden aangenomen dat de gevoeligheid zeker 
niet lager is dan die van de lab-bioassays, aangezien deze testen bij de beoordeling van andere, 



gevoeligere parameters gebniik maken. Bij de DF-algentest wordt bijvoorbeeld naar een eventuele 
remming van een deelproces in de fotosynthese (fluorescentie) gekeken, en niet naar de remming 
van de populatiegroeisnelheid wals in de acute dgentest (lab-bioassay). 



BESCHRIJVING GESELECTEERDE TECHNIEKEN 

Algemeen overzicht van de geselateerde technieken 

Van alle tien geselecteerde technieken is een gedetailleerde beschrijving gemaakt, waarbij onder 
andere aandacht wordt besteed aan de uitvoering, de randvoorwaarden en de geldigheidscriteria. 
Deze beschrijvingen zijn in de volgende bijlagen opgenomen: 

Bijlage 1 : Acute algentest (lab-bioassay) 

Bijlage 2: Acute bacterie-test (lab-bioassay) 

Bijlage 3: Acute watervlooientest (lab-bioassay) 

Bijlage 4: Acute Rotoxkit F (lab-bioassay) 

Bijlage 5: Kroostest (veldbioassay) 

Bijlage 6: Watervlooien veldbioassay 

Bijlage 7: Muggelarve veldbioassay 

Bijlage 8: DF-Algentest (biologisch bewakingssysteem) 

Bijlage 9: Dynamische Daphniatest (biologisch bewakingssysteem) 

Bijlage 10: Mosselmonitor (biologisch bewakingssysteem) 

Hierbij is per techniek de volgende onderverdeling aangehouden. 

A. Algemeen orinciae: bevat de algemene proefopzet en een verwijzing naar de genormeerde 
protocollen of richtlijnen (voor zover beschikbaar) volgens welke de technieken worden 
uitgevoerd. Daarnaast worden zaken als de te gebmiken testorganismen, de testduur en de 
effectparameter aangegeven. 

B. Biizonderheden t.a.v. de uitvoering binnen dit proiect (towassing in keuzesvsteem): ten 
aanzien van de uitvoering binnen dit STOWA-project is bij een aantal technieken de standaard 
testmethode enigszins gemodificeerd (zie 3.2). Deze wijzigingen betreffen meestal het aantal 
replica's en het al dan niet gebmiken van een concentratiereeks. 

C. Randvoorwaarden t.a.v. een aantal fvsische en chemische oarameters: voor verschillende 
testorganismen is bekend, dat de waarden van een aantal Qsisch-chemische parameters, zoals 
de pH, het zuurstofgehalte en de ammoniumconcentratie van directe invloed op het testresultaat 
kunnen zijn. Onder 'randvoorwaarden' wordt aangegeven binnen weke grenzen deze waarden 
zouden moeten liggen om aan te kunnen nemen, dat de betreffende parameters het testresultaat 
niet direct be'lnvloed hebben. 

D. Geldieheidscriteria: de criteria waaraan de uitgevoerde test moet voldoen om het resultaat als 
'geldig' te kunnen kwalificeren (dit is een voorwaarde voor een correcte beoordeling van de 
oppervlaktewaterkwaliteit). 

E. Beoordelin~íscriteria): bevat de werkwijze die na afloop van de test wordt gevolgd om 
uitsluitsel te kunnen geven over een 'toxisch' c.q. 'niet toxisch' effect. 

F. Toe~assinns~ebied en ueriode: bevat informatie over het type (water)monster waarvoor de 
betreffende techniek kan worden gebuikt. Tevens wordt voor de veldbioassays en biologische 
bewakingssystemen aangegeven of deze gedurende het gehele jaar inzetbaar zijn. 



G. Gevoeli~heid: hier wordt de informatie, zoals weergegeven in de bijlagen met de 
stoffeninfomatie, beknopt samengevat en wordt per techniek aangegeven voor weke stoffen 
enlof stofgroepen deze specifiek gevoelig is. 

H. Ervaring: hierin wordt aangegeven bij welke waterbeheerders ervaring met de betreffende 
techniek aanwezig is. Daarnaast zijn ook de eventuele kanttekeningen, die door de 
verschillende waterbeheerders bij een bepaalde techniek geplaatst werden, weergegeven. 

I. Beschikbaarheid en kosten: naast de eventuele leverancier, worden de kosten die voor de 
betreffende techniek gemaakt moeten worden globaal weergegeven. Hierbij wordt een 
onderscheid gemaakt tussen verbrniksmaferiaal en de tijdsinvestering. 

J. Aandachtmunten: onder de 'aandachtspunten' zijn allerlei opmerkingen geplaatst, die 
bijvoorbeeld nuttig kunnen zijn bij het uitvoeren van de betreffende techniek of waar rekening 
mee moet worden gehouden bij het opzetten van het onderzoek. 

K. Referenties: per techniek zijn de relevante literatuurvenvijzingen opgenomen, waarbij voor de 
complete referentie verwezen wordt naar de eigenlijke literatuurlijst (hoofdstuk 8). 

Hieronder wordt voor de verschillende typen technieken nog enige aanvullende informatie 
gegeven, die vooral betrekking heeft op de 'betrouwbaarheid van' en 'ervaring met' de betreffende 
techniek. Hierbij spelen vooral zaken als de validatie van de techniek een rol. 

De vier geselecteerde lab-bioassays (acute algen-, bacterie-, watervlo- en Rotoxkit F-test) zijn goed 
gestandaardiseerd en gevalideerd zijn. Deze technieken zijn &mm direct toepasbaar bij het 
beoordelen van oppervlaktewater. Ten aanzien van de uitvoering binnen dit STOWA-project is de 
conventionele testmethode echter enigszins gewijzigd, m zo de kosten-effectiviteit te verhogen, 
zonder dat dit gevolgen heeft voor de kans op het detecteren van toxische effecten. Deze wijziging 
betreft het minimaliseren van het totaal aantal te testen behandelingen (=aantal concentraties x het 
aantal replica's), waardoor de hoeveelheid benodigde arbeidstijd bij het uitvoeren van de 
enperimenten evenredig afneemt. Bij deze optimalisatie dient enetzijds rekening gehouden te 
worden met het doel van het onderzoek en anderzijds met de statistische gevoeligheid van de 
betreffende techniek. Dit wordt hieronder in meer defail uitgelegd. 

Standaard worden met lab-bioassays minimaal 4-5 concentraties oppervlaktewater getest om zo een 
EC,,-waarde te kunnen bepalen. Om een onderscheid te kunnen maken tussen toxisch en niet 
toxisch oppervlaktewater, is het echter voldoende om aan te tonen dat blootstelling aan onverdund 
oppervlaktewater resulteert in een significant negatief effect t.o.v. een blanco d o f  
referentielocatie, Daarnaast is het meestal mogelijk om al bij minder dan 50% effect een significant 
verschil (= deteetielimiet van de techniek) aan te tonen. Hierdoor kan, in vergelijking met een 
beoordeling op basis van de EC,,-waarde, mogelijke toxiciteit van het oppervlaktewater reeds 
aangetoond worden bij minder dan 50% effect. Deze detectielimiet van een techniek (de 
'gevoeligheid') ia echter direct afhankelijk van het aantal replica's, het aantal testdieren per replica 
en de mate van effect in de blancotest. Theoretisch is het zo dat bij een toenemend aantal replica's 
eNof een hoger aantal testdieren per replica, de 'statistische power' om een significant effect aan te 
tonen toeneemt (bijvoorbeeld significant effect bij 30% sterfte i.p.v. 40%). Om financiële en 
ethische redenen is het wenselijk om het aantal replica's en testdieren zo laag mogelijk te houden. 
De afweging W e n  deze twee tegenstrijdige belangen kan gebaseerd worden op een statistische 
berekening: 

Op basis van gegeven informatie over de historische variantie (standaarddeviatie) in het 
blancoresultaat en het gewenste verschil met de blanco dat gedetecteerd moet kunnen worden, kan 



het aantal hiervoor te gebruiken replica's geschat worden. Hierbij wordt van de volgende formule 
(l) gebruik gemaakt (zie box 9.13 op blz. 263 van Sokal & Rohlf, 1981): 

n 2 2(cm2*ILI",l,l + tUipW",lZ (1) 

= aantal benodigde replica's; 
=standaarddeviatie van de betreffende parameter (i procenten); 
= het verschil dat gedetecteerd moet kunnen worden (in procmten); 
=aantal wijheidsgraden = a * (n-l), waarbij a gelijk is aan het aantal groepen (i tabel 2 is 

uitgegaan van 2 groepen: de blancogroep en het te beoordelen monster); 
= significantieniveau, de kam (meestai 0,05) op een vals negatieve (zie tekst) waarneming; 
= significantieniveau, de kam (meestai 020) op een vals positieve (zie tekst) waarneming; 

,,,[,, = testgrootheden atkomstig uit een tweezijdige t-îabel met v wijheidsgraden en a en 2.p- 
waarden zoals hierboven aangegevee 

In verband met de praktische uitvoerbaarheid is het voor de meeste testen wenselijk dat het nieuwe, 
verhoogde aantal replica's bij voorkeur deelbaar is door het conventionele aantal. Hiermee wordt 
bedoeld dat wanneer de conventionele uitvoering drie replica's omvat, er nu gezocht wordt naar 
een situatie uitgaande van 6,9, 12, 15 etc. replica's. Met behulp van (1) zijn daarom berekeningen 
uitgevoerd bij het oorspronkelijk aantal replica's en bij 2, 3, 4 en 5 maal dit aantal replica's. Op 
basis hiervan wordt een indicatie verkregen van het percentage verschil tussen de blanco en het te 
beoordelen monster, dat bij dat aantal replica's als 'significant' kan worden aangemerkt (S). Deze 
statistische berekeningen zijn voor alle vier de geselecteerde lab-bioassays uitgevoerd, waarbij het 
aantal testdieren per replica gelijk is gehouden (tabel 2). Daarnaast is gekozen voor de (min of 
meer standaard) situatie, waarin de kans op een vals negatieve uitkomst (a: significant effect in test 
terwijl dit er in werkelijkheid niet is) 5% is en de kans op een vals positieve (P: géén significant 
effect in test tenvijl dit er in werkelijkheid wel is) 20% is. 

Tabel2 Percentage verschil (S) tussen een monster en de blanco dat theoretisch als significant 
vastgesteld kan worden (n = conventionele aantal replica's). 

historische S (%) 
u-waarden* n l x n  2 x n  3x11 4x11 5 x n  

Acute algentest 

Acute bacterietest 

Acute waterv1wientest 

Rotoxkit F 

*:gebaseerd op blancotestdata van AquaSeme 

Uit de berekeningen (tabel 2) komt een duidelijk verschil in statistische gevoeligheid naar voren 
tussen testen waarbij de testparameter elke waarde kan aannemen ('c~ntinue vwiabele', zoals de 
algentest en de bacterietest) en testen waarbij de testparameter alleen uit gehele waarden kan 
bestaan ('discontinue variabele', zoals sterfte in de watervlooientest en de Rotoxkit F-test). Dit 
betekent dat in theorie bij een vergelijkbaar aantal replica's een statistisch significant verschil 
tussen twee oppervlaktewatenno~~ters eerder in testen met een continue variabele (algentest en de 
bacterietest) zijn aan te tonen dan in testen, die gebaseerd zijn op een discontinue variabele 
(watervlooientest en de Rotoxkit F-test). Tenslotte dient te worden vermeld, dat de statistische 
gevoeligheid van een discontinue testparameter te verbeteren valt door het aantal testorganismen 



per replica te verhogen. Aangezien hier echter een aantal praktische bezwaren aan zitten, is deze 
optie niet meegenomen. 

Op basis van de uitkomsten van deze berekeningen en de praktische uitvoerbaarheid, is besloten 
om de lab-bioassays die tijdens de praktijktoehing gebruikt zijn (zie hoofdstuk 5) met het volgend 
aanW replica's in te zetten. 

Acute algentest: 6 replica's (2 x n) ca. 10% verschil theoretisch aantoonbaar 
Acute baeterietest: 5 r&licavs (2,s x n) ca. 25% verschil theoretisch aantoonbaar 
Acute watervlooientest: 8 mlica's 12 x nl ca. 40% verschil theoretisch aantoonbaar 
Rotoxkit F: 12 &plica'i (2 x n) ca. 30% verschil theoretisch aantoonbaar 

Voor de acute bacterietest is 2,5 maal het aantal conventionele replica's genomen omdat het meest 
praktische is om 10 testbuisjes (5 buisjes voor de blanco en 5 voor het monster) in een keer te 
testen 

3.3 Veldbioassays 

Voor de drie geselecteerde veldbioassays geldt dat eigenlijk alleen de watervlooien veldbioassay in 
voldoende mate gevalideerd is om direct inzetbaar te zijn. De kroostest en (vooral) de muggelarve 
veldbioassay dienen nog verder gestandaardiseerd, uitgeprobeerd en gevalideerd te worden. 
Hierom zijn deze laatste twee technieken niet meegenomen in de gedeeltelijke praktijktoetsing (zie 
hoofdstuk 5). 

JA Biologische bewakingssyitemen 

Van de drie geselecteerde biologische bewakingssystemen dient de DF-Algentest Ui 
praktijksimaties aanvullend gevalideerd worden. De DF-Algentest wordt momenteel gevalideerd 
door het R U .  De Dynamische Daphniatest en de mosselmonitor zijn daarentegen direct inzetbaar. 
Hierbij dient men zich te realiseren, dat een relatief grote inspanning (zowel financieel als qua 
personeel) benodigd is om deze biologische bewakingssystemen volledig operationeel te krijgen en 
te houden. Zo is, naar schatting van de Watertransportmaatschappij Rijn-Kennemerland (WRK), 
het operationeel houden van een drietal simultaan draaiende systemen (watervlo-, mossel- en 
vismonitor) alsmede het verwerken en analyseren van de meetresultaten een volledige dagtaak voor 
&n persoon. De investeringskosten voor ieder systeem (voor mosselmoniror ca. f 35.000,- en voor 
de watervlo- en vismonitor ieder ca. f 75.000,-3 zijn vergelijkbaar met de kosten voor sommige 
chemische analyseapparaten en dus, voor de WRK althans, zeer acceptabel. 

De algemene ervaringen met biologische bewakingssystemen sinds 1988 zijn goed beschreven 
door Nopperi & Hendriks (1995) en door Hendriks & Stouten (1994). Het aantal alarmmeldmgen 
per jaar van biologische bewakingssystemen is vergelijkbaar met die van de chemische bewaking. 
Om de kans op een vals positief alarm te minimaliseren, wordt bij een biologisch alarm altijd een 
controle op technische storingen uitgevoerd. Vervolgens wordt het signaal gevalideerd middels 
chemische analyses en met behulp van lab-bioassays. In hooguit 10% van de alarmmeldingen 
worden stoffen ge'identificeerd in concentraties, die hoog genoeg zijn om het gevonden effect te 
kunnen verklaren. De praktijk leert dat de verantwoordelijke personen na de nodige gewenning 
bereid zijn om een biologisch alarm even serieus te behandelen als een chemisch alarm. 



KEUZESYSTEEM 

Randvoorwaarden voor een geachikt keuzesysteem 

Het ontwikkelde keuzesysteem richt zich op het toepassen van biomonitoringtechnieken waarmee 
d i i t e  effecten van zware metalen en bestrijdingsmiddelen kunnen worden aangetoond (zie 1.3). 
Uit de enquetes en inteniews, waarin de ervaringen en wensen van de waterkwaliteitsbeheerders 
met betrekking tot de biomonitoring van zware metalen en bestrijdingsmiddelen zijn 
geïnventariseerd, kwam een aantal criteria naar voren waaraan de te selecteren technieken en het 
keuzesysteem zouden moeten voldoen (zie 2.4.2). De volgende criteria kunnen worden beschouwd 
als de belanmiikste randvoorwaarden waaraan het te ontwikkelen keuzesysteem dient te voldoen: 

Met het keuzesysteem moet zowel een locatie als een stofgroepspecifieke beoordeling 
mogelijk zijn; 

De biomonitoringtechnieken moeten w kosten-effectief mogelijk worden toegepast; 

Het keuzesysteem moet logisch zijn. 

Locatie- en stofgroepspecifiek 

Sinds de schoonmaak die in 1970 begonnen is met de Wet Verontreiniging Oppervlaktewater, is 
de kwaliteit van het Nederlandse water aanzienlijk verbeterd. Een belangrijke beleidsvraag op 
dit moment is of een ve-rhoging van het huidige kwaliteitsniveau nodig of zelfs gewenst is. In 
sommige gebieden zou een verdere verbetering namelijk enorme investeringen kunnen vragen. 
In dit soort gevallen kan, volgens de visienotitie 'Ruimte voor Water', een gebiedsgerichte 
benadering van wamsystemen uitkomst bieden. De verwachting is dan ook dat de normering 
meer en meer zal worden toegesneden op het gebiedseigen karakter, waarbij de accenten op 
regionale differentiatie zullen komen te liggen (Berends et al., 1995). 

Een gebiedsgerichte beoordeling is voor de regionale waterbeheerders echter nog niet 
gedifferentieerd genoeg. Hun beheersvragen richten zich namelijk op een lokaal niveau (zie Van 
de Guchte et al., 1996). De beheerder wil hierbij rekening kunnen houden met verschillen in 
ecotopen, watertype, -functies en -gehik.  Verder bestaat er behoefte aan een beoordeling die is 
gericht op de specifiek op de betreffende locatie voorkomende, problematische stoffen'. Er is 
dus behoefte aan een locatiespecifiek én stofgericht keuzesysteem, met nadruk op de diagnose. 
Op die manier kunnen oorzaak-gevolg relaties beter zichtbaar gemaakt worden. 

In de visienotitie 'Ruimte voor Water' wordt aangedrongen op het denken in termen van 
rentabiliteit en draagvlak. Door keuzes te maken op grond van rentabiliteit krijgen innovaties 
eerder een kans en is het beheer beter uit te leggen aan de burger. De beschikbare gelden 
worden immers zo doordacht mogelijk geïnvesteerd en leveren het meeste effect (Berends et al., 
1995). Ook uit de inteniews en enquêtes onder de regionale waterkwaliteitsbeheerders (zie 
2.4.2) bleek dat hieraan een groot belang wordt gehecht. Kosten-effectiviteit is daarom een 
belangrijke randvoorwaarde voor een geschikt keuzesysteem. 

Een stof wordt als problematisch beschouwd als de grenswaarde of, indien deze (nog) niet geformuleerd 
is, een (indicatief) Maximaal Toelaatbaar Risiconiveau ((i)MTR-waarde) wordt overschreden (zie 
STOWA, 1997). 



Kosten-effectiviteit is nagestreefd door (enkele) technieken te modificeren (zie 3.2) en door 
locatiespecifiek, op basis van de voorkomende probleemstoffen, te beoordelen welke technieken 
het beste kunnen worden ingezet. 

4.1.3 Logisch 

Bij het implementeren van een nieuw ontwikkeld (keuze)systeem is de inzichtelijkheid van dit 
systeem van groot belang. In veel gevallen zullen de uiteindelijke beslissingen namelijk 
genomen worden door mensen, die niet van alle technische details op de hoogte (kunnen) zijn. 
De grote lijnen en de essentiële beslissingen moeten dus zo geformuleerd worden, dat iedereen 
deze kan volgen, en waardoor het systeem als 'logisch' ervaren wordt. Bij het opzetten van het 
keuzesysteem (vooral voor wat betreft de weergave in schema's) dient dus gelet te worden op 
zaken als eenduidigheid en toepasbaarheid, waarbij de integratie tussen de wetenschappelijke 
zorgvuldigheid en de kosten-effectiviteit duidelijk zichtbaar moei zijn. Voor het huidige 
keuzesysteem is dit onder andere nagestreefd door de te nemen beslissingen kort en bondig te 
formuleren, de hiervoor benodigde gegevens met aparte symbolen aan te geven en (indien 
mogelijk) dezelfde onderdelen op verschillende plekken te laten temgkomen. 

4.2 Keuzesysteem 

In figuur 1 en 2 worden achtereenvolgens het keuzesysteem voor het selecteren van 
biomonitoringtypen en het selecteren van toxiciteit- of effectmonitonngtechnieken weergegeven. 
hier bi^ is ervan uitgegaan dat de keuze tussen actieve en passieve biomonitonng reeds is gemaakt 
(zie STOWA, 1997). De keuzesystemen zijn weergegeven als stroomschema's, waarbij gebmik is 
gemaakt van de gestandaardiseerde symbolen zoals weergegeven onder figuur 1. De onderbouwing 
van deze keuzesystemen is weergegeven in 4.3. 

Deze keuzesystemen zijn niet dwingend doch bedoeld als handvaten om voor een specifieke 
verontreinigingssituatie biomonitonngtechnieken te kunnen selecteren. Andere benaderingswijzen 
worden hiermee dus niet gediskwalificeerd. 

4.3 Onderbouwing keuzesysteem 

4.3.1 Het type biomonitoring? 

Het in figuur 1 weergegeven sîroomschema begint met de selectie van de te gebwiken 
biomonitoringstype(n). Hierbij is aangegeven dat gebmik van historische informatie (voor zover 
beschikbaar) met betrekking tot bijvoorbeeld de aanwezige stoffen, hun concentraties en de 
theoretisch te verwachten effecten gewenst is. Men dient zich echter te realiseren, dat de keuze niet 
alleen door deze informatie bepaald wordt, aangezien ook het kostenaspect en eventuele politieke 
overwegingen een rol kunnen spelen. 

De keuze voor het al dan niet uitvoeren van mutageniteit- enlof bioaccumulatiemonitoring wordt 
voor een groot deel bepaald door de aanwezige of te venvach?en verontreinigende stoffen in 
samenspel met beschikbare kennis over eventuele mutagene en bioaccumulerende effecten van 
deze stoffen of stofgroepen. Voor de bioaccumulatiemo~toring gaat het daarbij vooral om de 
eventuele doorvergiftigingseffecten, die via de voedselketen bij vogels en zoogdieren kunnen 
optreden. Bij de keuze voor ecosysteemmonitoring staat de vraag of andere (abiotische) factoren 
mogelijk een (additionele) rol spelen centraal. 



Figuur 1 Keuzesysteem voor de selectie van bîomonitoringtypen (u): zie figuur 23. Gebruikte symbolen 
stroomschema 



T J .  



Hierbij valt niet alleen te denken aan de aanwezige nutnkiten (bijv. N, P), maar ook aan zaken als 
waterstanden, stroming, aanwezig habitat etc. Aangezien het keuzesysteem zich v d  richt op de 
toxiciteit- of effectmonitoring (zie 1.3), is het uitwerken van de mogelijkheden voor de drie andere 
typen monitoring beperkt tot het weergegeven van die technieken, die op basis van het 
inventarisatierapport (STOWA, 1997) het meest geschikt lijken te zijn. 

Chemische of ecotoxicologische effectmonitoring? 

Indien gekozen is voor het uitvoeren van toxiciteit- of effectmonitoring, d allereerst de vraag 
beantwoord moeten worden of een uitsluitend chemische monitoring tot voldoende inzicht kan 
leiden. Ook voor het nemen van deze beslissing is de reeds eerder genoemde historische informatie 
van groot belang, maar aangezien dit voor een groot deel van het keuzeschema geldt, is het 
betreffende documentensymbool slechts één keer (aan het begin) weergegeven. De historische 
informatie zou uitsluitsel moeten geven over de vraag of er een beperkt en constant aantal 
toxicanten in hoge concentraties aanwezig is. Indien deze vraag met 'ja' beantwoord kan worden, is 
het toepassen van louter chemische monitoring voldoende. Praktijksiniaties waar dit voor zou 
kunnen gelden zijn bijvoorbeeld enkele locaties in het beheersgebied van HH Delfland waar 
organofosforbestnjdingsmiddelen in hoge concentraties aanwezig zijn en de sterfte in uitgevoerde 
watervlooien veld- en lab-bioassays dientengevolge altijd 100% bedraagt (zie bijvoorbeeld Runia et 
al., 1996). De kernwoorden die dit soort situaties beschrijven zijn: 

1) Een beperkt en constant aantal toxicanten: 
H i e m  wordt gedoeld op een relatief overzichtelijke situatie, waar de samenstelling van de 
aanwezige toxicanten constant is én waar geen zogenaamde 'mengseleffecten' te verwachten 
zijn, doordat het een beperkt aantal toxicanten betreft, die alle tot een stofgroep met eenzelfde 
werkingsmechanisme behoren. Een praktijksituatie waar zowel metalen als bestrijdings- 
middelen in hoge concentraties kunnen voorkomen, zal dus eerder aanleiding geven tot het 
uitvoeren van ecotoximlogische effectmonitoring, dan wanneer een beperkt aantal toxicanten 
aanwezig is. Ook in situaties waar de ene maand het ene bestrijdingsmiddel en de andere 
maand een ander bestrijdingsmiddel @ijvoorbeeld bij wisselende teelten) aanwezig kan zijn, is 
het aan te raden om ecotoxicologische effectmonitoring uit te voeren. 

2) Hoge concentnaties: 
Met hoge concentraties wordt enerzijds bedoeld dat de chemische analyses betrouwbaar 
moeten zijn ( i  relatie tot detectielimieten) en anderzijds dat het optfeden van negatieve 
effecten bij dergelijke concentraties boven elke twijfel verheven is. 

Gedurende de eerste tijd van een strikt chemische monitoring is het, afhankelijk van de doelstelling 
van het ondenoek, raadzaam om met regelmatige tijdsintervallen een meer uitgebreid pakket 
chemische analyses te laten uitvoeren. Zo kan worden gegarandeerd dat er inderdaad geen andere 
toxicanten worden aangetroffen. Worden deze laatste stoffen wel aangetroffen, dao zou dat alsnog 
een argument kunnen zijn om ecotoxieologische effectmonitoring te gaan uitvoeren. 

Constante, wisselende of piekbelasting? 

De keuze tussen deze verschillende typen belasting is in figuur 2 zeer centraal weergegeven, 
wegens de consequenties die hieruit kunnen voortvloeien ten aanzien van de monstername en de 
kosten-effectiviteit. Bij het maken van een onderscheid tussen enerzijds constante en anderzijds 
wisselende of piekbelastingen dient men zich te realiseren dat hier sprake is van een glijdende 
schaal. Hierbij is belangrijk dat de keuze niet zozeer bepaald wordt door de absolute verschillen in 
concentraties (zoals bijv. uitgedrukt in mgA) maar door de vetschillen ten opzichte van de te 
venvachten effect concentraties (L(E)C,-waarden). Een toe  of afname in concentratie met een 
factor twee kan zo bijvoorbeeld toch aanleidhg geven tot het oordeel 'constante belasting' 
(namelijk indien de effectconcentratie van het gevoeligste organisme hier ruim boven of onder 



ligt), tenvijl een relatief kleine verandering in concentraties om en nabij de effectconcentratie van 
een bepaald organisme veel eerder tot het oordeel 'wisselende belasting' kan leiden. Dit probleem 
is gefllustreerd in figuur 3. In deze strikt theoretische figuur varieren de concentraties van stof A 
met maximaal 60 concentratie-eenheden, terwijl alk concentraties een factor 6 tot 12 boven de 
EC,,,-waarde liggen. Hierdoor is te verwachten dat, ondanks de sterke variatie in de concentratie, 
het toxisch effect min of meer constant (waarschijnlijk maximaal) zal zijn. Bij stof B is de situatie 
precies andersom, aangezien de concentraties slechts een tiental eenheden varieren, terwijl het 
verschil met de EG-waarde maximaal een factor 1.5 is. In dit laatste geval kan worden verwacht, 
dat het toxische effect sterk kan variëren gedurende de weergegeven tijdsperiode. 

I 
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Figuur 3 Theoretische variaties in concentraties ten opzichte van een bijbehorende EC,-waarde 

'Vinger aan de pols' gewenst? 

In praktijksituaties waar sprake is van een wisselende edof piekbelasting hangt de keuze voor de te 
gebmiken technieken sterk af van het doel waarmee gemeten wordt en de consequenties die dit kan 
hebberi voor het al dan niet nemen van directe acties. In sommige van dit soort situaties 
(bijvootheeld bij de innamepunten t.b.v. drinkwater) wordt een maximale beschenning nagestreefd, 
waardoor inzicht in de actuele situatie van groot belang kan zijn. Dit zijn dan ook situaties waar de 
inzet van permanente biologische bewakingssystemen overwogen kan worden. Is de gewenste 
beschenning 6f de noodzaak tot het nemen van directe acties vanwege andere redenen minder groot 
dan valt, vanuit kostenoogpunt, de inzet van bioassays aan te bevelen. 

Steek- versus venarnelmonster en gewenste relatie tussen chemie en effect? 

Om lab-bioassays te kunnen uitvoeren dienen monsters van het oppervlaktewater te worden 
genomen en te worden overgebracht naar het laboratorium. Bij de bemonstering wordt onderscheid 
gemaakt tussen steek- en veraamelmonsters: 

Steekmonster: Op &n willekeurig moment genomen hoeveelheid monster van het 
oppervlaktewater ('spot sample'). 



Over een bepaalde tijdsperiode (bijvoorbeeld één etmaal) genomen monsters 
van het oppervlaktewater ('composite sample'). Hierbij wordt per tijdseenheid 
(tijdsproportioneel) of per debietseenheid (debietsproportioneel) een bepaalde 
hoeveelheid steekmonster genomen en vermengd met de reeds genomen 
steekmonsters. 

De procedures ten aanzien van het nemen van watermonsters zijn beschreven in een aantal delen 
van de ISO-5667 richtlijn onder de algemene titel "Water quality - Sampling". De volgende delen 
zijn van toepassing op het bemonsteren van oppenlaktewater: 
Part 1: Guidance on the design of sampling programmes (ISO-5667-1,1980); 
Part 2: Guidance on sampling techniques (ISO-5667-2,1991); 
Part 3: Guidance on the presenation and handling of samples (ISO-5667-3, 1994); 
Part 4: Guidance on -$ing from lakes, naturahyaland m&-made (ISO-56674,1987); 
Part 6: Guidance on sampling of rivers and streams QSO-5667-6,1990). 

De keuze voor het nemen van een steek- of verzamelmonster wordt gebaseerd op het type 
belasting. Is er sprake van een constante belasting dan zal een, met lab-bioassays beoordeeld, 
steekmonster voldoende betrouwbare analyseresultaten opleveren (wwel chemisch als 
ecotoxicologisch). Is er echter sprake van een wisselende of piekbelasting dan zou een 
steekmonster gemakkelijk tot een verkeerde inschatting van de werkelijke situatie kunnen leiden en 
valt het nemen van een verzamelmonster (dat vervolgens met lab-bioassays beoordeeld kan 
worden) aan te bevelen. Hierbij dient men zich echter te realiseren dat de maximaal in het 
oppervlaktewater aanwezige concentraties (pieken), tijdens het maken van dit verzamelmonster 
zullen worden verdund. 

Wordt ook dit als een ongewenste situatie gezien, dan valt te overwegen om in plaats van de 
kosten-effectieve lab-bioassays, veldbioassays in te zetten. Deze keuze nissen lab-bioassays en 
veldbioassays wordt in dit geval bepaald door de volgende afweging: enerzijds speelt de waag of 
een maximaal (maar slechts incidenteel voorkomend) effect dient te worden vastgesteld, terwijl 
anderzijds de vraag naar de gewenste relatie tussen chemische analyseresultaten en 
eco(toxiw)logische effecten speelt. Alhoewel beide vragen over het algemeen positief beantwoord 
zullen worden, dient men zich te realiseren dat beide punten niet geheel verenigbaar zijn. Lab- 
bioassays geven in het algemeen een duidelijkere relatie tussen chemische analyses en effecten, 
aangezien de kwaliteit van een genomen watermonster meestal minder variabel is dan de 
veldsihuitie. Aan de andere kant zijn veldbioassays, door de langere hlootstellingsduur en de 
mogelijkheid tot tussentijdse verandexingen in waterkwaliteit, geschikter om een maximaal effect 
vast te stellen. Een oplossing voor dit pmbleem kan liggen in het nemen van meer veldmonsters 
voor chemische analyses, of in het op meerdere momenten uitvoeren van lab-bioassays, om w 
(toevallig) een piekbelasting te treffen. Aangezien beide opties een aanzienlijke (financiele) 
inspanning zullen vergen, zijn deze in het huidige keuzeschema niet weergegeven. 

Gevoeligste techniek of testbatterij? 

Een volgehd centraal onderdeel van het keuzeschema wordt gevormd door de beslissing ten 
aanzien van de inzet van één bepaalde techniek dan wel het inzetten van een testbatterij. Hierbij 
zijn de volgende drie vragen van belang: 

Een nadeel van verzamelmonsters is dat er zich veranderingen kunnen voordoen in ha water: vluchtige 
stoffen kunnen verdwijnen, zwevende stof kan bezinken, stoffen kunnen aan de wand plakken en stoffen 
kunnen met elkaar reageren. Om deze prmessen te. beperlcen is het van belang dat licht wordt uitgesloten, 
de tempenihiur wordt verlaagd en een inert monstervat wordt gebntikt (Botteweg, 1996). 



1) Is de stofgroep bekend? 

2) Zijn hiervoor voldoende toxiciteitgegevens beschikbaar? 

33 Kan een complex mengsel (zie begrippenlijst) worden uitgesloten? 

Alléén indien al deze drie vragen positief beantwoard worden, kan het gevoeligste testorganisme 
worden geselecteerd. In alle andere gevallen kan beter een testbatterij met een aantal verschillende 
organismen worden gebruikt. 

Uit toxiciteittesten (zie begrippenlijst) blijkt dat tussen verschillende soorten testorganismen grote 
verschillen in gevoeligheid voor specifieke toxicanten bestaan (zie bijlagen 12, 13 en 14). 
Daarnaast kan de biologische beschikbaarheid3 van stoffen in oppervlaktewater aanzienlijk 
verschillen tussen deze organismen. Met name in situaties waar sprake is van een complex mengsel 
van verontreinigende stoffen is het om deze redenen zeer lastig om te kunnen inschatten welke 
techniek het gevoeligste 1s om toxische effecten aan te tonen. In dergelijke situaties wordt derhalve 
aanbevolen om de complete testbatterij met geselecteerde technieken toe te passen. 

Gevoeligste techniek 

Ingeval sprake is van verontreiniging van het oppervlaktewater met één probleemstof of met één 
stofgroep met een vergelijkbaar werkingsmechanisme4 kan hiervoor de gevoeligste techniek 
worden geselecteerd (zie hierna). In geval van verontreiniging met bijvoorbeeld uitsluitend 
herbiciden is het duidelijk dat de inzet van biomonitoringtechnieken die gebruik maken van 
plantaardige organismen (acute algentest, kroostest, DF-Algentest) het meest zinvol is. Wanneer 
bijvoorbeeld wordt gekeken naar de gevoeligheid van de geselecteerde lab-bioassays voor diuron 
(fenylureumherbicide), dan blijkt dat algen meer dan honderd maal gevoeliger zijn dan 
watervlooien (zie bijlage 12), die na de algen het meest gevoelig zijn. Andersom geldt dat voor 
insecticiden: watervlooien zijn vsor bijvoorbeeld dichloorvos (organofosforpesticide) zelfs meer 
dan een miljoen maal gevoeliger dan algen (bijlage 12). In dergelijke situaties kan dus worden 
volstaan om het oppervlaktewater temonitoren met het meest gevoelige testorganisme. 

Indien het verschil met een of meerdere, minder gevoelige technieken echter niet al te groot is, dan 
i s  het raadzaam om een eerste beoordeling ook met deze technieken uit te voeren. Door verschillen 
in biologische beschikbaarheid kan het in de praktijk namelijk voorkomen dat het in tbeorie 
'gevoeligste' testorganisme (zie begrippenlijst) gékn, en een minder gevoelig organisme wèl een 
negatief effect laat zien in bioassays. Op basis van de resultaten van deze eerste beoordeling kan 
vervolgens worden vastgesteld welke technieken in die specifieke praktijksituatie voldoende 
gevoelig zijn voor de detectie van toxiciteit in het oppervlaktewater. Indien dit meer dan één 

3 De biologisch beschikbare fractie van een stof is het deel van deze stof in oppervlaktewater dat kan 
warden opgenomen door levende organismen. Dit is dus de fractie waaraan deze organismen 
daadwerkelijk worden blootgesteld (actuele blootstelling). De aeîuele blootstelling wordt door abiotische 
en biotische factoren beïnvloed. Bovendien hebben de meeste van deze factoren ook weer een invloed op 
elkaar. Dit maakt het zeer lastig om de actuele blootstelling accuraat te voorspellen. 

Stoffen met een vergelijkbaar werkingsmechanisme hebben hetzelfde aangrijpingspunt in organismen. Een 
voorbeeld van stoffen met een vergelijkbaar werkingsmechhanisme zijn de organochloor- 
bestrijdingsmiddelen. De werking bemst op de remming van de prikkeloverdracht in zenuwcellen 
waardoor de werking van spieren wordt verstoord (Van Rijn ei al., 1995). Vanwege het verwante 
werkingsmechanìsmen is de toxititeit van dergelijke stoffen optelbaar (Stortelder el al., 1989). 



techniek is, dan kan voor (periodiek) vewolgondenoek de meest kosten-effectieve techniek 
worden gebruikt om eventuele veranderingen in deze toxiciteit te monitoren5. 

Selectie gevoeligste techniek: TU-concept 

In situaties waar sprake is van slechts één problematische stof, kan de gevoeligste techniek 
rechtstreeks worden geselecteerd op basis van het overzicht in bijlage 11. De stoffeninfomiatie in 
de bijlagen 12 t h  14 kan vervolgens worden gebrnikt om te beoordelen of deze techniek duidelijk 
gevoeliger is (bijvoorbeeld meer dan een factor 10 - 100) dan de daarop volgende, minder 
gevoelige techniek(en). Het direct vergelijken van de gevoeligheden van de geselecteerde 
technieken is soms lastig omdat voor bepaalde technieken veel meer toxiciteitdata beschikbaar zijn 
dan voor andere en doordat soms data zijn weergegeven voor afwijkende organismen, eindpunten 
of blootstellingsduur. Voor het selecteren van de gevoeligste techniek blijft derhalve enige mate 
van deskundigheid vereist. 

In situaties waar sprake is van &n stofgroep met een vergelijkbaar werkingsmchanisme kan de 
gevoeligheid per techniek worden ingeschat door de toxiciteit over de verschillende stoffen te 
sommeren. Hierbij kan gebruik worden gemaakt van het zogenaamde Toxic Unit-concept 0. Dit 
TU-concept is gebaseerd op het feit, dat na een blootstelling aan een mengsel van stoffen in veel 
gevallen effecten optreden, die sterker zijn dan de effecten van de verschillende, ahnderlijke 
componenten. Een TU-waarde wordt berekend door de concentratie van een bepaalde verbinding te 
delen door de bijbehorende (en uit de literatuur bekende) L(E)C,-waarde. Door van alle 
individuele chemische verbindingen de bijbehorende TU-waarden voor één specifiek testorganisme 
op te tellen, wordt een gesommeerde waarde voor het oppervlaktewatermonster gekregen. Indien 
deze waarde groter is dan 1, wordt in theorie verwacht dat de L(E)C,-waarde voor dit organisme 
onder de 100 volume% (= onverdund) oppervlaktewater ligt Blootstelling aan het onverdunde 
water leidt dan in theorie tot meer dan 50% effect, en waarschijnlijk zelfs tot een significant effect 
(zie 3.2). Indien deze waarde kleiner is dan 1, wordt verwacht dat de L(E)C,-waarde voor dit 
organisme boven de 100 volume% uitkomt. Dit betekent dat er slechts een kleine kans is op het 
aantonen van significante effecten met het betreffende organisme. De techniek die de hoogste 
Z W s  geeft, is in theorie het 'meest gevoelig'. Bij de praktijktoetsing van het keuzesysteem wordt 
de TU-procedure aan de hand van een praktijkvoorbeeld verder beschreven (zie 5.2.1). 

In de bijlagen met de stoffeninformatie (bijlage 11-14) zijn de verschillende chemische 
verbindingen opgesplitst in een aantal categoriek. Alhoewel de huidige kennis hiertoe niet geheel 
toereikend is, kan er indicatief van worden uitgegaan dat de TU's van stoffen, die in eenzelfde 
categorie zijn ingedeeld, opgeteld mogen worden (met uitzondering van categorie 16: diverse 
stoffen). Ondanks het feit dat bij metalen sprake is van diverse werkingsmechanismen~ zijn er 
duidelijke aanwijzingen dat de effecten van de verschillende metalen ook bij elkaar kunnen worden 

Hierbij wordt er dan wel van uitgegaan dat de basale samenstelling (matrix) van het oppervlaktewater niet 
al te veel f l U C h ~ ~ e t t .  Ook de samenstellig van de aanwezige verontreinigende stoffen moet relatief 
constant zijn. Bij sterke fluctuaties kan, aniankelijk van het belang van het inzicht in de kwaliteit. worden 
overwogen om hei oppewlaktcwater te monitoren met een testbatterij. 

De toxiciteit van zware metalen berust in het algemeen op 641 of meadera processen zoals binding aan 
eiwitten, katalyse van radicaslvonning, oxydatie van duotanten. vorming van ADP- of ATP- 
metaalcomplexen, substitutie- of verdringingsreaeties (bijv. Zn m Ca door Cd) en biidiig aan diverse 
componenten zoals peptiden m aminozuren, RNA en DNA. Dit soort proeessen leidep in het algemeen tot 
functieverlies zoals een verminderde werking van enzymen, het verlies van de selectieve permeabiliteit 
van membranen, een verstoring van de eiwitsynthese, een vcmiinderde bescherming van cellen tegen 
oxidatieve stress, een verstoring van de cellulaire mergiehuishouding. heze opsomming is ze& niet 
compleet en vaak is het relatieve belang van de genoemde processen nog grotendeels onduidelijk (Van 
Straalen & Verkleij, 1991). 



opgeteld. Op het niveau van acute toxiciteit zijn effecten additief (optelbaar) en soms zelfs 
synergistisch (versterkend)(Storielder et al., 1989). 

4.37 Effect aangetoond? 

De laatste beslhsing in het stroomschema is of er wel of géén effect is aangetoond. Het besluit 
wordt beïnvloed door een aantal factoren, zoals de geldigheidscnteria van de u~tgevoerde test, de 
randvoonvaarden en de resultaten van enkele statistische analyses. Aangezien deze factoren per 
techniek verschillen, is per techniek in de betreffende bijlage beschreven hoe deze beslissing 
genomen kan worden. 

Wordt er met een lab-bioassay géén effect vastgesteld, dan kan vervolgens de inzet van een 
veldbioassay overwogen worden. Aangezien de gevoeligheid toeneemt van de (goedkope) lab- 
bioassays, naar de veldbioassays en de (dure) biologische bewakingssystemen, is het vooral zinvol 
om bij het niet vaststellen van een negatief effect in een set lab-bioassays het 
biomonitoringonderzoek te vervolgen met behulp van veldbioassays. Deze laatste hebben namelijk 
een grotere gevoeligheid aangezien de testorganismen langer worden blootgesteld edof de tretkans 
in het geval van wisselende belastingen groter is. Een kanttekening hij de toepassing van 
veldbioassays is dat de resultaten hiervan lastiger zijn te interpreteren, aangezien veelal slechts op 
één moment (bijvoorbeeld alleen bij het inzetten of bij het uithalen) een watermonster wordt 
genomen voor chemische analyse. Onduidelijk is dan in hoeverre de kwaliteit op dat moment 
representatief is voor de rest van de testduur. 



PRAKTIJKTOETSING VAN (DELEN VAN) HET KEUZESYSTEEM 

Inleiding 

De belangrijkste vraag na voltooiing van de inventarisatie en selectie van technieken (zie STOWA, 
1997) was of de geselecteerde technieken ook voldoende basis bieden voor het samenstellen van 
een keuzesysteem waarmee daadwerkelijk: 
1. De actuele waterkwaliteit kan worden beoordeeld; 
2. De aanwezigheid van verontreinigingen kan worden gedetecteerd (en vroeg kan worden 

gealarmeerd); 
3. Beoordeeld kan worden of voldaan wordt aan de gestelde normen. 

In het inventarisatierapport werd gesteld dat het antwoord op deze vraag pas gegeven kan worden 
nadat het keuzesysteem in de praktijk is gevalideerd. Een (klein) deel van deze validatie heeft 
plaatsgevonden binnen dit STOWA-project. Deze validatie omvatte het beoordelen van een aantal 
beschikbare verontreinigde oppervlaktewatermonsters uit het STOWA-project 'Indicatieve 
analytische methoden en groeps- en somparameters voor de bepaling van de waterkwaliteit' (zie 
5.1.1), en het toepassen van het keuzesysteem op enkele praktijklocaties waar sprake is van 
ernstige verontreiniging van het oppervlaktewater met metalen of bestrijdingsmiddelen (zie 5.1.2). 

Beoordeling watermonsters uit STOWA-project 'Indicatieve methoden' 

In het project 'Indicatieve analytische methoden en groeps- en somparameters voor de bepaling van 
de waterkwaliteit' (STOWA, 1996) is beoordeeld of immuno-assays en de 'HPLC-diode-my'- 
techniek bmikbaar zijn voor het detecteren van bestrijdingsmiddelen in oppervlaktewater. Hiertoe 
zijn een tiental oppervlaktewatermonsters, waarvan een deel 'opgeladen' met bekende, 
problematische bestrijdingsmiddelen, met behulp van deze technieken 'blind' (uitvoerder weet niet 
welke stoffen aanwezig zijn) gescreend op de aanwezigheid en het gehalte van specifieke 
bestrijdingsmiddelen. Aangezien zowel de monsters als de uitgebreide chemische analyses 
beschikbaar waren, was dit een gunstige gelegenheid om tevens de toxiciteit van deze monsters te 
monitoren met behulp van de meest gevoelige lab-bioassays voor de in het monster aanwezige 
bestrijdingsmiddelen. In 5.3.1 wordt een nadere probleembeschrijving gegeven, wordt beschreven 
welke technieken zijn toegepast, wat de resultaten hiervan zijn en worden de resultaten geëvalueerd 
en bediscussieerd. 

Uitproberen keuzesysteem op enkele praktijklocaties 

Op basis van de beschikbare informatie over de aard en de concentraties van metaal- edof 
bestrijdingsmiddelenverontreinigingen (zie tabel 15, STOWA, 1997), is nagegaan bij welke 
waterbeheerders op basis van gegevens over concentraties aan stoffen (zie STOWA, 1997: bijlage 6 
en 7) toxische effecten kunnen worden gedetecteerd in het oppe~laktewater. Voor een eente 
selectie van locaties (waterkwaliteitsbeheerders) die in aanmerking kwamen om het keuzesysteem 
in praktijk te toetsen is, naast deze potentiële traceerbaarheid van toxiciteit, tevens gekeken naar de 
bereidheid van de beheerder om het keuzesysteem in praktijk uit te (laten) proberen (kenbaar 
gemaakt via enquête of interview: zie STOWA, 1997). De betreffende waterbeheerders zijn 
wederom benaderd met de vraag om voor de meest problematische locaties de meest recente 
chemische analyseresultaten (data na of vanaf 1993) aan te leveren. Met deze recente data is door 
AquaSense op basis van de gevoeligheden van de biomonitoringtechnieken (zie bijlage 11 tlm 14) 
beoordeeld op welke van deze locaties dermate hoge gehalten metalen edof bestrijdingsmiddelen 
voorkwamen, dat de kans aanwezig was om met één of meerdere technieken toxiciteit in het 
oppervlaktewater te detecteren. Verder is er bij de selectie van praktijklocaties naar gestreefd om in 



elk geval iedere lab-bioassay bij minimaal &n beheerder toe te passen, en om op enkele locaties de 
watervlooien lab-bioassay (acute watervlooientest) en watervlooien veldbioassay naast elkaar uit te 
voeren. Tenslotte is gezocht naar geschikte en beschikbare locaties om de watervlooien 
veldbioassay op conventionele wijze, met behulp van potten, en met behulp van de RUA- 
biokorven (zie bijlage b) naast elkaar uit fe voeren. Een vergelijking van beide testcontainers met 
elkaar is interessant omdat met de RIZA-biokorven m& effect (hogere immobiliteit) aangetoond 
zou kunnen worden, vanwege een mogelijk betere uitwisselingscapaciteit tussen de korf en het 
omringende water. Het RIZA heeft een aantal van deze biokorven voor dit vergelijkende onderzoek 
ter beschikking gesteld 

Met de waterbeheerders die overbleven op basis van de vermelde selectiecriteria, is in onderling 
overleg, en per beheerder apart, een plan van aanpak uitgewerkt. Hierin is de selectie van 
biomonitoringtechnieken gebaseerd op het keuzesysteem (zie 4.2, figuur 2), op het beschikbare 
budget en op de specifieke wensen van de betreffende beheerder. Uiteindelijk zijn in 1996 bij drie 
watedcwaiiteitsbeheaders daadwerkelijk (delen van) het keuzesysteem toegepast (tabel 3). 

Tabel 3 Waterkwaliteitsbeheerders waar in 1996 in praktijk het keuzesysteem is uitgeprobeerd. 

Zie 
verder: 

Beheerder wenst anoniem te blijven Zware meialen in een beek na puntlozingen 5.2 

Hoogheemaadschap van Delfland 

Heemraadschap Flwemaard 

Orgiuuifosfarpaiticidai ui dívme watergangen in glas- 
tuinbouwgebicdm 5.3.2 

D i v a  pesticiden in tochten in hineeh- en glastuin- 
bouwgebieden 5.3.3 

Op de betreffende locaties uit tabel 3 is sprake van situaties waarin een zogenaamde vinger aan de 
pols niet per se gewenst is. Hier lijkt het derhalve Net direct noodzakelijk om biologische 
bewakingssystemen toe te passen (zie keuzesysteem, 4.2, figuur 2). Verder is in overleg met de 
STOWA-begeleidingscommissie besloten om de veldbioassays met kroos en muggelarven nog niet 
in te zetten in deze praktijkronde omdat deze technieken nog niet voldoende zijn uitontwikkeld. 

Tenslotte is in paragraaf 5.3.4 nog enige aanvullende, door Waterschap Groot Salland veistrekte 
informatie opgenomen over hun recente ervaring met actieve biomonitoring van besüijdings- 
middelen in fruitteeltgebieden. 

I 5.2 Praktijkmonitoring metalen 

In het beheersgebied van de betreffende waterkwaliteitsbeheerder stroomt een beek, die door 
bekende puntbronnen wordt verontreinigd met zware metalen. De beheerder wil op deze locatie de 
bruikbaarheid van actieve biologische monitoring onderzoeken. De vraag hierbij is om dit op een 
zo kosten-effetief mogelijke wijze te gaan doen. Gezocht wordt naar de goedkoopste actieve 
biomonitoringtechniek waarmee op dit moment (= uitgangssituatie) negatieve effecten als gevolg 
van de metaalverontreiniging gedetecteerd kunnen worden. Deze techniek kan dan (voorlopig) 
worden gebmikt om te kunnen monitoren of een chemische kwaliteitsverbetering ook resulteert in 
een verlaging van de toxiciteit en dus ook in een biologische kwaliteitsverbetering. Wanneer na een 
bepaalde periode de geselecteerde techniek niet meer gevoelig genoeg blijkt te zijn om toxische 
effecten te kunnen detecteren, dan kan eventueel verder worden gezocht naar meer gevoelige 



technieken. Deze situatie Iíjkt dus bijzonder geschikt om het keuzesysteem uit te proberen ten 
aanzien van de monitoren van zware metalen in oppervlaktewater. 

Selectie technieken met behulp van het keuzesysteem (zie 4.2,figuur l en 2) 

De aandacht binnen dit STOWA-ondenoek gaat uit naar toxiciteit- en dectgerichte 
biomonitoringtechnieken. H i m e e  wordt echter niet gesteld, dat er géén effecten op het 
ecosysteem waarneembaar zullen zijn, of dat er géén mutagene of bioacamulerende stoffen 
aanwezig zijn (figuur 1). Of de metaalwncenîraties in de beek zo hoog zijn dat met zekerheid kan 
worden gesteld dat toxiciteit altijd kan worden gedetecteerd is niet bekend, omdat op deze locatie 
nog nooit toxiciteitondenoek is uitgevoerd. Daarom kan worden gesteld dat met uitsluitend 
chemische monitoring nog géén betrouwbaar inzicht in de toxiciteit van het oppervlaktewater 
wordt verkregen. Om deze reden wordt vervolgd met het keuzesysteem dat gericht is op het 
selecteren van toxiciteit- en effectgerichte biomonitoringtechnieken (figuur 2). 

Op basis van de concentraties zware metalen in deze beek over de periode van 1 janwi 1994 Vm 1 
april 1996 (data niet opgenomen in dit rapport), kan worden gesteld dat sprake is van een 
wisselende belasting (figuur 2). Tevens kan worden gesteld dat de inzet van (relatief dure) 
biologische bewakingssystemen niet noodzakeiijk c.q. gewenst is (gezien de lokale situatie) en dat 
er belang gehecht wordt aan het bestaan van een zekere relatie tussen 'chemische analyses' en 
'waargenomen effect'. In deze situatie wordt aanbevolen om een venamelmonsíer te nemen (figuur 
2). 

De probleemstofgroep in de betreffende beek is goed bekend: de zware metalen bereiken hoge 
concentraties. Voor zware metalen is relatief veel toxiciteitínformatie beschikbaar (zie bijlagen 11 
tlm 14). De keuze voor de gevoeligste biomonitoringtechniek (figuur 2) wordt echter bemoeilijkt 
omdat metalen ve~schillende werkingsmechanismen hebben (zie 4.3.6). Daardoor is in deze beek 
sprake van een complex mengsel van verontreinigende stoffen. In deze situatie wordt aanbevolen 
om een tartbatterij lab-bioassays toe te passen. Naast metalen is ook het sulfaatgehalte hoog. 
Bekend is dat sulfaat een 'modifjhg factor' (zie begrippenlijst) kan vormen. De biologische 
beschikbaarheid van stoffen in milieumonsters kan per biomonitoringtechniek aanzienlijk 
verschillen ais gevolg van de invloed van dergelijke modificerende factoren. Ook dit is een 
argument om een testbatterij in plaats van een individuele techniek toe te passen 

Ondanks het feit dat sprake is van diverse werkingsmechanismen zijn er aanwijzingen dat de 
toxiciteit van de verschillende metalen toch bij elkaar kan worden opgeteld (zie 4.3.6). Dit is 
gedaan in tabel 4 door per zwaar metaal en bioassay de gemiddelde concentratie te delen door de 
bijbehorende, als laagste in de literatuur gevonden, EC,,-waarde (zie begnppeniijst). De aldus 
verkregen TU-waarden (zie 4.3) zijn vervolgens gesommeerd, waardoor een indicatie van de 
gecombineerde toxiciteit is verkregen. In tabel 4 is tevens de recent beschikbaar gekomen 
FluoroMetPLATE-bioassay7 opgenomen (zie tabel 17 in het inventarisatierapport, STOWA, 1997). 

Uit de gegevens (tabel 4) blijkt dat het in theorie met alle lab-bioassays uit de testbatterij mogelijk 
moet zijn om acute metaaltoxiciteit te kunnen detecterai omdat de ZW circa 08 groter is dan 1. 
Hierbij wordt acute metaaltoxiciteit gedefínieerd als het kunnen waarnemen vah een significant 
negatief effect ten opzichte van een referentie (zie 4.3). Van deze bioassays lijkt de acute algentest 
in theorie het gevoeligste, maar deze is minder gevoelig dan de, niet voor dit STOWA-project 
geselecteerde, FluoroMetPLATE-bioassay. Om deze reden is in overleg met de beheerdei besloten 
om de watermonsters te beoordelen met de volledige testbatterij en ook met de FluoroMetPLATE- 
bioassay. 

Deze bimsay is gebaseerd op een remming van de enzymsynthese (P-galactosidase) bij de. bacteriesoort 
Escherichia coli als gevolg van blwtsteliiig aan toxicanten, en blijkt specifiek voor zware metalen 
gevoelig te zijn (Jung et al., 1996). Een meer uitvoerige beschrijving van deze bioassay is weergegeven in 
bijlage 15. 



Tabd 4 Gemiddelde concentratie (gemid. conc.) van zware metalen in een beek na een puntlozing en 
berekening 'toxic unitst (TU = concentratie stof KC, voor die stoí) voor de geseleeteerde lab- 
bioassays (testbatierij) en de FluoroMetPLATE-test. 

kwtk 0.0% 10 0.01 5 0.02 53 0.W 3.7 0,03 

~ Q P W  12 40 0,30 76 0.16 10 120 26 0.46 15.4 @.W 

chroom 7 160 0.04 13000 0,W 350 0.02 8270 0.00 4861 0.00 

zink 884 60 14.73 270 3.27 540 1.W 2420 0.37 52.1 16.67 

laod 13 500 OP3 310 0,04 335 0.04 6318 0.00 1868 0.01 

nikkel 15 500 0.03 ZW00 0.W 73W 0.00 4000 0.m 348 OW 

c a d m > ~  3.71 40 0.09 5400 0.00 20 0.19 1200 0.W 2.9 1.28 - 
X TU's: 15.2 3 5  25 0.8 l93 

*: &n foxinteihvaanic beschikLaar 

Indien minder belang gehecht wordt aan de relatie a s e n  'chemie' en 'effect', is het ook mogelijk 
om direct een testbatterij veldbioassays toe te passen. Doordat echter op dit moment eigenlijk 
alleen de watervlooien veldbioassay operationeel is (zie bijlage 6), en doordat het kosten- 
effectiever is om lab-bioassays toe te passen (mits deze gevoelig genoeg zijn om efFecten te 
de ie ren ) ,  is er voor gekozen om het onderzoek te beginnen met de toepassing van een testbatterij 
lab-bioassays. 

Uitwering 

Door de waterkwaliteitsbeheerder zijn op vier locaties verzamelmonsters van het 
(0ppe~hkte)water genomen (tabel 5). 

Tabel 5 B~?ùosdedde (waterfmonsters 

nr. monster- (1ocatie)code omschrijving 
datum 

1 19-09-96 'inlaal' oppervlaktewater vd6r de lozing, dit wordt ingenomen en is de referentie 

? 19-09-96 'lozing 1' verzamelmonster uit afvalwatastroom I 

1 19-09-96 'lozing 2' vetzamelmonster uit afvalwaterstroom 2 

1 19-09-96 'beek' oppervlaktewater uit de beek, stroomaîwaarLs van de 2 lozingen 

5 - Na$O, Manwtestmedium, artif~icel verontreinigd met Na,SO, tot een 
concentratie van 2300 mg S05 per I* 

* Deze concentratie komt overeen met de hoogste concentratie in de beek, gemeten over de periode van I 
januari 1994 t'm I april 1996. Dit monster is geîest om een indmk te krijgen van de mogelijk negatieve 
effecten van sulfaat bij dergelijke concentraties. 



Ten aanzien van de wijze van bemonstering is nog enige aanvullende informatie verstrekt door de 
beheerder (bijlage 16a). Per locatie zijn twee plastic monsterflessen volledig afgevuld, gesloten en 
gekoeld bewaard. Deze monsters zijn aangeleverd bij het laboratorium van AquaSense en daar tot 
gebmik eveneens gekoeld (6 'C) en donker bewaard. 

De dag voor het inzetten van de bioassays zijn de monsters in de middag uit de koeling gehaald om 
ze bij kamertemperatuur langzaam te laten opwarmen. De volgende dag zijn in alle watermonsters 
eerst enige fysische en chemische parameters gemeten (zuurgraad, zuurstof-, nitriet- en 
ammoniumgehalte, geleidbaarheid en temperatuur). Aangezien voor g&% van deze parameters de 
randvoorwaarden (zie bijlagen 1 tim 4 en bijlage 15) werden overschreden (resultaten niet 
weergegeven in dit rapport), zijn aansluitend met ieder onverdund watermonster de lab-bioassays 
ingezet op de wijze zoals beschreven in de bijlagen 1 tim 4 en bijlage 15. In alle bioassays werd 
voldaan aan de betreffende geldigheidscnteria, waardoor de testresultaten dus verder beoordeeld 
mogen worden. 

Op een deel van de genomen watermonsters heeft AquaSeme tevens metaalanalyses laten 
uitvoeren. De beheerder heeft op contramonsters naast metalen ook een aantal andere parameters 
laten analyseren. 

Resultaten 

De resultaten van de fysische en chemische analyse van de vier watermonsters zijn weergegeven in 
bijlage 16b. Op basis van de door AquaSense bepaalde metaalconcentraties is voor iedere techniek 
de GTU berekend op de wijze zoals beschreven in paragraaf 4.3.6 en bij 'selectie technieken'. De 
resultaten hiervan zijn weergegeven in tabel 6. Verder wordt in deze tabel per bioassay het 
belangrijkste testresultaat weergegeven (gemiddelde over alle replica's). De testresyltaten zijn 
uitvoeriger weergegeven in bijlagen 16c-g. 

Beek 
Uit de resultaten (tabel 6) blijkt dat blootstelling aan het oppervlaktewater uit de beek ten opzichte 
van het referentiewater (inlaat) een significant negatieve invloed heeft op algen en E. coli bacteriën 
(FluoroMetF'LATE). Met de overige testen (Microtox, watervlo en rotifeer) konden geen 
significant negatieve effecten in de beek worden aangetoond. 

Lozin~ l en 2 
Blootstelling aan het water van lozing 1 heeft ten opzichte van het referentiewater een significant 
negatieve invloed heeîì op algen en een significant positieve invloed op E. coIi bacteriën 
(FluoroMetF'LATE). Met de overige testen (Microtox, watervlo en rotifeer) konden geen 
significante effecten in het water van lozing 1 worden aangetoond. Blootstelling aan het water van 
lozing 2 heeft ten opzichte van het referentiewater een significant positieve invloed op Vibria 
fischeri bacteriën (Microtox). Met de overige testen (Alg, watervlo, rotifeer en E. coli) konden geen 
significante effecten in het water van lozing 2 worden aangetoond. 

Sulfaat 
Tenslotte bliikt uit de testresultaten dat blootstelling aan 2300 mg SO?/l ten o~zichte van het 
referentiewater met 50 mg S0:-/1 (zie bijlage 16b) een significant negatieve invloed heeft op algen 
(remming groei), watervlooien (100% immobiel) en rotiferen (88% dood). Opmerkelijk is dat 
dezelfde sulfaatconcentratie een significant positieve invloed heeft op het functioneren van 
bacteriën: een iets hogere bioluminescentie bij Ebrio fischeri (Microtox) en een veel hagere 
fluorescentie bij E. coli (FluoroMetF'LATE). 



Tabel 6 Gemiddelde testresultaten van de lab-bioassays en de ZTu van de zware metalen (p = poei- 
snelheid, -gamma = bioluminescentie t.o.v. blanco-testmedium, fluo. = fluorescentie, n.v.t. = 

niet van toepassing). 

Gesele.cteerde ial-b-ys 
Fluor* 

MetPLATE w Microtor waiewlo Rotoxkii F 
(30 min) (48 U) (24 u) 

(1.6 0 )  
(72 U) 

Ii .X -gamma Z %a- E % Z fluo Z 
TZi TU mobiel TU dood TU TU 

inlaat s 1.42 3,4 0$7 1.1 B 5.1 Z 1.9 32 6.6 

I Q u l g I  1,36' 03 0.04 0,1 O O,] 8 0.1 150' 6.4 

lozing 2 1 . M  4.5 0.32' 1.1 Q 0.9 2 0.3 32 5,s 

k& 1,33* 3 8  0.12 0,9 O 1.7 5 0.6 14' 5.1 

* Significant hoger of lager dan de referentie (=inlaat), wawbij de kans dat bet verschil op toeval berust 
kleiner is dan 5% (P ( 0,05). 

Intemetatie van de mate van effect. 
Alg, Microtox en FluoroMetPLATE: Hoe -go de waarden, hoe groter het negatieve effect; 
watervlo en Rotoxkit F.: Hoe bogo de waarden. hoe groter het negatieve effect; 

Evalttatie en discussie 

Invloed sulfaat 
Onbekend is vanaf welke sulfaatconcentratie een positieve invloed optreedt op bacteriën en of dit 
positieve effect het negatieve effect bij bacteriën als gevolg van de blootstelling aan metalen kan 
compenseren of zelfs kan overstemmen. De sulfaatconcentratie in het water van lozuig 2 (1600 
mg& zie bijlage 16b) ligt in de buurt van het geteste sulfaatmonster (2300 mg/l). Dit zou voor dit 
water een mogelijke verklaring kunnen zijn waarom de bioluminescentie bij de bacterie Vibria 
Jischcn /Micmtox) significant hoger is dan in het referentiewater, temeer omdat de ITU-metalen 
tn beide monsters hetzelfde is (tabel 6: beide IJ). De bacterie E. coh (FluoroMetPLATE) laat 
echter géén significant hogere fluorescentie zien na blootsrelling aan het water van lozing 2. Dit is 
juist opvallend omdat deze bacteriesoort duidelijk het meest gestimuleerd werd in het 
sulfaatmonster (ne tabel 6). Het is mogelijk dat de positieve invloed van sulfaat hier wordt 
gecompenseerd door de negatieve invloed van zware metalen (ITU 5,s). Opmerkelijk is dan echter 
wel dat het referentiewater met een nog hogere XTU (6,6), en een veel lagere suifaatconcehtratie, 
dezelfde fluorescentiewaarde geeft. Blijkbarn spelen ook nog andere 'modiijmg factors' een rol bij 
de biologische beschikbaarheid van de zware metalen in deze mansters. De exacte invloed van al 
deze factoren is echter niet kwantificeerbaar. Omdat na blootstelling aan het water van lozing 2 
g& negatieve (en ook geen positieve) effecten werden waargenomen hij de overige 
testorganismen, lijkt het erop dat een sulfaatconcentratie tot 1600 mgil géen negatieve effecten 
veroorzaakt bij algen, watervlooien en ratiferm. 

Relatie effect - metaalgehalte (XTU) 
Met de acute algen-, de acute bacterie- (Microtox) en de FluoroMetPLATE-test zijn tussen de 
watermonsters verschillen in de mate van effect gemeten. De resultaten van deze testen zijn 
derhalve ook grafisch weergegeven (zie figuur 4). Bij de acute watervlooien- en de Rotoxkit F-test 
werden geen effecten vastgesteld. 
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Figuur 4 Resultaten acute algentesi, acute backrietest (h4icrotox) m FluomMaPLate-bioassay. Indien 
de waarneming voor één van de monsters significant hoger of kger dan de referentie (= 
'inlaat'), dan wordt dit op de volgende wijze aangegeven: (***) =P 5 0,005. 

Een relatie tussen de mate van effect en de mate van metaalverontreiniging (uitgedrukt in de ZTU) 
is alleen bij de toepassing van de FluomMetPLATE-test waarneembaar: een lage ZTU voor lozing 
1 is gerelateerd aan een hoge fluorescentie (dus weinig toxiciteit), en hoge ZìTJ"ï voor lozing 2, 
beek en inlaat zijn gerelateerd aan een lage fluorescentie. Mogelijk houdt het bestaan van deze 
relatie verband met het feit dat deze techniek in theorie het 'meest gevoelig' is voor mare metalen 
(zie tabel 4) en daardoor de verstomde invloed van 'modiwg factors' kan overstijgen. Verder is 



bekend dat deze techniek specifiek gevoelig is voor m e  metalen, en relatief ongevoelig voor 
organische verontreinigingen (Jung et al., 1996). Deze techniek lijkt derhalve bmikbaar om de 
toxiciteit van zware metalen in deze oppervlaktewafermonsters te monitoren (zelfs in aanwezigheid 
van hoge gehalten aan sulfaat). 

Bij toepassing van de acute algentest en de Microtox-test is de relatie tussen de mate van 
metaalverontreiniging en de hoogte van het effect niet duidelijk. Waarschijnlijk wordt de 
verwachte relatie tussen CTU en de mate van effect verstoord door 'modifying factors'. De exacte 
invloed hiervan is echter niet kwantificeerbaar. Aannemelijk is het echter wel dat bij de Microtox- 
test, sulfaat een stimulerende invloed heeft gehad in het water van lozing 2. 

Bij de watervlo- en de Rotoxkit F-test zijn geén negatieve, maar ook geen positieve effecten 
gemeten. Een ETU 1 1  blijkt hier niet direct te resulteren in duidelijk negatieve effecten, terwijl bij 
een CTU vanaf 1 in theorie 50% effect of meer wordt verwacht. Dit duidt er op dat de metalen in 
het betreffende monster in (veel) lagere mate biologisch beschikbaar zijn dan verwacht. Dit is 
mogelijk verklaarbaar doordat de EC,,-waarden waarop de TU-berekening is gebaseerd, meestal 
zijn bepaald in toxiciteittesten waar de betreffende toxicant is opgelost in een gestandaardiseerd 
watermedium waarin relatief weinig zouten e.d. zijn opgelost (lage hardheid). Voor de 
watervlooientest wordt in stoffentesten bijvoorbeeld gebmik gemaakt van Dutch Standard Water 
(DSW) met een hardheid van ca. 84 mg calciudl en voor de Rotoxkit F-test wordt gebruik 
gemaakt van EPA-medium met een hardheid van ca. 36 mg calcium/l. Met name het water uit de 
beek (120 mg calciumfl, zie bijlage 16b) en het water van lozing 2 (740 mg calciudl) zijn veel 
harder. Bekend is dat een toename in hardheid de biologische beschikbaarheid van metalen 
verlaagd. Dit kan de verlaagde beschikbaarheid in een aantal van de beoordeeld monsters dus 
(deels) verklaren. De hardheid van het referentiewater is echter relatief laag (48 mgíl), de verlaagde 
biologische beschikbaarheid moet hier derhalve worden gezocht in andere factoren zoals 
bijvoorbeeld het DOC-gehalte (= opgeloste organische koolstof, is echter niet gemeten, zie bijlage 
16b). 

De mate van metaalverontreiniging in de beek bleek op het moment van monstername ten behoeve 
van dit onderzoek beduidend lager dan werd verwacht op basis van de gemtddelde gehalten over de 
periode van 1 januari 1994 t/m I april 1996 (zie tabel 4 en bijlage 16b). Vooral het zinkgehalte was 
bijna een factor 5 lager (l80 @l) dan eerder bepaald (884 pgíl). Bij deze hogere metaalgehalten is 
de CTU voor bijna alle testen beduidend hoger (zie tabel 4). Het is dus mogelijk dat bij deze 
gemiddelde, hogere waarden de invloed van de modificerende factoren wordt overstegen en wel 
een betere relatie tussen de resultaten van de lab-bioassays (alg, bacterie, watervlo, Rotoxkit) en de 
XTU wordt waargenomen. Het is dan ook aan te bevelen om de mogelijke seizoensverschillen in 
de toxiciteit van het oppervlaktewater te onderzoeken 

Samenvattend 

In dit STOWA-project wordt gesteld dat oppervlaktewater toxisch is indien het gemeten effect 
significant slechter is dan het effect in oppervlaktewater van een referentielocatie. De actuele 
waterkwaliteit is in dat geval dus slechter dan de referentie. Uit de resultaten van deze 
(gedeeltelijke) praktijktoetsing voor zware metalen blijkt dat zowel met de acute algentest 
(Algaltoxkit F) als met de FluoroMetPLATE-test een significant negatief effect (respectievelijk een 
lagere groeisnelheid en een lagere fluorescentie) in de beek kan worden waargenomen in 
vergelijking met het referentiewater (inlaat). Het oppervlaktewater uit de beek is dus toxischer dan 
het referentiewater. De twee lozingen leveren blijkbaar een negatieve bijdrage aan de 
ecotoxicologische kwaliteit van het oppervlaktewater in de beek. Bij verder biomonitoring kan 
voor de betreffende locatie worden aanbevolen om gebmik te maken van beide testen omdat 
hiermee daadwerkelijk toxische effecten konden worden aangetoond. 

De FluoroMetPLATE-test geeft van beide technieken de beste relatie tussen de mate van 
metaalverontreiniging en de mate van effect. De toepassing van de FluoroMetPLATE-test binnen 



dit onderzoek is echter de eerste toepassing in Nederland. Daarom wordt aanbevolen om deze 
techniek in een aantal praktijksituaties verder te valideren. 

Het is evenhm1 ook mogelijk om het onderzoek te vervolgen met de toepassing van veldbioassays 
(zie figuur 2). Deze zijn waarcchijnlijk gevoeliger vanwege de langere blootstellingsduur (1 week). 
Wanneer sprake is van een sterk fiuctuerende belasting op de ondenochte locaties geven 
veldbioassays bovendien een grotere trdkans op het detecteren van verontreinigingspieken. 

Praktijkmonitoring bestrijdingsmiddelen 

Monsters STOWA-project 'Indicatieve methoden' 

Ten behoeve van het STOWA-project 'Indicatieve methoden en groepsparameters' (STOWA, 
1996) zijn schone oppervlaktewatetmonsters afkomstig van locaties uit het beheersgebied van ZS 
West-Overijssel, HH Rijnland, HH Uitwaterende Sluizen en WS Regge en Dinkel, opgeladen 
('gespiked') met enkele bekende bestrijdimgsmiddelen en vervolgens chemisch geanalyseerd. In 
totaal waren er binnen dit project 30 monsters (schone én opgeladen) beschikbaar met een bekende 
chemische samenstelling. Dit is een gunstige gelegenheid om tevens de toxiciteit van de monsters 
te monitoren met behulp van die lab-bioassays, die op papier gevoelig genoeg lijken te zijn voor 
detectie van de aanwezige concentraties bestrijdingsmiddelen. 

Selectie technieken met behulp van her keuzesysteem (zie 4.2) 

De selectie met behulp van het keuzesysteem is hier niet geheel van toepassing, omdat het hier 
kunstmatige monsters betrefl met een bekende chemische samenstelling, en het derhalve alleen nog 
mogelijk is om te kiezen voor de meest gevoelige lab-bioassay of voor een testbatterij lab- 
bioassays. Om deze keuze op voorhand te kunnen maken is op basis van de 'nominale' 
hoeveelheid 'spike' en de specifieke gevoeligheid van de lab-bioassays beoordeeld welke bioassays 
en monsters in theorie kansrijk lijken om toxische effecten te kunnen detecteren. Na bestudering 
blijken vier opgeladen watermonsters kansrijk te zijn om toxische effecten te kunnen detecteren. 
De gegevens voor deze monsters (nr. 1 t/m 4) zijn weergegeven in tabel 7. 

Op grond van deze vergelijkingen kan geconcludeerd worden, dat met behulp van de acute 
watervlooien lab-bioassay (zie bijlage 3) in monster 1 mogelijk aldrintoxiciteit gedetecteerd kan 
worden en in de monsters 2,3 en 4 mevinfostoxiciteh. 

Naast de vier potentieel toxische monsters is eveneens het 'schone', niet opgeladen-watermonster 
getest mei de watervlooien lab-bioassay. Dit is gedaan om in geval van toxiciteit van de opgeladen 
monsters te kunnen beoo~delw of ook het uitgangsmatsriaal mogelijk al toxisch was. In totaal zijn 
dus 8 onverdunde monsters op toxiciteit beoordeeld. 

De acute watervlooientest kan op dit moment volgens drie opties worden uitgevoerd: 
1. Met behulp van Daphnia magnn uit een laboratoriumkweek; 
2. Met behulp van de Daphtoxkit PM magna (Daphnia magna als testorganisme); 
3. Met behulp van de Daphtoxkit FTM pulex (Daphniapulex als testorganisme). 

Omdat de uiwoerhg van de acute watewlooientest met behulp van Toxkitmateriaal beduidend 
kosten-dectiever is dan uitvoering op de conventionele manier en omdat Daphnia pulex mogelijk 
gevoeliger is voor mevinfos dan D. magna (zie tabel 7), is besloten om de 8 watermonsters 
gelijktijdig volgens alle drie genoemde opties te testen. Op deze manier is een optimaie 
vergelijking mogelijk, zodat deze tesultaten tevens kunnen worden gebruikt om uiteindelijk te 
kiezen voor de beste optie. 



Tabel 7 Schone watermomteis uit STOWA-project 'Indicatieve methoden', opgeladen met de vermelde 
hoeveelheid pesticide@. In deze monsters is na opladem mogelijk toxiciteit detecteerbaar met de 
weergegeven techniek ('»' = 'veel hoger dan': toxiciteit waarschijnlijk niet detecteerbaar). 

Laagste toxiciteitwaarde (zie bijlage 12) 

monster 'spike' 
P P 

nominale waarde techniek bijzonderheden 
concentratie (p@) 

I aldrin 

3 auiuine 
simazine 
vinchlowlin 
rnevinfos 
metribmine 
primiear!a 
metolachioor 

4 atmine 
simazine 
vinchlozolin 
mevinfos 
metribuzine 
ptimicarb 
metolachlaor 

28 acutewatervlo 

» 0.10 - 
û,l8 acute watervlo 

»O,I5 - 
»0,w - 
~ 0 . 6 0  - 

0,18 acute watervlo 
»o30 - 
»0,15 - 
>> 0.90 - 
>>O.L5 - 
» 0,90 - 

0.60 - 
0.18 acute watervlo 

» 0.30 - 
>>O.IS - 
>>0,90 - 

Daphnia mgna, EC,,, 

Daphnia puler, EC, ,,. 

Daphnia pulex, EC,,, 

De watermonsters zijn opgeladen door het Milieulaboratorium Omegam in Amsterdam. Van ieder 
monster is een volledig afgevulde glazen monsteffles van 1 liter gekoeld aangeleverd bij het 
laboratorium van AquaSense en daar tot g e b ~ i k  eveneens gekoeld (5 "C) en donker bewaard. Vier 
dagen voor inzetten van de bioassays is de 'hatching' van de wintereieren van de Daphtoxkit (zie 
bijage 3) ingezet. Een dag voor het inzetten van de bioassays zijn de monsters in de middag uit de 
koeling gehaald om m bij kamertemperatuur langzaam te laten opwarmen. De volgende dag zijn in 
alle wät&nonsters eerst enige fysische en chemische parameters gemeten (zuurgraad, zuurstof-, 
nitriet- en ammoniumgehalte. geleidbaarheid en temperatuur). Aangezien voor g& van deze 
parameters de randvoorwaarden voor Daphnia magna (zie bijlage 3) werden overschreden, zijn 
aansluitend met ieder onverdund watennonster watervlooien lab-bioassays ingezet, volgens de drie 
genoemde opties. Verder is voor iedere optie ook een test ingezet met blancotestmedium. Na 24 en 
48 uur blootstelling is in ieder monster het aantal immobiele watervlooien geteld. In alle bioassays 
was de immobiliteit in het blanco testmedium 0% en werd dus voldaan aan het 
geldigheidscriterium (maximaal 10% immobiliteit, zie bijlage 3). zodat de testresultaten verder 
beoordeeld mogen worden. 

Resultaten 

In tahe1 8 rijn de resultaten van de acute lab-bioassays weergegeven, uitgevoerd op de schone én 
op de met pesticiden opgeladen watermonsters. Uit de resultaten blijkt, dat geen enkel 
watermonster acute toxiciteit in &n van de drie gebruikte lab-bioassays veroorzaakte. Deze 
resultaten zijn daarmee in tegenstelling met de v e w h t i n g  aangezien de actuele coneentraties in 
alle monsters de uit de literatuur bekende EC,-waarden overschreden. Theoretisch werd daarom 
voor alle monsters meer dan 50% immobiliteit verwacht. 



Tabel S Testresultaten van watermonsters uit het STOWA-woiect 'Indicatieve methodn . i' (schoon = 
schone watermonsters, spike =met de gemeten hoeveelheid pesticide opgeladen watermonsters). 

tertrrsulmten 
(% hmobicle watervla>ien binnen 48 uur blwndeliing) 

lab-kwcek 
laagste 

DaphWxkit F Dsphtoxkit F 
D. magna D. pulex 

nr. sptke nominaal gemcten m.-waarde 
(i<@) (l@') schoon spike schoon rpike schoon @kc 

blanw O O O O O O O 

I ddnn 50 33 28 O b O O O O 

Z rnevinfos 0.15 0.28 0,18 O O O O O O 

3 rnev~nFos 0.15 0.28 0,18 O O O O O O 

4 mcvinfos 0.15 0.28 0.18 O O a O O O 

Evaluatie en discussie 

Voor het ontbreken van acuut toxische effecten in de oppervlaktewatermonsters, die kunstmatig 
met een aantal bestrijdingsmiddelen zijn verontreinigd, kan een aantal mogelijke oorzaken gegeven 
worden: 

0 Allereerst dient men zich te realiseren, dat alle geteste oppervlaktewatemionsters de uit de 
literatuur bekende EC,-waarden met slechts een factor van (maximaal) 1,s overschreden. Dit 
is een zeer geringe overschrijding, vooral gezien het feit dat zelfs bij de sterk 
gestandaardiseerde lab-bioassays de variatie in E,-waarden tussen laboratoria geregeld een 
factor 2 bedraagt; 

Bij het vergelijken (en verklaren) van verschillen tussen de vastgestelde acute toxiciteit in een 
watermonster én de theoretisch verwachte effecten, dient gerealiseerd te worden dat de meeste 
ECSrwaarden afkomstig zijn van laboratoriumexperimenten met zuivere toxicanten in een 
standaardmedium. In 'milieumonsters' kunnen diverse andere factoren een ml spelen bij het tot 
stand komen van een toxisch effect. Hierbij valt onder andere te denken aan verschillen in de 
nutriëntensamenstelling, het (eventueel) beschikbare voedsel, het optreden van zogenaamde 
'mengseleffecten' waarin (bekende of onbekende) toxicanten eifcaars werking kunnen 
versterken dan wel verzwakken en verschillen in de biologische beschikbaarheid van 
toxicanten; 

Een andere mogelijke verklaring is gelegen in de tijd tussen het 'spiken' van de oppervlakte- 
watermonsters en het aanleveren en testen van de monsters bij AquaSeme. Aangezien hier 
tussen een paar weken is verstreken, kan het zo zijn dat (een deel van) het aanwezige 
bestrijdingsmiddel reeds is afgebroken, waardoor het monster minder toxisch is. Zo is voor de 
atbraak van mevinfos in natuwlijk water met slib een halfwaardetijd van enige weken tot een 
maand gevonden (Handboek bestrijdingsmiddelen; van Rijn et al., 1995). 

Beheersgebied Hoogheemraadschap van Delfland 

In het beheersgebied van het Hoogheemraadschap van Delfland wordt reeds sinds 1990 gebruik 
gemaakt van de watervlooien veldbioassay voor het monitoren van mogelijke effecten van met 
name organofosforbestrijdingsmiddelen in het oppe~laktewater van glastuinbouwgebieden (zie 
STOWA, 1997). De meest problematische organofosforbestrijdingsmiddelen zijn: dichloorvos, 



parathion, pyrazofos, chloorfenvinfos, heptenofos en diazinon. Uit de ervaringen van het 
Hoogheemraadschap blijkt dat toxische effecten van het oppervlaktewater vaak met de 
watervlooien veldbioassay kunnen worden aangetoond. In sommige sloten overleeft bijvoorbeeld 
nooit één watervlo de toets, terwijl op referentiepunten de stetfte gering is (S 20%) (Gorter et al., 
1996). Op grond hiervan werd door HH Delfland besloten om de delen van het keuzesysteem ten 
aanzien van de monitoring van bestrijdingsmiddelen in dit proefgebied uit te proberen. 

Selectie lechnkken met behulp van het keuzesysteem (zie 4.2) 

Aangezien er locaties zijn waar nooit één watervlo de veldbioassay overleeft, kan in elk geval voor 
delen van het behemsgebied van HH Delfland worden gesteld dat er in bepaalde perioden sprake is 
van een min-of-meer constante belasting. Continue biologische bewaking is derhalve op die 
locaties niet noodzakelijk (zie 4.2, figuur 2). Verder zijn de belangrijkste probleemstoffen zeer 
goed bekend (namelijk de organofosforbestrijdingsmiddelen) Op enkele locaties komen soms ook 
zink en pyrethroïden in voor watervlooien toxische concentraties voor. Bij dit praktijkvoorbeeld is 
echter ervan uitgegaan dat op het merendeel van de locaties g& sprake is van een complex 
mengsel van toxicanten. Voor de problematische organofosforbestrijdingsmiddelen is relatief veel 
taricifeitinformatie beschikbaar, waaruit blijkt dat de watervlo Daphnia magna het meest gewelig 
is voor deze stofgroep (zie 3.4). Op de locaties waar altijd 100% sterfte wordt waargenomen met de 
watervlooien veldbioassay (zie probleemomschrijving), zou volgens het keuzesysteem volstaan 
kunnen worden met chemische monitoring. De waterkwaliteitsbeheerder vindt de watervlooien 
veldbioassay echter zeer illustratief werken voor doelgroepen als bestuurders en glastuinbouw- 
organisaties (Gorter et al., 1996) en vindt dit een belangrijk argument om deze toets ook op deze 
locaties te blijven toepassen. Indien nog geen historische biomonitoringdata beschikbaar zouden 
zijn, dan zou volgens het keuzesysteem het uitvoeren van acute watervlooien lab-bioassays (meest 
gewelig) met steekmonsfem (constante belasting) de meest logische eerste stap zijn. In overleg met 
de beíreffende beheerder is daarom besloten om met steekmonsters, afkomstig van dezelfde 
locaties waar de veldbioassays worden toegepast, acute watervlooien lab-bioassays uit te voeren. 

Vanwege de mime ervaring van HH Delfland met de watervlooien veldbioassay én vanwege het 
feit dat er altijd locaties zijn waar duidelijk effecten gemeten kunnen worden, is aan HH Delfland 
gevraagd om op een aantal locaties naast de 'conventionele' potten ook gebruik te maken van de 
RIZA-biokorven (zie 5.1.2). Door HH Delfland is positief op dit vemek gereageerd. 

Door HH Delfland zijn op totaal 23 monitoringlocaties steekmonsters van het oppervlaktewater 
genomen. Per locatie is een glazen monsterfles van 1 liter volledig afgevuld, gesloten en gekoeld 
bewaard. Deze monsters zijn aangeleverd bij het laboratorium van AquaSense en daar tot gebmik 
eveneens gekoeld (6 'T) en donker bewaard. De dag voor het inzeiten van de testen zijn de 
monsters in de middag uit de koeling gehaald om deze bij kamertemperatuur langzaam te laten 
opwarmen. De dag daarna zijn in alle watermonsters eerst enige Wische en chemische parameters 
gemeten (zuurgraad, zuurstof-, nitriet- en ammoniumgehalte, geleidbaarheid en temperatuur). 
Aangezien voor géén van deze parameters de randvoorwaarden voor Daphnia magna (zie bijlage 3) 
werden overschreden (resultaten niet weergegeven in dit rapport), is aansluitend met ieder 
onverdund watermonster een acute watervlooien lab-bioassay ingezet. Verder is ook een test 
ingezet met blancotestmedium (100% Dutch Standard Water). Na 24 en 48 uur blootstelling is in 
ieder monster het aantal immobiele watervlooien geteld. In de monsters waar na 48 uur (einde test) 
een duidelijk effect werd waargenomen, zijn wederom de belangrijkste fysische en chemische 
parameters gemeten. Ook na 48 uur werd voldaan aan de voor deze parameters geldende 
randvoorwaarden. In het blancotestmedium werd na 48 uur 0% immobiliteit waargenomen, 
waardoor aan het geldigheidscnterium voor deze test is voldaan (S 10% immobiliteit in de blanco, 
zie bijlage 3) en de testresultaten dus verder beoordeeld mogen worden. Voor een gedetailleerdere 
beschrijving van deze lab-bioassay wordt venvezen naar bijlage 3. 



Op de bovengenoemde bemonstenngsdata zijn door HH Delfland van d e l f d e  locaties eveneens 
watermonsters genomen voor uitgebreide chemische analyses (o.a. uitgebreid pakket 
organofosforbestnjdingsmiddelen). Verder werden op 29 en 30 augustus door HH Delfland op al 
deze locaties watervlooien veldbioassays (met conventionele glazen potten) ingezet, die 1 week 
later, op 5 en 6 september, werden uitgehaald. Bij het uithalen is het aantal levende, het aantal niet 
actieve en het aantal tollende watervlooien geteld. Verder is kwalitatief beoordeeld of én hoeveel 
jongen (g&, weinig, véél) er gedurende de blootstellingsduur van 1 week per pot zijn 
geproduceerd. Aangezien het % (im)mobiele organismen ook de testparameter is waarmee de acute 
watervlooien lab-bioassay beoordeeld wordt, worden hier verder alleen de resultaten voor het % 
immobiele dieren (= aantal dood + aantal niet actiet) besproken. 

Tenslotte is door HH Delfland in twee monitonngp&oden (juli en augustus) naast elkaar gebmik 
gemaakt van beide typen testcontainers (pot en biokorf) voor het uitvoeren van de watervlooien 
veldbioassays. HH Delfland heeft hiervoor zelf een aantal locaties geselecteerd waar toxische, 
matig toxische of helemaal geen toxische effecten werden verwacht. Voor dit vergelijkende 
onderzoek zijn de benodigde biokorven ter beschikking gesteld door het RIZA. 

Resultaten 

In figuur 5 worden de resultaten van de acute watervlooien lab- en veldbioassays, die in dezelfde 
periode en met dezelfde locaties zijn uitgevoerd, samengevat weergegeven met behulp van 
zogenaamde 'boxplots' (voor uitleg zie bijlage 17). In deze figuur zijn op de Y-as de gesommeerde 
Toxic Units (XTU) uitgezet, die op basis van de chemische analyses aan individuele 
organofosforbestnjdingsmiddelen zijn berekend. Hierbij is gebruik gemaakt van de door HH 
Delfland te beschikking gestelde chemische analyseresultaten. Op de X-as zijn de waargenomen 
categorie& ('O', '10', '20', '30' en '100% immobiele watervlooien') uitgezet, waarbij de 
waarnemingen voor de lab-bioassays zijn afgerond tot tientallen. In bijlage 18a worden de basale 
data voor deze figuur weergegeven. 

Figuur S Resultaten van de acute watervlooien lab-bioassays (uitgevoerd door AquaSense) en 
watervlooien veldbioassays (uitgevoerd door Hoogheemraadschap van Deltland). De lab- 
bioassays zijn uitgevoerd met watermonsters genomen in dezelfde periode (september 1996) 
en op dezelfde lacaties als de veldbioassays (N = aantal waarnemingen per categorie; '0' = 
uitbijter). 



Voor veel categorie& zijn slechts een beperkt aantal waamemingen beschikbaar (bijvoorbeeld 
sle~hts 3 waarnemingen voor de categorie '100% immobiliteit' bij de lab-bioassay). Hierdoor 
kunnen geen harde conclusies uit de resultaten worden getrokken. Toch lijkt de relatie met de ETü 
duidelijker bij de lab-bioassays dan bij de veldbiaassap. Bij de lab-bioassays overlapt de box voor 
de cateprie '0% immobiele watervlooien' namelijk niet met de box voor '100% immobiele 
watervlooien' en ligt de 700%'-box hoger dan de '0%'-box. Daarnaast ligt bij de lab-bioassays het 
merendeel van de waarnemingen in de categorie '0% immobiele watervlooien' beneden een =U 
van circa 1,s. De enige twee uitzonderingen (op een totaal van 19 waarnemingen) worden gevormd 
door een statistische uitbijter met een mU van 5,71 (wemgegeven met een '0' in figuur 5) en de 
daaropvolgende hoog~te waarneming met een ZTü van 3,32 (zie bijlage 18a). In de categorie 
"100%' liggen 2 van de 3 XTU-waarnemingen daarentwen ruim boven de vier. Voor de 
veldbioassays zijn de resultaten minder uitgesprolten: de mediane ETU-waarneming (horizontale 
zwarte balk in de box) li@ bij 100% immobiliteit weliswaar (iets) hoger dan bij 0, 10, 20 en 30% 
immobiliteit, maar het onderste deel van de box overlapt grotendeels met de box voor 10 en 30% 
immobiliteit. Opvallend is echter wel dat de allerhoogste CTü-waarnemingen (>3,32: zie bijlage 
l&a) allemaal in de categorie '100% immobiliteit' vallen. Verder is opmerkelijk dat de 3 locaties 
die 100% immobiliteit in de lab-bioassay lieten zien, ook bij de veldbioassays een immobiliteit van 
100% veroomaakten. Tenslotte kan worden opgemerkt dat met de veldbioassays in meer gevallen 
(39%) dan met de lab-bioassays (13%) 100% immobiliteit is waargenomen. 

In figuur 6 worden de resultaten van de vergelijking van beide typen testcontainers in de 
watervlooien veldbioassays weergegeven. Op de X-as is het aantal immobiele watervlooien in de 
biokoff verminderd met her aantal immobiele watervlooien in de conventionele pot uitgezet. Op de 
Y-as is het percentage gevallen van iedere waarneming uitgezet. Waamemingen rechts van de 
verticale stippellijn geven de gevallen weer waar in de biokorf meer immobiele wateivlooien 
werden gevonden dan in de potten en dus een hoger effect is geeomtateerd. Voor de waarnemingen 
links van de stippellijn geldt het omgekeerde. De ruwe data voor deze tiguur zijn in bijlage 18b 
weergegeven. 

Figuur d Resultaten watervlooien veldbioassays door Hoogheemraadschap van Delfland in juli en 
augusw 1996 uiigewerd met conventionele giawn piten en me1 de REA-biokorf (in iedere 
testcontainer zijn bij aanvang 10 waîewlaeíen ingezet). 



Wanneer de resultaten van de biokorven en de potten met elkaar worden vergeleken dan blijkt dat 
in circa 60°% van alle gevallen geen verschil ('0'-waarneming) is waargenomen in het % immobiele 
watervlooien. Verder lijkt het aantal waamemingen links en rechts van de stippellijn evenredig 
verdeeld. Er lijkt dus géén duidelijk verschil te bestaan tussen het % immobiele watervlooien in de 
potten en in de biokorven. Met behulp van een non-parametrische8, gepaarde rangsomtoets 
(Wilcoxon Signed Ranks Test test houdt rekening met de hoogte van het verschil tussen twee 
gepaarde waamemingen en is daardoor 'krachtiger' dan de gewone rangsomtoets) is getoetst of er 
een significant verschil bestaat aissen de waamemingen voor de potten en de biokorven. Dit 
verschil blijkt in hoge mate nier significant (P = 0,503). 

Evaluatie en discussie 

Uit de vergelijking van de resultaten van de acute watervlooien lab-bioassays met de resultaten van 
de watervlooien veldbioassays blijkt dat met de veldbioassays veel vaker een toxisch effect (100% 
immobiliteit) is waargenomen. Dit is niet verwonderlijk omdat watervlooien veldbioassays alleen 
al vanwege een langere blootstellingsduur (zeker wanneer sprake is van een min-of-meer constante 
belasting) gevoeliger zou moeten zijn dan de acute watervlooien lab-bioassays. Bovendien hebben 
veldbioassays een grotere ketkam wanneer sprake is van een wisselende belasting. Dit geldt vooral 
indien, zoals hier het geval is, in de lab-bioassays met steekmonsters en niet met venarnelmonsters 
is gewerkt. Wat dit betreft is het dan ook logisch om bij géén effect in de gevoeligste lab-bioassay, 
de beoordeling te vervolgen met de gevoeligste veldbioassay (zie 4.2, keuzesysteem: figuur 2). 

Uit de resultaten blijkt verder dat een deel van de resultaten in de lab-bioassays niet d i  
verklaard kan worden op basis van de chemische analyseresultaten. In één geval werd bij een Z ï ü  
voor organofosforpesticiden van ruim 3 bijvoorbeeld géén effect (0% immobiliteit) waargenomen, 
terwijl bij een ZW van 1 in theorie 50% effect wordt verwacht. Dat een hoge Z ï ü  niet direct tot 
meetbare effecten leidt, duidt er op dat de toxicanten in het betreffende monster minder of niet 
biologisch beschikbaar zijn (zie verder redenatie bij 5.2). Bij de veldbioassays is het 'onverklaarde' 
deel nog iets groter. Naast géén of slechts geringe effecten bij relatief hoge z.TU-waarden, zijn hier 
ook locaties die bij zeer lage z.TU-waarden (0,OO en 0,05) toch 100% immobiliteit laten zien (zie 
bijlage Ba). Dit kan mogelijk worden verkiaard, doordat de resultaten van de chemische analyse 
slechts een momentopname zijn van de chemische kwaliteit gedurende de gehele 
blootstellingsduur. Het is dan ook mogelijk dat het gehalte organofosforbes~jdingsmiddelen op 
andere tijdstippen gedurende die week wel concentraties beeff bereikt, die verantwoordelijk kunnen 
zijn voor het waargenomen efîect. Het kan ook u, zijn, dat het effect is veroorzaakt door andere, 
niet-geanalyseerde toxicanten. De rol van de 'modifying factors' zoals pH, zuurstofgehalte, 
temperatuur kan vrijwel worden uitgesloten, aangezien op de drie referentielocaties géén effecten 
zijn waargenomen gedurende de monitoringperiode. 

Uit de vergelijking van de resultaten van de biokorven en de potten moet worden geconcludeerd 
dat er vooralsnog &n grond is om aan te nemen dat de biokorven vanwege een betere 
uitwisselingscapaciteit tot andere monitonngresultaten leiden. Op de ondenochte locaties lijkt er in 
elk geval geen verschil te bestaan tussen de potten en de korven. De inzet van de conventionele 
potten lijkt dus kosten-effectiever dan de inzet van de duurdere biokorven. 

Door HH Delfland zijn vetdet nog een aantal evaluerende opmerkingen gemaakt ten aanzien van 
de inzet van korven in vergelijking met de conventionele potten: 

Non-parametrische technieken veronderstellen géén bepaalde verdeling van de waarnemingen, vandaar 
ook de naam: verdelingswpe technieken. Ze maken geen gebruik van eventuele achtergrondiifonnatie 
(over een bekende verdeling) en kunnen daardoor een minder nauwkeurige uitspraak doen dan de 
parametrische technieken. De non-parametrische technieken zijn daardoor 'minder krachtig', d.w.z. een 
verschil wordt minder snel als significant aangemerkt. Voordeel is echter wel dat deze technieken geen 
eisen stellen t.av. de nonnatiteit en de homogeniteit van vananties. De hier gebruikte gepaarde mgsom- 
toe& is uitgevoerd met behulp vsn het statistische soffwarepeld<et SPSS (Nonisis, 1992). 



Voordeel van het gebmik van de biokorven is dat men niet naar het wateroppervlak hoefi om de 
potten om te keren. Hierdoor kan vanaf grotere hoogten, wals bijvoorbeeld bruggen worden 
gewerkt. Nadeel van het gebmik van de korven is dat niet in ondiep water gewerkt kan worden en 
dat de korven veel slib vangen. Dit laatste bemoeilijkt het tellen van het aantal overlevende en 
actieve watervlooien. Per jaar raakt HH Delfland met name in dichtbevolkte gebieden circa 10 tot 
15 potten kwijt door verstoring door derden. Dit is in geval van de relatief dure biokorven dus ook 
een groter nadeel dan bij verlies van potten (mededelingen J. Mangelaars, HH Delfland). 

5.3.3 Beheersgebied Heemraadschap Fleverwaard 

In het beheersgebied van Heemraadschap Fleverwaard zijn actieve biomonitoringtechnieken niet 
eerder toegepast. Binnen het Heemraadschap bestaat echter wel een sterke interesse om deze 
technieken in de praktijk te brengen. Op basis van historische chemiedata blijken er binnen het 
beheersgebied verschillende tochten te zijn, w a a ~  bestrijdingsmiddelen in theorie met 
biomonitoringtechnieken detecfeerhare gehalten bereiken. Het gaat hier om verbindingen als 
MLPA, MCPP, bentazon, de organofosforpesticiden dichloorvos en parathion-ethyl en het tot de 
triazinen behorende atrazine. Aangezien verscheidene van deze verbindingen al bij lage 
concentraties toxische effecten bij de watervlo of de alg kunnen veroorzaken, is het interessant om 
het keuzesysteem voor de biomonitoring van bestrijdingsmiddelen in dit beheersgebied in de 
praktijk uit te proberen. 

Selectie technieken met behulp van het keuzesystedm (zie 4.2,figuur I en 2) 

De actieve biomonitoring is toegespitst op de toxiciteit- of effectmonitoring (figuur 1). In het 
beheersgebied van Heemraadschap Fleverwaard is nog niet eerder gebniik gemaakt van 
biomontoring (zie hierboven). Daarom is het onbekend of de concentraties bestrijdingsmiddelen 
hier daadwerkelijk m hoog zijn dat de kans op het aantonen van toxische effecten niet alleen in 
theorie. maar ook in praktijk zeer waarschijnlijk is. Met uitsluitend chemische monitoring wordt 
derhalve nog géén betrouwbaar inzicht verkregen in de toxiciteit van het oppervlaktewater. Om 
deze reden is vervolgd met het keuzesysteem dat gericht is op het selecteren van toxiciteit- en 
effectgerichte biomonitoringtechnieken (figuur 2). 

De selectie van technieken (figuur 2) is gebaseerd op het type belasting, dat is ingeschat als 
wisselend. Een continu inzicht in de kwaliteit van het oppervlaktewater ('vinger aan de pols') is 
niet noodzakelijk c.q. gewenst zodat geen (relatief dure) biologische bewakingssystemen hoeven te 
worden ingezet. Wel wordt er belang gehecht aan het bestaan van een zekere relatie tussen 
'chemische analyses' en 'waargenomen effect '. Daarom is gekozen voor de toepassing van lab- 
bioassays. De betere relatie met het veld en de hogere gevmligheid en detectiekans van de 
wldbioassuys, en de wens om e h n g  op te doen met dere technieken, deden er toe besluiten om 
voor de praktijktoetsing in het beheersgebied van het Heemraadschap Fleverwaard gelijktijdig met 
de lab-bioassays ook gebmik te maken van veldbioassays. 

Alhoewel het in een praktijksituatie, met een wisselende belasting van het oppervlaktewater, de 
voorkeur verdient om lab-bioassays met een verzamelmonster in plaats van een steekmonster uit te 
voeren (figuur 2). werd hiervan in de huidige praktijktoets afgeweken. Om de detectiekans te 
vergroten zijn de bioassays in plaats van met een v rne lmons te r  (genomen over een periode van 
enige uren tot dagen) uitgevoerd met een drietal steekmonsters die zijn genomen over een 
tijdsperiode van ongeveer vier maanden. 

Op basis van de beschikbare informatie over zowel de historische concentraties als over de 
gevoeligheden van de verschillende testorganismen voor de betreffende probleemstoffen is bepaald 
dat de kans op het detecteren van toxische effecten het grootst is bij gebruik van de algentest 
(specifiek gevoelig voor herbiciden zoals atrazine, MCPA, MCPP, bentazon) en de testen met 



watervlooien (specifiek gevoelig voor organofosforpesticiden). Voor deze praktijksituatie lijkt het 
daarom niet noodzakelijk om een volledige testbanenj in te zetten. In overleg met de betreffende 
beheerder is daarom besloten om het onderzoek uit te voeren met een tweetal lab-bioassays (acute 
algentest en acute watervlooientest, beide uitgevoerd door AquaSense) alsmede &n veldbioassay 
(de watervlooien veldbioassay, uitgevoerd door H Fleverwaard). Ook de veldbioassay met kroos is 
mogelijk geschikt voor het aantonen van toxische effecten op de geselecteerde locaties. Deze test is 
echter nog niet voldoende ontwikkeld, waardoor deze test in de huidige praktijktootsing niet werd 
toegepast. 

Uitvoering 

Op een zevental locaties zijn door H Fleverwaard in de perioden juni, juli en september 1996 
steekmonsters van het oppervlaktewater genomen. Per locatie is hiertoe een glazen monsterfles van 
1 liter volledig afgevuld. Deze monsters zijn diiect ingevroren en in één partij bij AquaSense 
aangeleverd, waar de monsters tot gebmik in de lab-bioassays eveneens ingevroren zijn bewaard. 
Simulâaan met deze monstername zijn door het Heemraadschap op alle locaties watervlooien 
veldbioassays ingezet en zijn op een tweetal locaties steekmonsters genomen ten behoeve van een 
aantal chemische analyses. 

De dag voor het inzetten van de lab-bioassays zijn de monsters in de middag uit de vriaer gehaald 
om ze bij kamertemperatuur langzaam te laten opwarmen. De dag daarna zijn in alle watermonsters 
eerst enige fysische en chemische parameters gemeten (zuurgraad, zuurstof-, nitriet- en 
ammoniumgehalte, geleidbaarheid en temperatuur). Aangezien voor g& van deze parametem de 
randvoorwaarden voor hetzij de groenalg Raphidacelis subcapitata (voorheen Selenastmm 
capricornutum, zie bijlage l), hetzij de watervlo Daphnia magna (de bijlage 3) werden 
overschreden (resultaten niet weergegeven in dit rapport), is aansluitend met ieder onverdund 
watermonster zowel een acute algentest als een watervlooien lab-bioassay ingezet. In verband met 
de kosten-effectiviteit is voor de acute algentest gekozen voor de commercieel beschikbare 
Algaltoxkit in plaats van de conventionele test (zie bijlage 1). Verder is voor iedere bioassay ook 
een test ingezet met blancotestmedium. Na 24, 48 en 72 uur is de optische dichtheid in de 
algenbioassay (Agaltoxkit F) spectrofotometrisch gemeten en omgerekend naar het aantal 
algencellen per ml. Tevens is na 24 en 48 uur blootstelling voor ieder monster in de watervlooien 
lab-bioassay het aantal immobiele testorganismen geteld. Jn alle bioassays is voldaan aan de 
betreffende geldigheidscnteria (zie bijlage 1 en 3), zodat de testresultaten verder beoordeeld mogen 
worden. Voor een meer gedetailleerde beschrijving van de wijze waarop de bioassays zijn 
uitgevoerd, wordt verwezen naar bijlage 1 en 3. 

Daarnaast zijn door H Fleverwaard simultaan waterviooien veldbioassays ingezet (met 
conventionele ponen) en 1 week later uitgehaald. In twee gevallen is de watervlooien veldbioassay 
1,5 week na monsterdatum ingezet (zie bijlage 19a). Bij het uithalen is het aantal actieve en niet- 
actieve watervlooien geteld. Verder is het aantal tijdens de veldbioassay geproduceerde jongen 
kwalitatief beoordeeld (geen, weinig, veel). Aangezien het % (im)mobiele organismen ook de 
testparameter is waarmeede acute wikmlooien lab-bioassay beoordeeld wordt, Grden hier verder 
alleen de resultaten voor het % immobiele dieren (= aantal dood + aantal niet actief) besproken. 

Uit de resultaten van de acute algentesten (zoals weergegeven in bijlage 19a) blijkt, dat de groei 
van de algen in de verschillende oppervlaktewatermonsters vrijwel altijd hoger was dan in het 
blanwtest&diwn. De twee uitzond&kgen hierop zijn het juniminster v& localie 2 (remming van 
40-50% t.o.v. blanco) en het referentiemonster behorend bii locatie 3 en 4 uit iuni [remming van 
30-40% t.o.v. blanco). Voor het huidige onderzoek zijn de groeisnelhedk VA de &en, 
blootgesteld aan oppervlaktewater van de 'verdachte' locaties (locaties 1 tlm 4: deze zijn verdacht 
vanwege de mogelijke aanwezigheid van bestrijdingsmiddelen), daarom uitgedmkt als percentage 
ten opzichte van de bijbehorende referentieloc& (figuur 7). ~aarn&t is de mate v& 
groeiremming in de algentesten zowel op basis van het oppervlak onder de groeicurve (A) als op 
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basis van de groeisnelheid (p) berekend (conform het gevolgde ISO-protocol, zie bijlage 1). Uit 
figuur 7 blijkt echter dat, alhoewel de hoogte van het effect verschillen vertoont tussen beide 
berekeningswijzen, de beoordeling van de waargenomen effecten niet of slechts nauwelijks 
verschilt tussen de beide methoden. 

Uit de resultaten blijkt verder dat vrijwel alle watermonsters significant van de bijbehorende 
referentie verschillen: de resultaten zijn beter (hogere p en A) of slechter (lagere p en A) dan de 
referentie. Dit geldt zelfs voor het junimonster van loeatie 1, dat slechts 3-10% van de referentie 
verschilt. 

Op basis M R  het oppervlak onder de gmüi~l l~e  [A) 

..- I 

Locatie 1 Locatie 2 L O C B ~ ~  3 Locatie 4 

Op basis van de groeisnelheid (p) 

-100 J I 
Locaiie 1 Locatie 2 Locaîie 3 Locatie 4 

n Juni 1996 

Juli 1996 

m Augustus (locatie 3) en september (locatie l+ 2) 1996 

Figuur 7 Resultaten van de acute algentest (lab-bioassay) op een viertal locaties, weergegeven als 
percentage ten opzichte van de referentielwatie. Een positief percentage betekent een hogere 
groei. een negatief percentage een lagere groei dan in de referentie. Indien de waarneming 
voor een van de monsters significant afwijkt van de referentie, dan wordt dit op de volgende 
wijze aanBegeven: '*', '**', '***': significant beter of slechter dan de bijbehorende referentie 
('9': Pa.05; '**': P30,Ol; '***': P<O,WI). 



Deze resultaten illustreren hiermee eens te meer dat de statistische gevoeligheid van de algentest 
wij hoog is (conform 3.2). Verder blijkt dat alleen in de monsters van locatie 2 (juni en juli) een 
duidelijke negatief effect op de groeisnelheid (p) van algen is opgetreden. Hierbij valt vooral de 
lage p in het junimonster op, aangezien deze zelfs significant lager is dan het blancotestmedium 
(zie bijlage 19a). Tevens lijkt er (vooral) op deze locatie sprake te zijn van een in de tijd 
veranderende situatie. De oppervlaktewatennonsten van de andere verdachte locaties blijken de 
groei van algen over het algemeen te stimuleren (hogere p en A) ten opzichte van de 
referentielocatie (tot soms circa 400%, zoals voor A het geval is in het junimonster van locatie 3). 

Watervlo veldbloassav 

Juli 1996 

Augustus (locatie 3) en september (locatie l+2) 1996 

Figuur S Resultaten van de watervlooien lab- en veldbioassays op een viertal locaties, weergegeven als 
percentage ten opzichte van de referentielocatie. Een positiefpementage betekent een betere 
overleving, een negatief percentage een lagere overleving dan in de bijbehorende referentie. 
Indien de waarneming voor een van de monsters significant añvijkt van de derentie, dan 
wordt dit op de volgende wijze aangegeven: '*', '**', '***': significant beter of slechter dan 
de bijhehomde referentiep': Pa,05; '**l: Pa,01; '***': P<0,001). 



Ook de resultaten van de watervlooien lab- en ueldbioassays zijn uitgezet ten opzichte van de 
bijbehorende referentie (figuur 8). De resultaten van beide testen illustreren dat het onderscheidend 
vermogen van deze testen, vergeleken met de algentest* veel geringer is. Bij de lab-bioassays kon 
in slechts twee van de monsters een significant verschil met de referentie worden aangetoond. 
Opvallend is echter dat deze monsters (juni- en julimonster van locatie 2) bij de watervlooien lab- 
bioassays een significant betere overleving laten zien in vergelijking tot de referentie, tenvijl met 
dezelfde monsters in de algen lab-bioassay juist een significante remming van de groei ten opzichte 
van de referentie werd vastgesteld. Daarnaast valt op dat de uitkomsten van de watervlooien lab- 
bioassay en de watervlooien veldbioassay onderling in een aantal opzichten verschillen. Zo is er in 
juni met de veldbioassay op locatie I een verhoogde sterfte (circa 40%) aangetoond (meer dan 2û% 
sterfte wordt reeds als een 'matig effect' beschouwd: zie bijlage 6). terwijl in de lab-bioassay geen 
verschil werd geconstateerd. 

Naast de uitgevoerde bioassays heefi het Heemraadschap in dezelfde monsters de concentraties van 
een aantal bestrijdingsmiddelen bepaald om na te kunnen gaan in hoeverre er sprake ss van een 
relatie tussen 'chemie' en 'bioassay'. De resultaten van deze chemische analyses alsmede de 
resultaten van de hierop gebaseerde berekening van het aantal aanwezige Toxic Units, zijn 
weergegeven in bijlagen 19b,c. Deze chemische analyses zijn alleen op locatie 1 en 2 uitgevoerd. 

Evaluatie en discussie 

De geconstateerde hogere groeisnelheid in een aantal opperviaktewatermonsters, in vergeiijking 
met het blancotestmedium, is waarschijnlijk veroorzaakt door een hogere concentratie nutrienten in 
het oppt?rvlaktewater. Alhoewel de hoeveelheid nutri&ten in het standaard blancotestmedium een 
aanvaardbare groeisnelheid mogelijk maakt (wat blijkt uit het voldoen aan de geldigheidscritefla), 
wordt deze hoeveelheid met opzet zo laag mogelijk gehouden, De verwachting is namelijk, dat het 
toxische effect van allerlei verbindingen wordt gecompenseerd of soms zelfs overstemd door de 
positieve invloed van hogere hoeveelheden nutrienten. De standaard toxiciteinat (weinig 
nutrienten) kan daarom gezien worden als een soort 'worst case' benadering en voldoet goed indien 
de toxiciteit van zuivere toxicanten wordt bepaald. Indien in het oppervlaktewater de groei lager is 
dan in het blancotestmedium. dan is dit derhalve een mij zekere aanwijzing voor de aanwezigheid 
van acuut toxische effecten op de betreffende locatie. 

Voor watermonsters waar dit niet het geval is, kunnen de resultaten ten aanzien van gmeisnelheden 
van algen uitged~kt woden als perceniage ten opzichte van een bijbehorende referentielocatie 
(zoals in dit praktijkvoorbeeld is gebeurd). Dit maakt dat de keuze van de referentielocatie een 
directe invloed heeft op de uitkomsten van het onderzoek en dus zeer belangijk is. Een geschikte 
referentie is vaak echter op, of direct in de buurt van de locatie niet te vinden. Daarom verdient het 
voor toekomstig onderzoek aanbeveling om o& de mogelijkheden voor het samenstellen van een 
gestandaardiseerd medium met een andere (veel hogere) nutri&ntensamenstelling te onderzoeken. 
Op deze manier kan dan ook de invloed van mogelijke veranderingen in de tijd in de kwaliteit van 
het oppervlaktewater op de referentielocatie (indien deze wel voor handen is) uitgesloten worden. 

Daarnaast blijkt uit de resultaten van de algentesten, die zowel op basis van het oppervlak onder de 
groeicurve (A) als op basis van de groeisnelheid (p) berekend zijn. dat, alhoewel de hoogte van het 
effect verschillen vertoont tussen beide berekeningswijzen, de beoordeling van de waargenomen 
effecten niet of slechts nauwelijks verschilt tussen de beide methoden. Het is daarom het 
overwegen waard om in de toekomst de resultaten alleen op basis van de groeisnelheid (p) uit te 
rekenen, aangezien hierdoor, naast het alleen testen van onverdund water, een substantiële reductie 
van de kostprijs mogelijk is. 

Bij het selecteren van de te gebruiken technieken zijn bij aanvang van dit onderzoek een aantal 
keuzen gemaakt. De belangrijkste hiervan zijn: 



1) het kiezen tussen individuele testen of een testbatbij; 
2) de gewenste relatie tusm 'chemie' en 'bioassay; 
3) het beoordelen van het type belasting (waamhijnlijk fluctuetend) en 
4) het nemen van een verzamel- dan wel steelanonster van het oppervlaktewater. 

Ad l en21 

Met alle drie de bioassays zijn (significante) verschillen tussen de 'verdachte locaties' Oocatie 1 
t/m 4) en de bijbehorende referentielocaties vastgesteld. Er kan dus worden geconcludeerd dat de 
gevoeligheid van deze bioassays voldoende is om effecten te kunnen meten. De gevoeligheid van 
de algentest is echter het hoogste. Daamaast illustreren de verschiilen tussen de resultaten van de 
acute algen lab-bioassay en de watervlooien lab-bioassay, dat het inzetten van meerdere 
testorganismen zinvol kan zijn. 

In veel van deze gevallen gaat het echter om een significant beter resultaat ten opzichte van de 
referentie. Inzicht in de fysisch/chemische kwaliteit van het water van de referentielocaties op het 
moment van bemonsteren ontbreekt. Er kan dus niet worden beoordeeld of, en dat is de wens, het 
gehalte aan toxicanten (bestrijdingsmiddelen enlof andere stoffen) beduidend lager was in de 
referentiemonsters, en of deze monsters wat betreft nutri&itensamenstelling vergelijkbaar zijn met 
de bijbehorende monsters van de 'verdachte locaties'. Derhalve wordt voor vervolgondenoek op 
deze locaties aanbevolen om eerst de geschiktheid van de geselecteerde referentielocaties verder te 
onderzoeken. 

Afgaande op de chemische analyseresultaten voor locatie 1 en 2 moet worden geconcludeerd dat de 
gehalten aan gemeten bestrijdingsmiddelen op alle drie de tijdstippen laag zijn. Dit resulteert in 
lage gesommeerde TU's voor zowel algen als watetvlooien (zie resultaten). Het is derhalve niet 
mogelijk om de in juni en juli met de algentet gemeten negatieve effeden op locatie 2 te relateren 
aan de gemeten gehalten aan bestrijdingsmiddelen Het lijkt dan ook waarschijnlijk dat er andere, 
niet geanalyseerde verbindingen in deze monsters verantwoordelijk waren voor de remming van de 
algengroei. 

Bij de probleemomschnjving werd gesteld dat in het beheersgebied van H Fleverwaard 
bestrijdingsmiddelen in theorie detecteerbare gehalten bereiken. Dit houdt in dat de (gesommeerde) 
TU's waarden bereiken van 1 of hoger. De gehalten op de momenten van bemonsteting waren 
beduidend lager dan deze verwachte gehalten. Dit kan ook een verklaring zijn waarom niet vaker 
significant negatieve effecten zijn waargenomen in deze praktijkmonitOnng. Misschien is het met 
een betere afstemming van de toepassing van de biomonitotingtechnieken op het tijdstip van 
gebruik van bepaalde bestrijdingsmiddelen wel mogelijk om (vaker) toxische effecten te meten en 
te kunnen relateren aan de gemeten (pieken) in gehalten van deze bestrijdingsmiddelen. 

Aangezien op basis van de chemische analyses geen relatie gelegd kan worden tussen 'chemie' en 
'bioassay', kan op basis van deze praktijktoets niet beoordeeld worden of de keuze voor een 
tweetal testorgfinismen in plaats van een volledige testbanerij juist was. 

M 
Bij een wisselende belasting valt in principe het nemen van een verzamelmonster aan te raden. Een 
deel van dit verzameimonster wordt daarna chemisch geanalyseetd en met een ander deel worden 
bioassays uitgevoerd. Toch is voor de huidige praktijktoets gebruikt gemaakt van steekmonsters 
(&e eerder). De resultaten van deze steekmonsters illustreren dat ook bij een wisselende belasting, 
indien de monsters op verschillende momenten in de tijd worden genomen, in sommige gevallen 
ook significante effecten gemeten kunnen worden. Daarnaast illustreren (vooral) de algentesten met 
de oppervlaktewatermonsters van locatie 2 het mogelijke risico dat het werken met 
venarnelmonsters inhoudt. Waren de dtie watermonsters van locatie 2 namelijk van te voren 
proportioneel gemengd, dan was de kans aanwezig dat de negatieve effecten en de positieve 
effecten elkaar ongeveer uitgemiddeld hadden. Alhoewel positieve en negatieve effecten niet 



mmaar tegen elkaar zijn weg te strepen, dient men bij het opzetten van het onderzoek dit mogelijk 
risico altijd af te wegen tegen de hogere kosten-effectiviteit van verzamelmonsters. 

5.3.4 Aanvullende informatie: beheersgebied Waterschap Groot Salland 

In 1996 zijn door het WS Groot Salland veldbioassays met watervlooien en vissen verricht om de 
kwaliteit van het oppervlaktewater in een fruitteeltgebied te monitoren. Door toepassing van deze 
vorm van actieve biologische monitoring is vastgesteld dat het oppervlaktewater in het 
onderzoeksgebied toxisch kan zijn voor deze organismen als gevolg van het gebruik van 
bestrijdingsmiddelen in fruittuinen (WS Groot Salland, in prep.). Op basis van TU-berekeningen 
kon de sterfte bij watervlooien en vissen in een enkel geval worden gerelateerd aan de hoge 
concentraties van respectievelijk insecticiden (parathion-ethyl) en fungiciden (captan). Op grond 
van deze resultaten bestaat binnen dit waterschap het voornemen om deze vorm van biologische 
monitoring verder te implementeren in het waterkwaliteitsonderzoek (mededeling T. Voskamp, WS 
Groot Salland). 

5.3.5 Samenvattend 

Overeenkomstig met de situatie bij de praktijktoetsing met mefaal verontreinigd oppervlaktewater, 
werd ook bij deze praktijktoetsing van bestrijdingsmiddelen geconcludeerd dat de resultaten van de 
uitgevoerde bioassays niet direct verklaard konden worden op basis van de chemische analyses. 
Mogelijke verklaringen hiervoor zijn gelegen in: a) de hoogte van de toxicantconcentraties, b) een 
verschil in biologische beschikbaarheid en andere 'modifying factors' tussen enerzijds 
verschillende locaties en anderzijds tussen laboratoriumexperimenten met zuivere chemicaliën 
respectievelijk natuurlijke monsters, c) de tijd tussen het biologisch dan wel chemisch analyseren 
van de monsters en d) het feit dat voor de veldbioassays, de chemische analyses slechts een 
momentopname zijn. Daarnaast werd echter vooral op basis van de resultaten van HH Delfland 
geconcludeerd dat bij de lab-hioassays de correlatie met de ZTU duidelijker is dan bij de 
veldbioassays. Aan de andere kant werd met de veldbioassay veel vaker een toxisch effect 
waargenomen. Alhoewel beide zaken theoretisch venvacht werden, illustreert dit voorbeeld 
nogmaals dat bij het ontbreken van acute effecten in lab-bioassays een mogelijk ~~~~~~~~~~k 
middels veldbioassays valt aan te bevelen (conform de opzet van het keuzesysteem). 

Daarnaast werd ook bij deze praktijktoetsing van bestrijdingsmiddelen (conform de situatie bij de 
metaalverontreinigde locaties) in een aantal gevallen geconstateerd dat de toxicantconcenhaties ten 
tijde van de monstername beduidend lager waren dan de historische (piek-?) waarden, die gebruikt 
waren bij het selecteren van de te gebruiken technieken. Hierdoor kon het voorkomen, dat de kans 
om effecten aan te tonen als 'redelijk' werd ingeschat, terwijl de feitelijke testen géén negatieve 
effecten lieten zien. Om in deze gevallen toch de kwaliteit van het oppervlaktewater te kunnen 
beoordelen is het dan ook noodzakelijk om de t r e h  te vergroten door hetzij veldbioassays in 
plaats van lab-bioassays te gebruiken (conform keuzesysteem) hetzij de gebruikte bioassays enige 
malen in de tijd te herhalen. 

Tenslotte werd uit de vergelijking van de resultaten van de watervlooien veldbioassays met de 
REA-biokorven respectievelijk de conventionele potten geconcludeerd, dat er vooralsnog géén 
grond is om aan te nemen dat de biokorven vanwege een betere uitwisselingscapaciteit tot andere 
monitoringresultaten leiden. 



DISCUSSIE, CONCLUSIES EN AANBEVELINGEN 

Discussie 

Inleiding 

Bij het ontwikkelen van het keuzesysteem ten behoeve van de selectie en toepassing van 
effectgerichte, actieve biomonitoringtechnieken, is e- gestreefd om het systeem bruikbaar te 
maken voor hef beantwoorden van een drietal biomonitorinpvwgen [zie 1.3). Daarnaast zijn op 
basis van de inventarisatie van ervaringen en wensen van waterkwaliteitsbeheerders nog een aantal 
randvoorwaarden geformuleerd waaraan het keuzesysteem zou moeten voldoen (zie 4.1). Hierna 
wordt bediscussieerd of deze biomonitoringvragen met het huidige keuzesysteem (figuur 1 en 2) 
kunnen worden beantwoord (6.1.2) en of voldaan wordt aan de gestelde randvoorwaarden (6.1.3). 

Kunnen de biomonitoringvragen worden beantwoord met het keuzesysteem? 

Is het mogelijk de acíuele waterkwaliteit te beoordelen? 

Zodra met een of meerden biomo~tonngtechnieken negatieve effecten worden gemeten in het te 
beoordelen oppervlaktewater, dan kan dit water ale toxisch worden beoordeeld. Binnen dit 
onderzoek is gesteld dat sprake is van een negatief effect indien het gemeten effect significant 
slechter is dan in het blanco testmedium eniof het oppervlaktewater van de referentielocatie. De 
actuele waterkwaliteit van het beoordeelde oppervlaktewater is in dat geval dus slechter dan de 
blanco enlof referentie. Uit de uitgevoerde praktijktoetsing blijkt dat de geselecteerde technieken 
inderdaad gevoelig genoeg kunnen zijn om negatieve effecten te meten. Het is dus mogelijk de 
actuele waterkwaliteit, gericht op het meten van toxische effecten te beoordelen. 

Bij het aantonen van een significant negatief effect bij een verschil van bijvoorbeeld slechts 5% ten 
opzichte van de blanco of referentie (zoals met de algentest mogelijk is), dient men zich echter af te 
vragen in hoeverre dit effect ecologisch relevant is. Op dit ogenblik is het echter nog moeilijk om 
een scherpe scheidslijn tussen relevante en niet relevante effecten aan te geven, aangezien vele 
factoren hierop van invloed zijn, en voldoende inzicht hierin ontbreekt. Zo is het in de meeste 
gevallen nog onduidelijk of seizoensvariatie een rol speelt. Het verdient dan ook aanbeveling om 
de biomonitoringtechnieken enige malen te herhalen, zodat de ecologische relevantie van een effect 
beter kan worden beoordeeld. Bij een voldoende hoog percentage effect, bijvoorbeeld meer dan 
50%, wordt de ecologische relevantie echter duidelijker. Daarnaast is in het onderzoek gebleken 
dat er een gebrek aan inzicht bestaat in de normaalwaanien9 van resultaten van de verschillende 
bioassays met veldmonsters. Het is dan ook nog niet mogelijk om kwantitatieve beoordelings- 
criteria te formuleren 

Kan de aanwezigheid van specgìeke veroníreinigingen worden gedetecieerd? 

Uit de praktijktoetsing blijkt dat er voor Locaties waarbij de CTU voldoende hoog is (hot spots of 
incidentele voorvallen), een relatie bestaat tussen de mate van effect en de concentratie van de 
verontreinigende srof. In deze gevallen is het aannemelijk dat de effecten in hoofdzaak worden 
veroorzaakt door de problematische stoffen en dus lijkt het mogelijk om de aanwezigheid van 
specifieke verontreinigingen te detecteren. Voor locaties waarbij de CTU minder hoog is, bleek 
deze relatie in praktijksituaties Net zo duidelijk te zijn. Deze zou kunnen worden verhelderd door 
enerzijds meerdere locaties op meerdere momenten te testen en anderzijds andere en meer 

Normaalwaarde = (bandbreedte van) waarde(n) die een biologische paramster kan aannemen onder relatief 
schone (=niet verontreinigde) omstandigheden. 



gevoelige technieken toe te passen. Naast het toepassen van chronische bioassays wordt hierbij 
ondermeer aan een tweetal andere technieken gedacht, die op dit ogenblik reeds in ontwikkeling 
zijn dan wel gedeeltelijk uitgeprobeerd worden, namelijk het kunstmatig concentreren van 
toxicanten dan wel het toepassen van zogenaamde biomarkertesten (zie STOWA, 1997). 

De aanwijzing dat het in hoofdzaak de problematische verontreinigingen zijn die verantwoordelijk 
zijn voor waargenomen effecten, wordt in belangrijke mate versterkt indien op een referentielocatie 
géén, of duidelijk minder negatieve effecten w&& gemeten. Een ideale referentielocatie is exact 
vergelijkbaar met de ernstig verontreinigde locatie, alleen de mate van verontreiniging is beduidend 
lager. Toch kan ook in gevallen waar een geschikte referentielocatie simultaan is beoordeeld, en 
waar op deze locatie géén en op de verontreinigde locaties wel negatieve effecten zijn aangetoond, 
niet met 100% zekerheid worden gesteld dat deze effecten (uitsluitend) werden veroomiakt door de 
problematische bestrijdingsmiddelen enlof metalen. De geselecteerde biomonitoringtechnieken zijn 
namelijk niet of nauwelijks stofspecifiek. De gemeten effecten zijn altijd het gevolg van de 
gecombineerde blooistelling aan alle in het oppervlaktewater aanwezige verontreinigende stoffen 
(dus ook de niet problematische en de niet geanalyseerde enlof onbekende stoffen). Verder spelen 
de interacties van deze stoffen met elkaar, de interacties tussen stoffen en andere abiotische 
factoren (pH, opgeloste organische stof, zwevende stof etc.), en de interacties tussen deze 
abiotische factoren en de geselecteerde organismen een rol. Het gemeten effect is de resultante van 
al deze interacties en wordt derhalve algemeen gezien als een somparameter. Het is onmogelijk om 
alle factoren die hierbij een rol spelen te identificeren en de invloed ervan te kwantificeren. 

Kan worden beoordeeld of word voldaan aan de gestelde normen? 

Voor de hier geselecteerde set van biomonitoringtechnieken is het, afgaande op de toxiciteit- 
gegevens voor specifieke stoffen, niet aannemelijk dat in ongeconcentreerd oppervlaktewater 
individuele stofgehalten tot op grenswaarde- of (indicatieve)MTR-niveau gedetecteerd kunnen 
worden. Dit is niet verwonderlijk gezien het feit, dat het MTR-niveau wordt berekend uit de 
stofconcentraties die in chronische toxiciteittesten (net) geen negatieve effecten veroorzaakten 
(NOEC-waarden), terwijl het in de geselecteerde lab-bioassays en de biologische 
bewakingssystemen om acute effecten gaat. Dit zélfdé geldt voor de grenswaardeniveaus omdat 
deze in principe lager dan, of gelijk zijn aan de MTR-niveaus. Detectie tot op deze niveaus zou 
alleen mogelijk zijn door de gecombineerde werking (comhiatietoxiciteit) van meerdere stoffen 
met eenzelfde werkingsmechanisme, bijvoorbeeld in hef geval van een mengsel van verschillende 
organofosforbestrijdingsmiddelen. 

Eigenlijk doet deze vraag geen recht aan de toepasbaarheid van biomonitoringtechnieken. De 
huidige normen zijn namelijk opgesteld voor stoffen (chemie gericht), en niet voor uitkomsten van 
biomonitoringonderzoek. De inzet van biomonitoringtechnieken geeft complementaire informatie 
namelijk over de biologische beschikbaarheid en de gecombineerde werking van alle aanwezige 
verontreinigingen. Het valt dan ook te overwegen om een zekere mafe van 'effectq-normexing in te 
voeren, om zo de beperkingen van een puur chemisch gerichte beoordeling te verkleinen. 

6.1.3 Voldoet keuzesysteem aan randvoorwaarden? 

Is een locutie- en stofgroepspecfleke beoordeling mogelijk? 

Het ontwikkelde keuzesysteem is locatie- en stofgroepspecifiek. omdat de lokale situatie alsmede 
de aanwezige kennis van de problematische stofgroepen van directe invloed is op de volgens het 
keuzesysteem geselecteerde technieken. In de praktijktoetsen was echter in de meeste gevallen 
geen sprake van een duidelijke relatie tussen de resultaten van chemische analyses en die van 
ecotoxicol~gische testen. Zo kon het voorkomen dat effecten op basis van de chemische analyses 
wel werden verwacht, maar niet werden aangetoond, 6f dat effecten juist niet werden verwacht 
maar wel werden aangetroffen. Hiervoor zijn verschillende verklaringen mogelijk, zoals verschillen 
in biologische beschikbaarheid, de aanwezigheid van 'modifying factors', het optreden van 



fluctuaties in de concentraties tijdens de testen (m.b.t. de veldbioassays) of een te beperkt chemisch 
analysepakket. Het ontbreken van een duidelijke relatie tussen chemie en ecotoxicologie moet 
echter niet als een tekortkoming van biologische monitoring worden gezien. Het vormt juist een 
illustratie voor het feit dat bijhet beoordelen en monitoren van de huidige kwaliteit-van het 
oppervlaktewater resultaten van chemische analyses en biologische testen elkaar aanvullen, in 
plaats van elkaar uitsluiten dan wel overbodig maken. 

Wor.den de biomonitoringîechien zo kosten-effectie/mogelijk toegepast? 

Om aan deze voorwaarde te voldoen biedt het keuzesysteem de gelegenheid om naast de strikt 
wetenschappelijke opties ook een aantal meer beleidsmatige keuzen te implementeren. Daarnaast 
vormt het van te voren inschatten van de te verwachten effecten (op basis van historische kennis 
over de aanwezige wncentraties en inzicht in de gevoeligheid van de testorganismen voor 
specifieke verbindingen) een essentieel onderdeel van het keuzesysteem, en wordt hiermee de 
kosten-effectiviteit aanzienlijk verhoogd 

In de prakîijktoetsing bleken in een aantal gevallen de actuele concentraties in bet oppervlaktewater 
(veel) h e r  dan verwacht OV basis van de historische informatie. Het aantonen van acuut toxische . , -  

effecten was daarom niet &d mogelijk, ondanks het feit &t de kans hierop van te voren als 
'redelijk' was ingeschat. Bij een verdere toepassing van dit keuzesysteem in de praktijk dient 
daarom in gevallen waar geen sprake is van een complex mengsel, wanneer de betrouwbaarheid en 
representativiteit van de beschikbare chemische analyses onvoldoende zeker is, eerder tot het 
inzetten van een testbaíterij besloten te worden, om zo het risico dat effecten niet kunnen worden 
aangetoond te verminderen. Daarna kan de periodieke biomonitoring worden vervolgd met de in 
praktijk meest gevoelig gebleken techniek voor de betreffende locatie. 

I s  het kauresysteem logisch? 

De inzichtelijkheid van het keuzesysteem is geoptimaliseerd door de te nemen beslissingen kort en 
bondig te formuleren, de hiervoor benodigde gegevens met aparte symbolen aan te geven en 
(indien mogelijk) dezelfde onderdelen op verschillende plekken te laten terugkomen. De vraag of 
het keuzesysteem logisch is zal echter pas definitief beantwoord kunnen worden, nadat een aantal 
waterbeheerders dit keuzesysteem heeft uitgeprobeerd. 

Conclusies 

De conclusies van dit onderzoek luiden: 

Een keuzesysteem is ontwikkeld dat geschikt is om op een locatiespecifieke, stofspecifieke en 
kosten-effectieve wijze toxiciteit in oppervlaktewater te kunnen monitoren wanneer dit in 
ernstige mate verontreinigd is met zware metalen enlof besîiijdingsmiddelen. Als zodanig is 
een beoordeling van de actuele waterkwaliteit, gericht op het waarnemen van toxiciteit, 
mogelijk. Verdere toepassing in de praktijk is echter noodzakelijk om het keuzesysteem te 
valideren; 

Detectie van specifieke verontreinigingen lijkt alleen mogelijk in het geval dat deze 
verontreinigingen in ruime mate de (chemische) normen overschrijden, of in het geval dat 
meerdere verontreinigende stoffen met eenzelfde werkingsmechanisme deze normen 
overschrijden. Voor detectie van lagere concentraties zijn gevoeligere technieken nodig wals 
biomarkertesten, of dient het oppervlaktewater te worden geconcentreerd. Deze technieken zijn 
op dit moment echter nog volop in ontwikkeling en zijn daarom nog niet geselecteerd, 

Het ontwikkelde keuzesysteem is niet geschikt om te kunnen beoordelen of voldaan wordt aan 
de geldende (chemische) nomen voor individuele stoffen. Biologische monitoring vormt dus 
geen alternatief voor de chemische monitoring. Het nut van bet toepassen van biomonitoring- 
technieken is juist dat comolementaire informatie wordt verkregen over de biologische 
beschikbaarheid en de gecombineerde werking van aj- aanwezige verontreinigingen en dus 



niet alleen over het beperkte aantal stoffen dat chemisch wordt geanalyseerd. Wel kan worden 
overwogen om biologische monitoring als eerste stap toe te passen, om vervolgens alleen die 
monsters chemisch te analyseren die daadwerkelijk toxische effecten laten zien; 

o Voor het keuzesysteem zijn biomonitonngtechniekni geselecteerd die op dit moment (medio 
1997) als 'meest geschikt' zijn aangemerkt. Van deze technieken zijn routinematig toepasbaar: 
- acute bacterie-. watervlooien- en Rotoxkit F-test (lab-bioassays); 
- watervlooien veldbioassay; 
- dynamische Daphniaîest en mosselmonitor (biologische bewakingsaystemen); 
Nog niet voldoende doorontwikkeld of gevalideerd voor routinematig gebruik zijn: 
- acute algentest (lab-bioassay) (benodigde aanpassing menstelling blancomedium); 
- kmostest en muggenlarve veldbioassay; 
- DF-klgentest (biologisch bewakingssysteem); 
Deze technieken zijn toch geseIeoteerd omdat ze veelbelovend zijn. 

6.3 Aanbevelingen 

Naar aanleiding van de resultaten van het voorliggende onderzoek zijn de volgende aanbevelingen 
geformuleerd ten aanzien van het monitoren van toxische effecten in oppervlaktewater: 

0 Doorontwikkeling van de acute algentest, de kmastest, de muggelarve veldbioassay en de DF- 
Algentest; 

Wanneer technieken voor het concentreren van oppervlaktewater voldoende zijn 
doorontwikkeld en gevalideerd (schatting: binnen nu en 5 jaar), deze gebruiken om zo ook 
lagere dan piekconcentraties te kunnen detecteren met de geselecteerde lab-bioassays. 
Bovendien kan door het kiezen van specifieke concentreringstechnieken de stohpecificiteit 
worden vehoogd: 

Wanneer biomarkertesten voldoende zijn doorontwikkeld en gevalideerd (schatting: binnen nu 
en 5 jaar), deze (eventueel in combinatie met een concentreringsstap) opnemen in het 
keuzesysteem en gebruiken om ook lagere dan piekconcentraties te kunnen detecteren; 

0 Herhaalde toepassing van de technieken op dezelfde locatie om m beter inzicht te krijgen in de 
invloed van seizoensfluctuaties op het gemeten effect, zodat d a m  de ecologische relevantie 
beter kan worden beoordeeld; 

0 'Up to date' houden van de gegenereerde overzichten met toxiciteitdata; 

o Invoering van een zekere mate van 'effect1-nornering om u> de beperkingen van een puur 
chemisch gerichte beoordeling te verkleinen. 



BEGRIPPENLIJST 

Verklaringen van de woorden en begrippen zijn specifiek voor deze rapportage en zijn dus niet in 
alle gevallen algemeen geldend. 

accumulatie Zie bioaccumulatie; 
actieve @io)monitoring Het blootstellen van een ( p e p  van) - gevoelig(e) - organisme(n) in 

de veldsituatie of het laboratorium aan oppervlaktewater waarna veranderingen worden 
bestudeerd bij dit (deze) organisme(n). Hierbij wordt altijd gebruik gemaakt van een 
experimentele opstelling. In het geval van blootstelling in het laboratorium wordt een 
monster van het te monitoren oppervlaktewater getransporteerd naar dit laboratorium; 

acuut @ioassay/eff~títoxiciteit) Heeft betrekkiig op de duur van de bioassay of de tijdspanne 
waarbiien een effect kan worden waargenomen. Dit kan zijn enkele minuten tot enkele 
dagen. Meestal wordt alleen gekeken naar de sterfte; 

afbraak De eigenschap van een stof/verbindiig om de transformeren in moleculaire 
componenten; 

af ' lwater  De algemene aanduiding voor zowel effluenten, uitloogmateriaal als elutriaat; 
bentische organismen Organismen die in het sediment leven; 
beoordeling Evaluatie van de Gsische, chemische en biologische analyseresultaten in relatie 

tot van te voren opgestelde ecologische en of humane beoordelingscriteria; 
beoordelingscriteria Criteria opgesteld voor ecologische of humane kwaliteitsdoelen; 
betrouwbaarheid Maat die iets zegt over de 'hardheid' van het resultaat van een analyse 

(chemisch of bioassay); 
bioaccumulatie Het proces van ophoping van toxicanten in organismen; 
bioaccumulatlemonitoring Het metentdetecteren van chemische stoffen in biologisch 

materiaal; 
bioaccumulatietest Bioassay waarin de mate van bioaccumulatie wordt bestudeerd; 
bioassays Laboratoriumexperimenten waarin (meestal) lagere diersoorten worden blootgesteld 

aan een (extract van een) te beoordelen water(bodem)monster. Het doel van bioassays is het 
beoordelen of de aanwezige verontreinigingen in het monster in die mate beschikbaar zijn 
dat ze negatieve effecten veroorzaken bij deze dieren (testorganismen). Een negatief effect is 
bijvoorbeeld de remming van de groei of reproductie of in het uiterste geval sterfte. De in 
bioassays gehanteerde parameters zijn representatief voor organismen in het veld, voldoende 
onderscheidend, eenvoudig te meten, reproduceerbaar en relatief goedkoop en toepasbaar; 

biochemische indicator Zie biomarkers; 
biokorf Een door het U A  ontwikkelde roestvrijstalen testkooi waarin bijvoorbeeld 

watervlooien of muggenlarven in het veld kunnen worden uitgehangen en aldus worden 
blootgesteld aan (verontreinigd) oppervlaktewater of sediment (waterbodem); 

biologische afbraak Een door enzymen gekatalyseerde afbraak van een verbinding; 
biologisch beschikbare fractie Het deel van een toxicant in oppervlaktewater dat kan worden 

ooeenomen door levende oreanismen: .- 
biologische bewakingssystemen Biologisch testsysteem waarmee oppervlaktewater continu 

kan worden gemonitord en zo een vroege detectie (gevolgd door een alarmeMg) van (pieken 
in de concentraties van) toxicanten kan wo& gerealiseerd. Hiermee wordt dus een continu 
inzicht in de kwaliteit van het oppervlakte verkregen (bijvoorbeeld bij belangrijke 
inlaatpunten van oppervlaktewater); 

biologische monitoring Zie biomonito~g; 
biomagnificatie Ophoping van toxicanten in hogere organismen (vogels en zoogdieren) via de 

voedselketen; 
biomarkers De subletale biochemische, fysiologische of pathologische respons van individuele 

organismen na blootstelling aan milieuvreemde stoffen; 
biomonitor Zie biomonitoring; 



biomonitoring Stelselmatig gebniik maken van een biologische respons om (in het algemeen 
door de mens veroorzaakte) veranderingen in het milieu te detecteren met als doel het 
gebruiken VN deze informatie voor waterkwaliteitsbeheer; 

biotische indices Het gebmik van biota om de kwaliteit van het milieu weer te geven; 
carcinogeen Het indiceren vm gezwellen door chemische, fysische of biologische oorzaken; 
chromogeen substraat Kleurloze verbinding die door biologische afbraak (zie biologische 

afbraak) wordt omgezet in een gekleurd afbraakproduct; 
chronisch (bioassay/effect) Heeft betrekking op de duur van de bioassay of de tijdspanne 

waarbinnen een effect kan worden waargenomen. Lengte van de bioassay beslaat een 
belangrijk deel van de levensduur van het betreffende testorganisme. Een effect kan dus pas 
binnen een aantal dagen tot weken worden waargenomen. In dit type bioassay worden 
meestal subietale parameters bestudeerd zoals reproductie, ontwikkeling of groei; 

combinatietoxiciteit De gecombineerde toxische inwerking van meerdere stoffen tegelijk; 
complex mengsel Een watermengsel dat bestaat uit vele verschillende stoffenkerbindingen; 
concentratie De hoeveelheid van een stof in het milieu (water, bodem of lucht); 
continue (bio)monitoring Het voortdurend, zonder onderbreking (bio)monitoren van de 

kwaliteit van oppervlaktewater; 
controle Simultaan in bioassay getest monster bestaande uit hetzelfde verdunningsmedium als 

in de testconcentraties, echter in afwezigheid van een toxicant; 
dosis Een absolute hoeveelheid stof toegediend aan een proefdier; 
dosis-effect-relatie Bij een toename in de hoeveelheid toxicant neemt (in theorie) ook de mate 

van effect in een bioassay toe volgens een bepaalde relatie. Aanduiding wordt gemakshalve 
ook gebruikt wanneer organismen niet worden blootgesteld aan een dosis maar aan een 
bepaalde concentratie van een toxicant. Strikt genomen is in dit geval echter sprake van een 
concentratie-effect-relatie; 

early warning Slaat op het biomonitoren van oppervlaktewater met als doel het tijdig (vroeg) 
detecteren van plotselinge veranderingen in de waterkwaliteit, gevolgd door een 
alarmmelding; 

ELs0 Effect ancentratie: geschatte concentratie toxicant waarbij de helft van de 
testorganismen een bepaald effect laat zien (bijvoorbeeld immobiliteit) na een bepaalde 
blootstellingsduur; 

ecologische relevantie Belang van een soort voor het voortbestaan van de rest van de soorten 
waannee deze soort een levensgemeenschap vormt; 

ecosysteem Verzameling van op een en dezelfde plaats voorkomende populaties (micro- 
organismen, planten en dieren) die daardoor met elkaar en met het omringende fysische en 
chemische milieu interacties kunnen aangaan en aldus een functionele eenheid vormen; 

ecosysteemmonitor(íng) Het monitoren van de biologische respons van een ecosysteem op 
chemische veranderingen in het oppentlaktewater. Dit omvat inventarisaties van de 
soortensamenstelling, dichtheid, diversiteit, aanwezigheid van indicatorsoorten, ecologische 
indices etc.; 

ecotoxiciteit De eigenschap van een milieuvreemde stof om negatieve effecten te veroorzaken 
in een ecosysteem; 

ecotoxicologie De studie naar door chemische en fisische factoren veroonaakte toxische 
effecten bij levende (individuele) organismen, populaties en levensgemeenschappen m een 
ecosysteem. Deze studie omvat ook de doorgifte van deze factoren en hun interactie met het 
omringende milieu; 

effect Het resultaat voor een gedefinieerd eindpunt (zie eindpunt) na blootstelling van een 
testorganisme aan een toxische stof; 

eindpunt De belangrijkste parameter die bestudeerd wordt in een bioassay (bijv. L(E)C of 
NOEC-waarde); 



geldigheidscriteria Criteria opgesteld voor abiotische en biologische parameters waaraan moet 
worden voldaan om de meetresultaten van een bioassay te mogen classificeren en 
beoordelen; 

genotoxiciteit De eigenschap om schade te veroorzaken in genetisch matdaal zoals mutaties 
(zie mutageniteit) die leiden tot chromosoomschade etc. Deze schade kan mogelijk leiden tot 
kanker; 

gevoeiig testorganismehioassay Testorganismelbioassay die reeds bij blootstelling aan een 
relatief lage concentratie toxicant een negatief effect laat zien; 

grenswaarde Korte termijn (2000) t&sendoelstelling ten aanzien van de algemene 
milieukwaliteit van oppervlaktewater en waterbodem. Hiervoor geldt een 
inspanning%verplichting van de waterbeheerder: deze moet het mogelijke doen om de 
doelsfelling de gestelde termijn te realiseren; 

haioiiel zoutminnend; 
hydrofoob waterafstotend; 
I-lijst Lijst van stoffen uit de Evaluatienota Water die op projectmatige basis worden gemeten 

(Inventariserend); 
image-processing Analyse van fotografische of video-opname m.b.v. computerapparatuur. 

Analyse slaat bijvoorbeeld op het tellen van het aantal kroosplantjes in de kroostest; 
indicator(aoort) Een organisme (plant of dier) dat via passieve monitoring op enigerlei wijze 

informatie verstrekt over de (mate van) blootstelling aan toxicanten in het veld; 
interventiewaarde Doelstelling ten aanzien van de algemene milieukwaliteit van 

oppervlaktewater water- en landbodem. Overschrijding hiervan moet in principe leiden tot 
directe actie; 

in vitro het kweken of testen van weefsel buiten het lichaam (in glas, vitnim=glas) 
in vivo 'in levende toestand', testen uitgevoerd met een geheel organisme 
lab(oratorium)-bioassays Zie bioassays; 
LCS0 Letale Oncentratie: geschatte concentratie toxicant waarbij de helft van de 

testorganismen zou sterven na een bepaalde blootstelliigsduw~ 
LOEC Lowest Qbserved Effect Concentration: De testconcentratie met de laagste hoeveelheid 

toxicant waarbij een significant verschil kan worden aangetoond in vergelijking met de 
controle; 

matrix (Letterlijk moederbodem of kiemlaag) Uitgangsmateriaal: sedimentmonster voor 
sanering; 

müieuhygi~nische beoordeling Beoordeling van de potentit!le toxiciteit van sediment- 
monsters; 

milieumonster Porie-, grond-, oppervlakte- en afvalwater, grond, sediment, lucht etc.; 
M-lijst Lijst van stoffen uit de Evaluatienota Water die regelmatig dienen te worden gemeten 

(Monitoring); 
modifying factors Het geheel van biologische en abiotische factoren die, naast de 

aanwezigheid van een bepaalde toxicant, van invloed zijn op het resultaat van een bioassay; 
monitoring Zie biomonitonng; 
multispecies-test Test waarin in één systeem gelijktijdig méér dan een organisme wordt 

blootgesteld aan een toxicant (zie verder bij 'bioassay'); 
muîageniteit De eigenschap van een chemische stof om mutaties in het erfelijk materiaal te 

veroorzaken; 
muîageniteitsmonitor~m9) Het beoordelen van het oppervlaktewater op de aanwezigheid van 

mutagene of genotoxische stoffen; 
negatief eífeet Veranderingen in de morfologie, fysiologie, groei, ontwikkeling of levensduur 

van een organisme die leiden tot een verminderd functioneren; 
NEL No Effect b e l :  De reAe hoogste concentratie toxicant waarbij géén significant verschil 

kan worden aangetoond in vergelijking met de controle. 



NOEC No Qbserved Effect g&centration: De testconcentratie met de grootste hoeveelheid 
toxicant waarbij gébn significant verschil kan worden aangetoond in vergelijking met de 
controle; 

norm Maximaal geoorloofde concentratie van een toxische stof in het oppervlaktewater; 
normaalwaarde Waarde of bandbreedte van waarden die een biologische parameter kan 

aannemen onder relatief schone (= niet verontreinigde) omstandigheden; 
opnamekinetiek Wijze van opname van taxicanten (passief of aktief) door testorganismen; 
oppervlaktewater Open water: meren, plassen, rivieren, sloten, kanalen e.d.; 
PAK filycyclische aromatische koolwaterstofi 
passieve (bio)monitoring Hiervan is sprake wanneer uitsluitend gebruik wordt gemaakt van de 

in het veld aanwezige organismen zonder daarbij gebruik te maken van een van tevoren 
gexntroduceerde experimentele opstelling. Hierbij worden inventarisaties in het veld verricht, 
gericht op het vinden van effecten bij soorten (bijvoorbeeld aan- of afwezigheid van 
indicatorsoorten, samenstelling van levensgemeenschappen) of worden organismen 
verzameld om stofgehalten te bepalen (bioaccumulatie, interne concentratie); 

PCB &lychloo&ifenyl; 
poriewater Water dat zich in de natuurlijke poriën van het sediment bevindt. Dit water kan 

voor gebruik in bioassays worden gewonnen door uitpersen of centrifugeren; 
randvoorwaarden Opgestelde criteria voor enkele fysischkhemische parameters (temperatuur, 

zuurgraad, nitraat, &riet, ammonium en chloride) waaraan voldaan-moet worden gedurende 
de uitvoering van bioassays (zie ook bij modieing factors); 

ratio te referenee De gemeten waarde voor het effect na blootstelling aan een milieumonster 
(zie milieumonster) gedeeld door de gemeten waarde in het referentiemonster. Dit geeft dus 
het aantal malen overschrijding van het effect in het referentiemonster; 

referentie(m0nster) Een niet verontreinigd (mi1ieu)monster (zie milieumonster) met 
vergelijkbare karakteristieken als het gelijktijdig en op dezelfde wijze getest verontreinigde 
(mi1ieu)monster; 

replica Identiek en gelijktijdig ingezet testvaatje. Bij een toename in aantal replica's neemt ook 
de betrouwbaarheid van het testresultaat toe; 

reproduceerbaarheid Mate van herhaalbaarheid van een bioassayresultaar; 
screening De toepassing van een lab-bioassay om een globale indruk te krijgen over de 

toxiciteit van een milieumonster. Hierbij wordt meestal maar één testconcentratie beoordeeld 
(bijv. onverdund milieumonster) en vaak met minder dan het standaard aantal replica's of 
aantal testorganismen per replica; 

srreeningstest(en) Acute lab-bioassays toegepast t.b.v. screening (zie screening); 
sediment Waterbodem; 
semi-continue monitoring Het voortdurend, met slechts korte onderbrekingen (bijvoorbeeld 

ieder kwartier een test) (bio)monitoren van de kwaliteit van oppervlaktewater; 
single-species-test Test waarin slechts kén organisme wordt blootgesteld aan een toxicant (zie 

verder bij 'bioassay "); 
standaardisatie Mate van gelijkheid van herhaalde uitvoeringen van een biomonitoring 

techniek. 
stofspecifieke benaderlag De beoordeling van de milieukwaliteit gebaseerd op de chemische 

concentratie en toxiciteit van individuele stoffen; 
steekmonster Op een willekeurig moment genomen monster vm het oppervlaktewater; 
streefwaarde Lange termijn (2000+) doelstelling ten aanzien van de algemene milieukwaliteit 

van oppervlaktewater en waterbodem. Hiervoor geldt een inspanningsverplichting van de 
waterbeheerder: deze moet het mogelijke doen om de doelstelling binnen de gestelde termijn 
te realiseren; 

subletaal Iedere waarneembare (negatieue) verandering in het functioneren van een organisme 
met uitzondering van sterfie; 



taxonomisch verwante soorten Soorten die wat betreft hun classificatie (afhankelijk van 
morfologische kenmerken) veel op elkaar lijken. Van deze soorten wordt aangenomen dat zij 
ook op elkaar zullen lijken wat betreft hun gevoeligheid voor toxicanten, 

techniek Lab-bioassay, veldbioassay, biologisch bewakingssysteem, ecosysteemmonitor, 
bioaccumulatietest of mutageniteittest; 

testbatterij Set van geselecteerde biomonitoringtechnieken die gelijktijdig worden ingezet. 
Hierbij wordt gestreefd naar de inzet van technieken die elkaar zo weinig mogelijk zullen 
overlappen wat betreft hun gevoeligheid voor bepaalde toxicanten (bijvoorbeeld gebruik 
makend van organismen van verschillende trofische niveaus); 

toxie unit De concentratie toxicant in een (onverdund) sedimentmonster uitgedrukt als fiactie 
van de L@)C,- of soms als fractie van de NOEC-waarde; 

toxicant Stof die bij een bepaalde concentratie en blootstellingsduw veiantwoordelijk is voor 
een verminderd fiuictioneren van een testorganisme. 

toxiciteit (toxisch) De intrinsieke mogelijkheid van een stoffverbinding om negatieve effecten 
(bijv. verminderde reproduktie, groei of zelfs sterk) te veroonaken bij levende organismen 
die hieraan worden blootgesteld; 

toxiciteit- of effectmonitoring Het meteaddetecteren van de directe (biologische) respons van 
individuen op toxicanten. Dit omvat bioassays (in het labomtorhm of in het veld), 
biologische bewakingssystemen (biomonitoren), maar ook waargenomen effecten in het 
veld, zoals het optreden van massale vissterfte e.d.; 

toxieiteittest Bioassay met ais doel de beoordeling van één stof; 
Toxkit-test Acute toxiciteittest waarbij de testorganismen worden verkregen uit gedroogde 

cysten. Doordat gebniilc wordt gemaakt van exact hetzelfde biologische materiaal, dezelfde 
levensstadia, verdunningsmedium, testvaatjes etc., wordt een zeer hoge graad van 
standaardisatie bereikt; 

trofIseh niveau Indeling van soorten gebaseerd op de wijze van voedselverwerving; 
veldbioassay Bioassay (zie flab)bioasssay) waarbij organismen gedurende een bepaalde tijd 

(bijv. 1 week) bijvoorbeeld in een biokorf (zie biokorf) in het veld worden blootgesteld aan 
oppervlaktewater; 

verzamelmonster Over een bepaalde tijdsperiode @ijvoorbeeld één e-bnaai) genomen monster 
van het oppervlaktewater. Hierbij wordt per tijds- of debietseenheid een bepaalde 
hoeveelheid monster genomen (tijds- of debietsproportioneel monster) en vermengd met de 
reeds genomen hoeveelheid monster; 

XAD-(eoncentrering) Aanduidiig van een bepaalde harssoort die de eigenschap heeft om 
apolaire en matig polaire stoffen te adsorberen en aldus kan worden gebruii voor het 
concentreren van organisch materiaal uit oppervlaktewater. 
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Biilaee 1. 

ACUTE ALGENTEST (LAB-BIOASSAY) 

Algemeen principe: 

De acute algentest (lab-bioassay) met groenalgen wordt uitgevoerd volgens één van de volgende 
richtlijnen: IS0 8692 (1989), NEN 6506 (1984), U.S. EPA (1989) of OECD 201 (1984). In deze 
test wordt de groeiremming van de alg beoordeeld na minimaal 72 uw blootstelling aan 
verschillende concentraties oppervlaktewater. De testconcentraties worden aangemaakt door het 
oppervlaktewater te verdunnen met een gestandaardiseerd, schoon watennedium dat tevens als 
blanco wordt meegetest. De mate van groei wordt bepaald middels de toename van het totaal aantal 
algencellen gedurende de test. Dit wordt uitgedrukt in de volgende twee eindpunten: 'oppervlakte 
onder de groeicurve' (A) en 'groeisnelheid' (p). Uit de resultaten voor A en voor p wordt met 
behulp van een geschikte statistische methode de concentratie oppervlaktewater geschat die, in 
vergelijking met de blanco, 50% remming van de algengroei geeft (EC50). Voor deze test kan, 
aniankelijk van het protocol, gebruik worden gemaakt van de groenalg Scenedesmus subspicatics, 
Raphidocelis subcapitata (voorheen: Selenastnim capricontutum) of Chlorella pyrenoïdosa. 

Bijzonderheden t.a.v. de uitvoering binnen dit project (toepassing in keuzesysteem): 

De acute algentest is uitgevoerd met behulp van de recent, commercieel beschikbaar gekomen 
Algaltoxkit P (Creasel, 1996b). Deze Toxkit volgt de OECD 201-richtlijn en maakt gebruik van 
de groenalg Raphidocelis subcapitata. Tijdens de uitvoering is de bij deze Toxkit bijgevoegde 
richtlijn (Standard Operational Procedure) gevolgd (Creasel, 1996b). 

Binnen dit STOWA-project is echter voor een gemodificeerde uitvoering van deze test gekozen. 
Deze wijziging houdt in dat in plaats van een verdunningsreeks met drie replica's per 
testconcentratie, uitsluitend 6 replica's van het onverdunde oppervlaktewater zijn beoordeeld. Na 
24, 48 en 72 uur blootstelling is in iedere replica spectrofotometnsch de optische dichtheid 
gemeten, die vervolgens is omgerekend naar het aantal algencellen per ml. Op basis hiervan zijn A 
en p berekend. Tenslotte is met behulp van de parametrische 'Bonfmoni'-test uit het statistische 
software pakket SPSS (NON&, 1992) getoetst of er ten opzichte van de blanco enlof referentie 
significante verschillen in de waarnemingen voor A en p zijn. Hiervoor is eerst getoetst of voldaan 
werd aan de eisen t.av. normaliteit en homogeniteit van varianties. 

Randvoorwaarden: 

Voor een aantal fysisch-chemische parameters staan de waarden, waarbij tijdens een acute 
blootstelling van Raphidocelis subcapitata géén beïnvloeding van het testresultaat wordt verwacht 
(de zogenaamde randvoorwaarden), vermeld in de volgende tabel (Botteweg, 1996, Maas et al, 
1993 en Maas, 1995): 

pH 01 NO; NH,' NH, Geleidbaarbeid 
(WO (mg)  (men) ( m g )  (Wm) 

8.3 r I niet bekend < 500 < 45 < 2,4 niet bekend 

Geldigheidscriteria: 

De volgende geldigheidscriteria zijn van toepassing bij het testen van verdunde en onverdunde 
watennonsters: 



De monsters en de blanco moeten voldoen aan de randvoorwaarden (zie C); 

Het aantal cellen in de blanco dient in 72 uur minimaal 16 keer te zijn toegenomen; 

Wanneer een kwaliteitstest is uitgevoerd, dient het testresultaat binnen de in het protocol 
vermelde range te liggen (zie J). 

Nadat gecontroleerd is of de uitgevoerde test aan de geldigheidscriteria voldoet, kunnen de 
resultaten van de test worden beoordeeld. Hiertoe wordt met behulp van een geschikte statistische 
methode (bijv. de parametrische Bonferoni T-test) getoetst of de groei in een bepaald 
oppervlaktewatermonster statistisch significant verschilt van de groei in het blancotestmedium 
edof de referentielocatie. Hiervoor wordt echter eerst getoetst of voldaan wordt aan de eisen t.a.v. 
normaliteit en homogeniteit van varianties, Indien hieraan ook na een eventuele transformatie van 
de waarnemingen niet kan worden voldaan, dan wordt voor het toetsen van verschillen gebruik 
gemaakt van een niet-parametrische methode (bijv. een rangsomtoets). Deze statistische analyses 
worden op zowel de resultaten met betrekking tot het 'oppervlakte onder de groeicurve' (A) als met 
betrekking tot de 'groeisnelheid" (p) uitgevoerd. 

Indien de groei op de te onderzoeken locatie significant lager is dan in het blancotestrnedium (zie 
ook J. Aandachtspunten) enlof de referentielocatie. dan wordt geconcludeerd dat het betreffende 
monster negatieve en dus toxische effecten op de alg veroorzaakte. 

F. Toepassiogsgebkd en periode: 

De acute algentest is bruikbaar voor de beoordeling van de toxiciteit van stoffen, waterige monsters 
(oppervlaktewater, afvalwater) en waterbodems (via het poriewater d o f  elutriaat). Als Toxkit 
(Algaltoxkit F) is de test in het algemeen goed toe te passen bij het monitoren van 
oppervlaktewater, bij onderzoek naar de milieubezwaarlijkheid van afvalwater, bij handhaving en 
controle en bij saneringsonderzoek. 

Aangezien zowel het materiaal als de testorganismen het gehele jaar door verkrijgbaar zijn en 
aangezien deze test in het laboratorium, onder gestandaardiseerde omstandigheden wordt 
uitgevoerd, zijn er geen beperkingen ten aanzien van de periode waarin de test kan worden 
toegepast. 

G. Gevoeligheid: 

De acute algentest is gevoelig voor metalen (specifiek voor Cd, Cu en Zn), algiciden en herbiciden. 
In een studie door het LABRAP (Creasel, 1996b), waarbij de Algaltoxkit F werd vergeleken met de 
conventionele algentest, is gebleken, dat de gevoeligheid van de Algaltoxkit F voor stoffen en 
miliemonsters overeenkomt met de gevoeligheid van de conventionele acute algentest. Voor de 
specifieke gevoeligheid van deze test wordt verwezen naar bijlage 12. 

H. Ervaring bij waterbeheerden: 

Op dit ogenblik is de ervaring met de acute algenrest bij de waterbeheerders nog vrij beperkt. HH 
Rijnland heeft echter enige ervaring doordat in het kader van een afstudeeropdracht (AquaSense, 
1995) het oppervlaktewater van enkele locaties in hun beheersgebied met de volgende technieken 
is beoordeeld: de acute watervlooientest, de Rotoxkit F, de Thamnotoxkit F, de ECHA Biocide 
Monitor, de Toxi-Chromotest en de watervlooien veldbioasay. In latere instantie zijn (ingevroren) 
watermonsters van deze locaties aanvullend door de Universiteit van Gent beoordeeld met behulp 
van de Algaltoxkit F (nop niet gepubliceerd). Op S n  locatie kon een negatief effect met zowel de 



acute watervlooientest als met de watervlooien veldbioassay worden aangetoond. Op twee andere 
locdes kon met de Algaltoxkit F een effect worden aangetoond. 

Beschikbaarheid en kosten: 

Dae test kan worden uitgevoerd met zelf gekweekte algen. Deze test is als Algaltoxkit ook 
commercieel beschikbaar via AquaSense BV in Amsterdam. Deze toxkit bevat een gedetailleerde 
richtlijn (SOP), verbniiksmateriaal en algen. Met &n toxkit kunneh 2 complete vetdunnings- 
reeksen (1 blanco en 5 concentraties) met ieder 3 replica's per concentratie worden getest ter 
bepaling van de EC~O,  Indien alleen onverdunde watermonsters, met een dubbel aantal replica's 
worden getest, dan kunnen met één toxkit 1 blanco en 5 monsters worden getest 

In het volgende schema worden de kosten (uitvoeringstijd en verb~iksmateriaal) geraamd voor het 
testen van 2 complete verdunningsreeksen enlof het screenen van 5 onverdunde monsters en 1 
blanco met 6 replka's per mom& Hierbij is uitgegaan van het gebruik van de Algaltoxkit. 

Naast verb~iksmateriaaí is voor de uitvoering van de Algaltoxkit ook een kweekruimte (continue 
belichting en constante temperaîuur) en een spectrofotometer (geschikt voor 10 cm cuvetten) 
nodig. Een simpele kweekmimte ('Algaltoxkit incubator') kan via AquaSense worden verluegen 
voor circa. f 1.250,- en de spectrofotometer ('long ceU colorimeter') voor circa f 3.000,-. 

Aandachtspunten: 

i Onder invloed van toxische stoffen kunnen deformaties van algencellen voorkomen Dit kan 
bij eike test micmscopisch worden nagegaan; 

i Het verdient aanbeveling om regelmatig zowel ter controle van de gevoeligheid van de in de 
test gebruikte algensoort, als ter controle van de testprocedure, een test met kaliumdichromaat 
(K2Cr20,) als referentiestof uit te voeren. De IS0 8692 norm (1989) specificeert een range met 
betrekking tot de EC,. 12w-waarden voor Scenedesmus subspicatw enlof Raphidocelis 
subcapitata van 0,60 - 1,03 voor 'p' dan wel van O J0 - 0,75 mg K2Cr,0,n voor 'A'. De NEN 
6506 norm (1984) ge& voor de groeisnelheid van Scenedemus daarentegen een 
acceptatierange van 1,02 i 0,18 mg K2Cr201/i en noemt voor Chlorella pyrenoïdosa een 
acceptatierange van 0,70 i 0,07 mg K2Cr201ii. 

Het conventionele blancotestmedium bevat veel minder nutrikiten dan oppenlaktewater, 
waardoor de algengroei zelfs in verontreinigd oppervlaktewater vaak hoger is (zie 
praktijktoetsing). Daarom dient de mogelijkheid voor het samenstellen van een 
gestandaardiseerd medium met een hogere nutri&tensamensteUing te worden onderzocht. 
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Biilaee 2. 

ACUTE BACTERIETEST (LAB-BIOASSAY) 

Algemeen principe: 

De (1ab)bioassay met de bacterie Vibriofischeri (voorheen Photobacterium phosphoreum) wordt 
uitgevoerd volgens de NVN 6516 (1993) richtlijn. Een deel van de uit de stofwisseling 
vrijkomende energie wordt door deze bacterie als licht afgegeven (bioluminescentie). Het principe 
van deze test is dat toxische stoffen deze bioluminescentie remmen. Met een Lichtmeter (Microtox 
of Lumistox) wordt de afname van de bioluminescentie bij de bacterie beoordeeld na 5, 15 en 30 
minuten blootstelling aan verschillende concentraties van het te testen oppervlaktewater. De 
analyses worden in duplo uitgevoerd, waarna per blootstellingsduur &n gemiddelde EC20-waarde 
wordt bepaald. De EC2o-waarde (Effect ancentratie) is gedefinieerd als de concentratie 
oppervlaktewater, waarbij na een gegeven blootstellingsduur een afname van 20% van de 
bioluminescentie ten opzichte van de blanco (= verdunningsmedium) kan worden waargenomen. 
De laagste van de op de drie tijdstippen bepaalde EC2o-waarden, wordt gebniikt om de-toxiciteit 
van het oppervlaktewater aan te geven. 

Bijzonderheden t.a.v. de uitvoering binnen dit project (toepassing in kewsysteem): 

Binnen dit STOWA-project is deze test uitgevoerd volgens een gemodificeerde versie van het 
protocol voor de '100%'-test uit het Microtox-handboek (Microbics, 1992). Hierbij zijn in plaats 
van een verdunningsreeks met twee replica's per testconcentratie uitsluitend 5 replica's van het 
onverdunde oppervlaktewater beoordeeld. Na 30 minuten blootstelling is in iedere replica met 
behulp van de Microtox-lichtmeter de bioluminescentie (I) gemeten. Per monster zijn gelijktijdig 
ook 5 blanco's getest en gemeten. Op basis van deze waarnemingen zijn per replica de 'gamma' 
(T)-waarden berekend met behulp van de volgende, enigszins gemodificeerde fomule uit NVN 
6516 (1993): 

waarin: 
gemiddelde I,,,,, gemiddelde bioluminescentie in de blanco na een gegeven blootstellingsduur 

(t).' 
Lm~t",t bioluminescentie in de toetssuspensie na een gegeven blootstelliigsduur (t) 

Tenslotte is met behulp van de parametrische 'Bonferroni'-test uit het statistische software pakket 
SPSS (Nonisis, 1992) getoetst of er ten opzichte van de referentielocatie significante verschillen in 
de waarnemingen voor r zijn. Hiervoor is eerst getoetst of voldaan werd aan de eisen t.a.v. 
normaliteit en homogeniteit van varianties. 

Randvoorwaarden: 

Voor een aantal Wsisch-chemische parameters staan de waarden, waarbij g& beïnvloeding van 
het testresultaat wordt verwacht (de zogenaamde randvoorwaarden), vermeld in de volgende tabel. 

i Dit deel van de formule wijkt af van de originele formule in NVN 6516, waar deze waarde wordt 
gecorrigeerd voor de blanco bioluminescentie-aniame (R,). Vanwege de experimentele opzet van de 
'100%'-test is het echter niet mogelijk om deze R, te berekenen. 



*: Overgenomen uit Bottemeg, (red.) 1996 en gebaseerd op Maas ei al., 1993 en Maas, 1995; 
**: De randvoonvaarde voor deze chemische parameter is gebaseerd op de door Becker van Slooten el al. 

(1996) vastgestelde EG,, ,, ,,,waarde voor de b d e  fibrio fmchevi 

n.v.t.: het zoutgehalte van het monster is niet kritisch, aangezien dit voor elk monste-r artificieel wordt 
verhoogd voordat de M e  V. fiche?$ wordt toegevoegd. 

De volgende geldigheidscriteria zijn van toepassing bij het testen van onverdunde en verdunde 
watennonstem 

e De blaneo en de monsters moeten voldoen aan de mdvoorwaarden (zie C);. 

Wanneer een kwaliteitstest is uitgevoerd. dient het testresultaat binnen de in het protocol 
vermelde range te liggen [zie J). 

Verder zijn de volgende additionele criteria van ttoepassing indien er voor wordt gekozen om een 
verdunningsreeks (ter bepaling van de ECB) te testen i.p.v. uitsluitend één concentratie: 

De blanco afname (R, ) dient tussen de 0.6 en 1 J liggen; 

0 De laagste van de drie gemiddelde ECwwaarden moet kunnen worden geïnterpoleerd; 

0 De ECm-waarden van de duplotoetsen mogen niet meer dan 15% van e l h  afwijken. 

Nadat gecontroleerd is of de uitgevoerde test aan de geldigheidscriteria voldaet, kunnen de 
resultaten van de test worden beoordeeld. Hiertoe wordt met behulp van een geschikte statistische 
methode (bijv. de parametrische Bonfmoni' T-test) getoetsî of de bioluminescentie in een bepaald 
oppervlaktewatermonster statistisch significant van de bioluminescentie in de referentielocatie 
verschilt. Hiervoor wordt echter eerst getoetst of voldaan wordt aan de eisen t.a.v. normaliteit en 
homogeniteit van varianties. Indien hieraan ook na een eventuele transformatie van de 
waarnemingen niet kan worden voldaan, dan wordt voor het toetsen van verschillen gebruik 
gemaakt van een niet-parametrische methode (bijv. een rangsomtoets). 

Indien de bioluminescentie op de te onderzoeken loeatie significant lager is dan bij de 
referentielocatie, wordt geconcludeerd dat het betreffende monster negatieve en dus toxische 
effecten op de bacterie veroorzaakte. 

F. Toepassingsgebied en periode: 

De acute bacterietest wordt toegepast bij de screening en beoordeling van de toxiciteit van stoffen, 
waterbodems (via het poriewater enlof elutnaat) en waterige monsters (oppervlakiewater en 
afvalwater, in het bijzonder van de pehaleumindustrie (ïhomas et al., 1986; in: Munkittrick et al., 
1991). 

Aangezien zowel het materiaal als de temganismen het gehele jaar door verkrijgbaar zijn en 
aangezien deze test in het laboratorium, onder gestandaardiseerde omstandigheden wordt 
uitgevoerd, zijn er geen beperkingen ten aanzien van de periode waarin de test kan worden 
W 4 e p a  



Gevoeligheid: 

De test is gevoelig voor bactericiden, DDT en PCP, en metalen (met name Hg en Cu) (zie 
Munkittrick et al., 1991; Willemsen et al., 1995). Volgens Tarkpea er al. (1986; in Munkittrick et 
al., 1991) vertoont de test een grotere gevoeligheid voor effluenten dan voor pure componenten. 
Bovendien blijkt V. fischeri gevoeliger te zijn voor commerciEle formuleringen van herbiciden en 
pesticiden dan voor de chemisch zuivere fomuleringen (Thomas et al., 1986; in Munkittrick et 
al., 1991). Voor de specifieke gevoeligheid van deze test wordt verwezen naar bijlage 12. 

Ervaring bij waterbeheerders: 

De acute bactenetest is reeds toegepast door de provincie Utrecht, WS De Drie Ambachten, HH 
Rijnland en ZS West-Overijssel. Doordat gbén negatieve effecten konden worden aangetoond 
(bioassay te ongevoelig) of omdat de relatie tussen waargenomen effect (remming van de 
bioluminescentie) en de aanwezige verontreinigingen niet duidelijk was, wordt deze bioassay door 
twee beheerders als onbrnikbaar en door één beheerder slechts als redelijk toepasbaar beoordeeld. 
Als bijkomstig nadeel van deze bioassay wordt genoemd dat een niet representatief organisme 
(zoutwaterbacterie Vibrio fischen, voorheen Phofobacterium phosphoreum) wordt gebrnikt, 
waardoor het doorvertalen van de (laboratorium) testresultaten naar de veldsituatie lastiger is. De 
Acute bacterietest is volgens één van de waterkwaliteitsbeheerders echter wel bruikbaar als snelle 
screeningstest (testduur is 30 minuten), indien sprake is van een (zeer) ernstige verontreiniging, 
bijvoorbeeld in het geval van (illegale) lozingen, 

Door het toepassen van een concentreringsmethode is door ZS West-Overijssel onderzocht of de 
concentratie bestrijdingsmiddelen kan worden verhoogd tot een met de Acute bacterietest meetbaar 
niveau (Zuiveringschap West-Overijssel, 1993). Hierbij is geprobeerd om de bestrijdingsmiddelen 
te concentreren met behulp van XAD-harsen. Deze werkwijze bleek echter nog te bewerkelijk, te 
weinig onderbouwd, te duur en te veel onzekerheden te bevatten, waardoor deze voorlopig nog niet 
geschikt is voor routinematige toepasbaarheid. 

Het beoordelen van met XAD-hars geconcentreerd oppervlaktewater met behulp van de acute 
bacterietest is echter een vast onderdeel van het Biologisch Monitoring Programma van het RIZA, 
dat samen met het RIVM wordt uitgevoerd. Maandelijks wordt in dit kader de toxiciteit van de Rijn 
bij Lobith (sinds 1988) en de Maas bij Eijsden (sinds 1991) bepaald. Naast het feit, dat er in dit 
monitoringsprogramma wel degelijk toxiciteit kan worden aangetoond met de acute bacterietest, is 
opvallend dat na 1990 een duidelijke afname in deze toxiciteit valt waar te nemen (zie Noordhuis 
(red.), 1995). Door het RIZAKIWA werd eerder aangetoond dat de gemeten toxiciteit niet 
verklaard kan worden op basis van de via een uitgebreide GCIMS analyse aangetoonde stoffen. Het 
'ontbrekende' deel van de toxiciteit wordt waarschijnlijk veroorzaakt door onbekende verbindingen 
(zie Hendriks (ed.), 1994). De acute bactenetest is ook door anderen gebruikt voor het monitoren 
van XAD-geconcentreerd Maas- (AquaSense, 1994) en Rijn-oppervlaktewater (Noij & Meerkerk 
(red.), 1995). De concentraten van alle onderzochte locaties in de Maas bleken toxisch te zijn voor 
Vibriofischeri. Ook in de Rijn konden negatieve effecten worden gemeten met deze techniek. 

Beschikbaarheid en kosten 

Dit testsysteem en.de verbrniksmatenaien zijn verkrijgbaar via Petromation BV (Microtox) of Dr. 
Lange Benelux (Lumistox). 

In het volgende schema worden de kosten (uitvoeringstijd en verbrniksmateriaal) geraamd voor het 
testen van 5 complete verdunningsreeksen (2 replica's per concentratie) edof het screenen van 5 
onverdunde monsters met 5 replica's per monster, waarbij per monster gelijktijdig 5 
blancoreplica's worden meegetest. 



Kosten 
Verbmiksmateriaal Uitvoenngstijd' 

L W  Middel H W  Koii Middel Lang 
(<f590) If500-flWO) (>/1000) (c 1 dag) (1 - 3 dagen) (> 3 dagen) 

X X 

*: In~lusief voorbereiding, uitvoering, dstavenverláng en rappatage 

Naast verbrniksmateriaai is voor de uitvoering van de acute bacterietest ook een gecombineerde 
lichtmeter en kweekruimte (constante temperatuur) nodig. Dit systeem (Microtox of Lumistox), 
inclusief bijbehorende software en 'starter pack' kost circa f 35.000,-. Voor een exacte prijsopgave 
kan contact op worden genomen met Petromation BV (Microtox) of Dr. Lange Benelux 
(Lumistox). 

Aandachtspunten: 

Er zijn een aantal factoren, die de meting van de acute bacterietest kunnen beïnvloeden: 

Slecht oplosbare stoffen, vluchtige stoffen, stoffen die met verdunningswater of toetssuspensie 
reageren enlof stoffen die tijdens de toets veranderen, kunnen de betrouwbaarheid van de 
testresultaten en de reproduceerbaarheid van de toets behvloeden (Dr. Lange, 1994). Het 
verdient aanbeveling te onderzoeken of het eventueel gebrnikte extractie- of elutiemiddel één 
of meerdere van deze eigenschappen bezit en of het middel tot een aanvaardbaar niveau kan 
worden verwijderd; 

o Bij verwijdering van het eventueel gebrnikte extractie- of elutiemiddel kan de gemeten 
toxiciteit worden beïnvloed door verdamping, adsorptie aan glaswerk of door overschrijding 
van de oplosbaarheid van de geElitraheerde staffen (FlVN 6516, 1993); 

D Als mariene bacterie is KbrioJiseheri halofiel. Voorafgaand aan de toets wordt daarom het 
monster en de eventuele verdunningsreeks op de juiste osmotische waarde gebracht. Ionen van 
sommige zware metalen kunnen met Cl-ionen echter complexen vormen, waardoor de toxiciteit 
van de aanwezige metalen sterk kan wijzigen. Indien juist de toxiciteit van zware metalen van 
doorslaggevende betekenis wordt geacht, kan de juiste osmotische druk van het te toetsen 
oppervlaktewater monster ook worden verkregen door in plaats van namumchloride, sucrose 
toe te voegen. Dit geeft dezelfde druk als 20 @l NaCI. Bij toepassing van Lwnistox-bacteriën 
wordt de reconstitutie uitgevoerd met de sucrose-oplossing in plaats van de door de fabrikant 
bijgeleverde reactiveringsvloeistof @VN 6516, 1993). Als de toets wordt uitgevoerd met 
sucrose als middel ter verhoging van de osmotische druk, bestaat de blanco uit de sucrose- 
oplossing (NVN 65 16, 1993); 

Alvorens te toetsen, wordt de pH op een waarde tussen 5 en 9 gebracht. Er wordt aanbevolen, 
om bij extreme pH-waarden het monster ook zonder pH-bijstelling te toetsen (NVN 6516, 
lC193). 

o Gezien de verschillen in bereiding van voorraad- en testsuspensie met de twee verschillende 
commercieel verkrijgbare bacterie-preparaten, is het mogelijk dat verschillen optreden in 
stofspecifieke gevoeligheid. Afwijkende testresultaten kunnen worden veroorzaakt door een 
verschil van het in de toets aanwezige aandeel en karakter van mogelijk maskerende2 
verbindingen, afkomstig uit de reactiveringsvloeistof of het medium waatín de bacteriën 
oorspronkelijk door de fabrikant zijn gekweekt (NVN 65 16, 1993); 

2 Maskerende verbindingen zijn stoffen die domdat ze zelf een effect op de fluorescentie van de bacteriën 
hebben, een eventueel effect op de fluorescentie als gevolg van het geteste monster oventemmen. 



Ter controle van de gevoeligheid van Ebn'ofischen' kan een test uitgevoerd worden met fenol 
enlof zink (als bivalent ion) als referentiestof. De EG,, , ,,voor fenol dient tussen 3 en 10 mgll 
te liggen en de EC,,,o .,. voor zink tussen de 0,2 en 2 mg11 (NVN 6516, 1993). Het toetsen van 
fenol enlof zink als standaardstof dient tevens als controle van de gehele testprocedure. 
Gebruik geen standaardoplossing die is geconserveerd door toevoeging van chemicali&. Bij 
iedere charge baeterian verdient het aanbeveling voor gebruik deze controle uit te voeren. 
Eventueel door de leverancier opgegeven kwaliteitscriteria voor andere standaardstoffen 
kunnen eveneens worden geverifieerd (NVN, 1993). 

Referenties: 

(zie de literatuurlijst voor de volledige referenties) 

AquaSense, 1994; Becker van Slooten et al., 1996; Bottenveg, 1996; BundlLilnder-Projektgruppe 
"Wirkungstests Rhein" (WIR), 1995; DIN 38 412,1991; Dr.Lange, 1994,1995; Gaggi er al., 1995; 
Guzzella & Galassi, 1993; Hendriks, 1994; Kaiser & DevilIers, 1994; Kramer & Botterweg, 1991; 
Maas et al., 1993; Maas, 1995; Michaelidou et al., 1994; Microbics, 1992; Munawar er al., 1989; 
Noordhuis, 1995; Noij & Meerkerk, 1995; Nonisis, 1992; NVN 6516, 1993; Schiewe er al., 1985; 
Tarkpea et al., 1986; Thomas et al., 1986; in: Munkimick er al., 1991; Thomas & Hayward, 1990; 
Willemsen ei al., 1995; Zeiseniss & Grabert, 1994; Zimmer, 1993; Zuiveringschap West- 
Overijssel, 1993; Zwart & Slooff, 1983 



Biilaee 3. 

ACUTE WATERVLOOIENTEST (LAB-BIOASSAY) 

Aigemeen principe: 

De acute watervlooientest (lab-bioassay) wordt volgens de IS0 6341 (1989), NEN 6501 (1980), 
OECD 202 (1984) of OECD 202 part 11 (1993) richtlijn uitgevoerd met de watervlo Daphnia 
magna. Juveniele watervlooien (< 24 uur oud) worden blootgesteld aan verschillende concentraties 
oppervlaktewater. Deze testconcentraties worden aangemaakt door verdunning van het 
oppervlaktewater met een gestandaardiseerd zoetwatermedium. Dit niet gecontamineerde 
zoetwatermedium dient tevens als blancotestmedium. Na 24 d o f  48 uur blootstelling wordt per 
testconcentratie het aantal dode en immobiele dieren gescoord (immobiel = niet meer zwemmend, 
maar wel nog bewegende antennen). Uit deze testresultaten wordt met behuip van een geschikte 
statistische methode de (effect)concentratie geschat die 50% immobilisatie (= immobiel + dood) 
geeft (ECso). 

Bijzonderheden t.a.v. de uitvoering binnen dit project (toepassing in keuzesysteem): 

Binnen dit STOWA-project is deze test uitgevoerd volgens een gemodificeerde versie van de IS0 
6341-richtlijn (1989). Hierbij zijn in plaats van een verdunningsreeks met 4 replica's per 
testconcentratie uitsluitend 8 replica's van het onverdunde oppervlaktewater beoordeeld. De testen 
zijn uitgevoerd met behulp van de Daphtoxkit F (Creasel, 1996a) edof met watervlooien uit een 
laboratoriumkweek. Bij de Daphtoxkittesten wordt vier dagen voor inzetten van de bioassays 
begonnen met de 'haîching' van de wintereieren. Na 24 en 48 uur blootstelling aan het onverdunde 
oppervlaktewater is in iedere replica het aantal immobiele watervlooien geteld. Tenslotte is met 
behuip van de niet parametrische 'Wi1coxon'-rangsomtest uit het statistische software pakket SPSS 
(Fiorusis, 1992) getoetst of er ten opzichte van het blancotestmedium enlof de referentielocatie 
significante verschillen in het aantal immobiele watervlooien zijn. 

Randvoorwaarden: 

Voor een aantal fysisch-chemische parameters staan de waarden, waarbij tijdens een acute 
blootstelling van D. magna g& beïnvloeding van het testresultaat wordt verwacht (de 
zogenaamde randvoowaarden), vermeld in de volgende tabel: 

PH 0, hardheid NO; NH,' NH, N+SO, C t  Saliniteit Gcleidbasrheid 
(mgCaCOJ1) ( m g )  @fl)  @f l )  Wl) (W (rslmm) 

5.5 - 9 > 3 < 1500 C48 < 1ûû 3,s < 5000 < 3 < 5 750 

a I.* * L11 * e t* 

*: Overgenomen uit Botteweg, 1996 en gebaseerd op Maas et al (1993) en Maas (1995); 
**: Overgenomen uit Maas et al. (1993); 
***: De randvoonvaarde voor deze chemische parameter is gebaseerd op de door Becker van Slooten et al. 

(1  996) vastgestelde EC,a,,.,-waarde voor de watervlo Daphnia magna. 

Geldigheidscriteria: 

De volgende geldigheidscriteria zijn van toepassing bij het testen van onverdunde en verdunde 
watermonsters: 

De monsters en de blanco moeten voldoen aan de randvoorwaarden (zie C); 



Het percentage immobiele watervlooien in de blanco mag maximaal 10% bedragen; 

Wanneer een kwaliteitstest is uitgevoerd, dient het testresultaat binnen de in het protocol 
vennelde range te liggen (zie J). 

E. Beoordelingscriteria: 

Nadat gecontroleerd is of de uitgevoerde test aan de geldigheidscntena voldoei, kunnen de 
resultaten van de test worden beoordeeld. Hiertoe wordt met behulp van een geschikte statistische 
methode getoetst (bijv. met de niet parametrische 'Wilcoxon'-rangsomtest) of het percentage 
immobiele watervlooien in een bepaald oppervlaktewatermonster statistisch significant van het 
blancotestmedium eniof de referentielocatie verschilt. 

Indien het percentage immobiele watervlooien op de te onderzoeken locatie significant hoger is dan 
in het blancotestmedium eniof de referentielocatie, wordt geconcludeerd dat het betreffende 
monster negatieve en dus toxische effecten op de watervlo veroorzaakte. 

F. Toepassingsgebied en periode: 

De acute wafervlooientest is bmikbaar voor de beoordeling van de toxiciteit van stoffen, waterige 
monsters (oppe~lakte- en afvalwater) en waterbodems (via het poiewater en.of elutriaat) (zie H). 
Als Toxkit (Daphtoxkit) is de test goed toe te passen bij het monitoren van oppervlaktewater, bij 
ondaoek naar de milieubezwaarlijkheid van afvalwater, bij handhaving en controle en bij 
saneringsonderzoek. 

Aangezien zowel het materiaal als de testorganismen het gehele jaar door verkrijgbaar zijn en 
aangezien deze test in het laboratorium, onder gestandaardiseerde omstandigheden wordt 
uitgevoerd, zijn er geen beperkingen ten aanzien van de periode waarin de test kan worden 
toegepast. 

G. Cevoeiigheid: 

De test is zeer gevoelig voor metalen (voorai Hg, Cu, Cd) en besmjdingsmiddelen (diverse 
organofosforbestnjdingsmiddelen, DDT, Endrin, DDD, Hexachloorbenzeen, Aldicarb, Methiocarb 
en Deltamethrin. Voor de specifieke gevoeligheid van deze test wordt verwezen naar bijlage 12. 

H. Ervaring bij wiiterbeheerders: 

Qp dit ogenblik bestaat er reeds bij verschillende waterbeheerders (enige) ervaring met de acute 
watervlooientest. in het kader van een afstudeeropdracht (AquaSeme, 1995) is het 
oppervlaktewater van enkele locaties in het beheersgebied van HH Rijnland bijvoorbeeld 
beoordeeld met behulp van d& volgende technieken: de acute watervlooientmt, de Rotoxkit F, de 
Thamnotoxkit F, de ECHA Biocide Monitor, de Toxi-Chromotest en de watervlooien veldbioassay. 
In latere instantie zijn (ingevroren) watermonsters van deze locaties aanvullend door de 
Universiteit van Gent beoordeeld met behulp van de Algaltoxkit F (nag niet gepubliceerd). Op 
locatie kon een effect met zowel de acute watervlooientest als met de watervlooien veldbioassay 
worden aangetoond. Op twee andere locaties kon met de Algaltoxkit F een effect worden 
aangetoond. 

D m a a s t  is de acute watervlooientest reeds toegepast door HH Delfland (Runia er al., 1996) ZS 
West-Overijssel. De ervaring met deze laboratoriumbioassay is (zeer) positief, aangezien relaties 
tussen de mate van verontreiniging (hoge eoncentraties van met name 
organofosforbeshijdingsmiddelen) en de waargenomen negatieve effecten (stedte) aannemelijk 
konden worden gemaakt. 



Ook door het RIZA wordt de acute watervlooientest zeer waardevol geacht. Hierbij valt 
bijvoorbeeld te denken aan een rol bij het beoordelen en monitoren van afvalwater of concentraten 
van oppervlaktewater (mededeling heer J. Hendriks, RIZA). Tenslotte wordt ook bij een aantal 
bedrijven het afvalwater reeds regelmatig met deze test beoordeeld. 

I. Beschikbaarheid en kosten: 

Deze test kan worden uitgevoerd met zelf gekweekte watervlooien. Deze test is als Daphtoxkit F 
(magna of pulex) ook commercieel beschikbaar via AquaSense BV in Amsterdam. Deze toxkit 
bevat een gedetailleerde richtlijn (SOP), verbrniksmateriaal en watervlooien. Met &n toxkit 
kunnen 6 complete verdunningsreeksen (1 blanco en 5 concentraties) met ieder 4 replica's per 
concentratie worden getest ter bepaling van de EC50. Indien alleen onverdunde watermonsters, met 
een dubbel aantal replica's worden getest, dan kunnen met één toxkit 3 blanco's en 15 monsters 
worden getest (per 5 monsters telkens 1 blanco meegenomen). 

In het volgende schema worden de kosten (uitvoeringstijd en verbrniksmateriaai) geraamd voor het 
testen van 2 complete verdunningsreeksen enlof het screenen van 5 onverdunde monsters en 1 
blanco met een 8 replica's permonster. Hierbij is uitgegaan van het gebniik van de Daphtoxkit. 

Kosten 
Verbmiksmateriaal Uitvoeringstijd* 

Laag Middel Hoog Kort Middel Lang 
(<f 500) (f 500 - f  1000) (>f 1000) l dag) (1 - 3 dagen) (> 3 dagen) 

X X 

*: Inclusief voorbereiding, uitvoering, dataverwerkmg en rapportage 

Naast verbrniksmateriaai is voor de uitvoering van de Daphtoxkit ook een kweekruimte (belichting 
en constante temperatuur) nodig en een speciale lichttafel voor het beoordelen van de testresultaten 
wordt aanbevolen. Een simpele kweekruimte ('Toxkit incubator') kan via AquaSense worden 
verkregen voor circa. f 500,- en de lichttafel voor circa f 250,-. 

Aandachtspunten: 

Ter controle van de gevoeligheid van Daphnia magna en tevens ter controle van de 
testprocedure wordt een test uitgevoerd met kaliumdichromaat (K,Cr&,). De waarde voor de 
EC,*,,, van kaliumdichromaat dient binnen de range van 0,9 mg/l tot 2,4 mg11 te liggen (IS0 
6341,1989); 

De tolerantie van Daphnia magna voor de combinatie van Na', K', Ca2+, M& Cl-, ~ 0 ~ ~ -  en 
HCO; is niet bekend. Indien de gehalten in het monster veel hoger zijn dan in het 
gestandaardiseerde medium, dat als verdunnhgsmedium en blanco wordt gebruikt, kan 
Daphnia magna niet als proefdier worden gebrnikt (NEN 6501, 1980). 

Referenties: 

AquaSense, 1995; Baier et al., 1985; Becker van Slooten et al., 1996; Botterweg, 1996; Burton, 
1992; Burton ef al., 1990; Calleja ei al., 1994; Creasel, 1996a; Dave, 1992; Dutka et al., 1991; 
Giesy & Hoke, 1990; Great Lakes Water Quality Board, 1988; IS0 6341, 1989; Janssen & 
Persoone, 1993; Léon, 1993; Luttik et al., 1991; Maas, 1995; Maas et al., 1993, 1994; Maas- 
Diepeveen & van de Guchte, 1990; Miller et al., 1985; Mulder, 1993; Munawar et al., 1989; 
Nebeker et al., 1984; NEN 6501, 1980; Nornsis, 1992; OECD 202,1984; OECD 202 part 11, 1993; 
Persoone et al., 1993, 1994; Plassche et al., 1990; Runia et al., 1996; Schuytema et al., 1984; 
Slooff et al., 1991; Stortelder er al., 1989; Toussaint et al., 1995; Zimmer, 1993. 



Biilage 4. 

ACUTE ROTOXKIT F-TEST (LAB-BIOASSAY) 

Algemeen principe: 

De Rotoxkit F-test (lab-bioassay) wordt uitgevoerd met het raderdiertje Brachionw caiyc$otus 
volgens het bij deze testkit bijgeleverde protocol (Creasel, 1990) of volgens ASTM E 140 (ASTM, 
1991). Hierbij wordt de sterfte van juveniele raderdieren beoordeeld na 24 uur blootstelling aan 
oppe~lakk~ater .  Voor de test wordt een verdunningsreeks van het oppervlaktewater gemaakt 
middels het in de testkit bijgeleverde standaard zoetwatemedium. Als blanco wordt 100% 
zoetwatermedium getest. Na 24 uur wordt het aantal dode dieren per testconcentratie gescoord. Uit 
deze testresultaten wordt met behulp van een geschikte statistische methode de (effect)concentratie 
geschat die 50% sterfte geeft (LC50). 

Bijzonderheden t.a.v. de uitvoering binnen dit project (toepassing in keuzesysteem): 

Binnen het STOWA-project is deze test uitgevoerd volgens een gemodificeerde versie van de bij 
deze Toxkit bijgevoegde richtlijn (Standard Operational Procedure; Creasel, 1990). Hierbij zijn in 
plaats van een verdunningsreeks met 6 replica's per testconcentratie uitsluitend 12 replica's van het 
onverdunde oppervlaktewater beoordeeld. Na 24 uur blootstelling is in iedere replica het aantal 
dode rotiferen geteld. Tenslotte is met behulp van de niet parametrische 'Wi1coxon'-rangsomtest 
uit het statistische software pakket SPSS (Nonisis, 1992) getoetst of er ten opzichte van het 
blancotestmedium enlof de referentielocatie significante verschillen in het aantal dode rotiferen 
zijn. 

Randvwnvaarden: 

Voor een aantal S.sisch-chemische parameters staan de waarden, waarbij tijdens een acute 
blootstelling van Brachionw calyc~jlotus g& belnvloediig van het testresultaat wordt verwacht 
(de zogenaamde randvoorwaarden), vermeld in de volgende tabel (Botterweg, 1996; Maas et al, 
1993 en Maas, 1995): 

PH 0, NO; NH,' NH, CI- Geleidbaarheid Saliniteit 
(WO (m@) (m@) (m@) (g) (P Wmm) (W 

5 - 9  > 3 c 5 2  < 46 < 2,5 < 1.7 < 385 < 3 

Geldigheidscriteria: 

De volgende geldigheidscriteria zijn van toepassing bij het testen van onverdunde en verdunde 
watermonsters: 

Het monster en de verdunningen moeten voldoen aan de randvoorwaarden (zie C); 

0 Het sterftepercentage in de blanco mag maximaal 10% bedragen; 

Wanneer een kwaliteitstest is uitgevoerd, dient het testresultaat binnen de in het protocol 
vermelde range te liggen (zie J). 



Beoordelingscriteria: 

Nadat gecontroleerd is of de uitgevoerde test aan de geldigheidscriteria voldoet, kunnen de 
resultaten van de test beoordeeld worden. Hiertoe wordt met behulp van een geschikte statistische 
methode (bijv. de niet parametrische 'Wi1coxon'-rangsomtest) getoetst of het percentage dode 
raderdiertjes in een bepaald oppervlaktewatennonster statistisch significant van het 
blancotestmedium edof de referentielocatie verschilt. 

Indien het percentage dode raderdiertjes op de te ondaoeken locatie significant hoger is dan in het 
blancotestmedium enlof de referentielocatie, wordt geconcludeerd dat het betreffende monster 
negatieve en dus toxische effecten op het raderdiertje veroorraakte. 

Toepassingsgebied en periode: 

De acute Rotoxkit F-test is brnikbaar voor de beoordeling van de toxiciteit van stoffen, waterige 
monsters (afvalwater en oppervlaktewater al dan niet XAD-geconcentreerd (AquaSense, 1994; Noij 
& Meerkerk, 1995) en waterbodems (via het poriewater edof elutnaat). De test is niet geschikt 
voor het testen van stoffen, die een hoog zuurstofverbruik hebben, zeer vluchtig of zeer reactief 
zijn, of absorberen aan de testcupjes. Als Toxkit in het algemen is de test goed toe te passen bij 
het monitoren van oppervlaktewater, bij onderzoek naar de milieubezwaarlijkheid van afvalwater, 
bij handhaving en controle en bij saneringsondenoek 

Aangezien zowel het materiaal als de testorganismen het gehele jaar door verkrijgbaar zijn en 
aangezien deze test in het laboratorium, onder gestandaardiseerde omstandigheden wordt 
uitgevoerd, zijn er geen beperkingen ten aanzien van de periode waarin de test kan worden 
toegepast. 

G. Gevoeligheid: 

De Rotoxkit F-test is vooral gevoelig voor metalen (specifiek Cu en Hg) en insekticiden. Voor de 
specifieke gevoeligheid van deze test wordt verwezen naar bijlage 12. 

H, Ervaring bij waterbeheerden: 

Op dit ogenblik bestaat er reeds bij verschillende waterbeheerders (enige) ervaring met de Rotoxkit 
F-test. In het kader van een afstudeeropdracht (AquaSense, 1995) is het oppervlaktewater van 
enkele locaties in het beheersgebied van HH Rijnland bijvoorbeeld beoordeeld met de volgende 
technieken: acute watervlooientest, Rotoxkit F, Thamnotoxkit F, ECHA Biocide Monitor, Toxi- 
Chromoîest en watervlooien veldbioassay. In latere instantie rijn (ingevroren) watermonsters van 
deze locaties ook nog door de Universiteit van Gent beoordeeld met behulp van de Algaltoxkit F 
(nog niet gepubliceerd). Op een locatie kon een effect worden aangetoond met zowel de acute 
watervlooientest als met de watervlooien veldbioassay. Op twee andere locaties kon met de 
Algaltoxkit F een effect worden aangetoond. Met de Rotoxkit F-test werden echter geen consistente 
effecten -getoond. 

Daarnaast wordt de Rotoxkit F-test op dit moment ais proef toegepast door HH van Schieiand, 
waarbij bekeken wordt of deze test gebrnikt kan worden ais aanvulling op de watervlooien 
veldbioassay. Het doel hierbij is om met name buiten de glastuinbouwgebieden aanvullende 
informatie te krijgen over de actuele toxiciteit. Er zijn echter nog niet voldoende testresultaten voor 
handen om een oordeel over deze bioassay te kunnen geven. 

De Rotoxkit F-test is tevens gebrnikt voor het monitoren van XAD-geconcentreerd Maas- 
(BquaSense, 1994) en Rijnoppervlaktewater moij & Meerkerk (red.), 1995). Op &n locatie na 



bleken de concentraten van alle onderzochte locaties in de Maas toxisch te zijn voor Brachionus 
caíycijonrs. Ook in de Rijn konden negatieve effecten met deze techniek worden gemeten. 

Tenslotte zijn, volgens mevrouw Maas van het RIZA, Toxkits in het algemeen goed toe te passen 
bij het monitoren van oppervlaktewater, bij onderzoek naar de milieubezwaarlijkheid van 
afvalwater, bij handhaving en controle en bij saneringsondenoek. Toxkits en andere nieuwe testen 
worden echter niet gezien als vervanging voor de conventionele bioassays, mam duidelijk als een 
wekome aanvulling (AquaSense, 1996). 

Beschikbaarheid en kosten: 

Deze test is als Rotoxkit F commercieel beschikbaar via AquaSense BV in Amsterdam. Deze toxkit 
bevat een gedetailleerde richtlijn (SOP), verbrniksmateriaai en rotiferen. Met één toxkit kunnen 6 
complete verdunningsreeksen (1 blanco en 5 concentraties) met ieder 6 replica's per concentratie 
worden getest te-r bepaling van de LC50. indien alleen onverdunde watermonsters, met een dubbel 
aantal replica's worden getest, dan kunnen met één toxkit 3 blanco's en 15 monsters worden getest 
(per 5 monsters telkens 1 blanco meegenomen). 

in het voigende schema worden de kosten (uitvoeringstijd en verbmiksmateriaai) geraamd voor het 
testen van 2 complete verdunningsreeksen enlof het screenen van 5 onverdunde monsters en 1 
blanco met 12 replica's per monster. Hierbij is uitgegaan van het gebmik van de Rotoxkit. 

Laag Middel HW3 Kort Middel Lang 
(e f 500) ~ f s o o  - f 1000) (>f iooo) C= 1 dag) (1 - 3 dagen) (> 3 dagen) 

X X 

*: Inclusief voorbmidin& uitvoering, dataverwerking en rsppatagc 

Naast verbruiksmateriaal is voor de uitvoering van de Rotoxkit ook een kweek&& (belichting en 
constante temperatuur) nodig. Een simpele kweeknilmte ('Toxkit incubator') kan via AquaSense 
worden verkregen voor circa. f 500,-. 

Aandachispunten: 

Ter controle van de gevoeligheid van Brachionus caIyciJIoms en ter controle van de 
testprocedure wordt een test uitgevoerd met kaliumdichromaat als referentiestof. De LC, ,, 
dient tussen de 9,6 en 17,8 mg11 te liggen (Creasel, 1990). Eventueel kunnen op deze manier de 
door de leverancier opgegeven kwaliteitsaiteria voor andere standaardstoffen eveneens worden 
geverifieerd. 

Referenties: 

(zie de literatuurlijst voor de volledige referenties) 

ASTM E 1440,1991; AquaSense, 1994, 1995, 1996; Botterweg, 1996; Burton et al., 1990; Calieja 
et al., 1994; Creasel, 1990; Maas et al., 1994; Maas, 1995; Munawar et al., 1989; Noij & 
Meerkerk, 1995; Nonisis, 1992; Persoone er al., 1993; Toussaint et al., 1995; Willemsen er al., 
1995; Zimmer, 1993. 
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Biilaee 5. 

KROOSTEST (VELDBIOASSAY) 

Algemeen principe: 

De Kroostest (veldbioassay) kan met drie kroossoorten (Lemna minor, Lemna gibba en Spirodela 
polyrhiza) worden uitgevoerd volgens het protocol zoals beschreven door het CML (Jong & 
Bergema, 1994). Bij voorkeur wordt hierbij gebmik gemaakt van planten afkomstig van een 
kweek. De test wordt in het veld uitgevoerd in drijvende @ioassay)compartimenten, waarvan de 
onder- en bovenzijde open is, zodat zonlicht direct op de planten kan vallen en uitwisseling met het 
water mogelijk is. Het geheel is in een kooi- of gaasconstnictie geplaatst om vraat van vogels of 
vissen te voorkomen. De test wordt bij voorkeur (minimaal) in duplo uitgevoerd, waarbij elke 
duplo bestaat uit 8 verschillende compartimenten. Daarnaast dienen de duplo's ~imtel i jk van 
elkaar gescheiden te zijn. Elk compartiment wordt bij aanvang van de test voor 10% bedekt met 
kroosplantjes. Na 4 weken blootstelling aan het oppervlaktewater wordt voor ieder compartiment 
het kroos-bedekkingspercentage bepaald en worden abnormale zaken (zoals verkleuring) 
genoteerd. Op basis van de bedekkingspercentages kan de groeisnelheid (toename in aantal 
kroosplantjes per dag) worden berekend. Het verschil in groeisnelheid ten opzichte van een 
controle edof referentielocatie bepaalt in dit geval de mate van toxiciteit. 

De kroostest kan eventueel ook worden gebrnikt als bioaccumulatietest. 

Bijzonderheden t.a.v. de uitvoering binnen dit project (toepassing in keuzesysteem): 

De kroostest is binnen de huidige praktijktoets niet meegenomen omdat deze veldbioassay nog 
onvoldoende gestandaardiseerd is voor routinematige toepassing (zie H. Ervaring bij 
waterbeheerders). De techniek beidt echter wel veel perspectief. Voor een verdere 
doorontwikkeling van deze techniek zou een locatie gevonden moeten worden waar de kans op het 
detecteren van effecten als gevolg van (incidenteel) hoge herbicidengehalten reeel is, en zou een 
waterkwaliteitsbeheerder bereid moeten zijn om deze techniek in het veld verder te helpen 
ontwikkelen. 

Randvoorwaarden: 

Voor de kroostest zijn slechts voor de pH en de temperatuur ranges bekend, waarbinnen de 
waarden in het veld moeten liggen. De pH-waarde dient tussen 4 en 10 te liggen, de 
watertemperatuur bij voorkeur tussen 15 en 30 'C. 

Geldigheidsenteria: 

Bij het uitvoeren van de kroostest zijn de volgende geldigheidscriteria van toepassing (De Jong & 
Bergema, 1994): 

Het oppe~laktewaterm~nster moet voldoen aan de randvoonvaarden (zie C). 

De resultaten moeten eenduidig zijn; 

i Er mag geen groot effect in de controle edof op de referentielocatie opgetreden zijn. 



E. Beoordelingscriteria: 

Nadat gecontroleerd is of de uitgevoerde test aan de geldigheidscritena voldoet (zie D), kunnen de 
resultaten van de test worden beoordeeld. Hiertoe wordt met behulp van een geschikte statistische 
methode getoetst of de groeisnelheid van het kroos (toename in aantal kroosplantjes per dag) 
statistisch significant van de gmeisnelheid in de controle edof op de referentielocatie verschilt. 

Indien de groeisnelheid op de te onderzoeken locatie significant lager is dan in de controle edof op 
de referentielocatie, wordt geconcludeerd dat het betreffende oppervlaktewater negatieve en dus 
toxische effecten op het kroos veroorzaakte. 

F. Toepassingsgebied en periode: 

De kroostest wordt toegepast bij de beoordeling van stoffen, bij beoordeling van de oppervlakte- 
waterkwaliteit (Smith & Kwan, 1989), van waterbodems (Jenner & Janssen-Mommen, 1993) en 
van vliegaslechaat3 (Jenner & Janssen-Mommen, 1989; 1993). De kroostest kan eventueel ook 
worden gebmikt als bioaccumulatietest (Smith & Kwan, 1989; Jenner & Janssen-Mommen, 1989). 

De kroostest dient bij voorkeur te worden toegepast bij watertemperaturen boven de 15 "C en lager 
dan 30 "C (zie C). Bij lagere buitentemperaturen kan de test eventueel ook met watermonsters uit 
het veld in het laboratorium onder gestandaardiseerde omstandigheden worden uitgevoerd. 

G. Gevoeligheid: 

Als veldbioassay lijkt de test zeer geschikt voor het monitoren van met name herbiciden (Lockhart 
et al.. 1989; De Jong & Bergema, 1994) en algiciden (zie bijlage met de stoffeninfomatie). 
Bovendien geefi de test goede correlaties (ook in het veld) met de gehalten aan pesticiden en is de 
test gevoelig voor metalen, met name voor cadmium (Smith & Kwan, 1989; Jenner & Janssen- 
Mommen, 1989). Voor de specifieke gevoeligheid van deze test wordt verwezen naar bijlage 13. 

H. Ervaring bij waterbeheerders: 

Alhoewel de kroostest als veldbioassay zeer geschikt lijkt voor bet monitoren van met name 
herbiciden, is er bij de waterbeheerders tot nog toe weinig tot geen ervaring met deze test 
opgedaan. Er is veel over kroos (Lemna) bekend. Als voorbeeld kunnen de STOWA rapporten 92- 
09 (1992a) en 92-10 (1992b) over het ontstaan en bestrijden van deklagen van kroos worden 
genoemd. Kroos heeft veel voordelen als testorganisme: het is een simpel (één blad en één 
worteltje) en makkelijk in het laboratorium te kweken plantje, het komt vrijwel overal voor, en 
iedereen kent het. Bovendien geeft de kroostest goede correlaties (ook in het veld) met de gehalten 
van pesticiden en is relatief weinig materiaal nodig voor het uitvoeren van de test (simpele 
proefopstelling), Het bepalen van de groei aan het einde van de test (bepaling bedekkingsgraad) 
kan waarschijnlijk het beste en meest betrouwbaar worden gedaan m.b.v. 'image-processing' (zie 
begrippenlijst). Ook met het oog kan de bedekkingsgraad echter goed worden ingeschat. 

Uit de gesprekken met de heren H. Jenner (KEMA) en F. de Jong (CML) werd echter ook duidelijk 
dat de kroostest zeker nog niet volledig gestandaardiseerd is. Een aantal vragen dienen nog te 
worden beantwoord, zoals bijvoorbeeld: 

Vliegdechaat: uidoogsel van vliegas. Het vliegas is uitgeloogd volgens EPA-voorsehrifi (Fedeml 
Register, 1980): 24 uur schudden met een S(olid)/L(iquid)-verhouding 1/20 bij pH 5. welke constant 
gehouden wordt door toevoeging van 0,5 N azijnzuur (Jamen-Mommtn & Jenner, 1987). 



Kan met één soort worden gewerkt (bij voorkeur), of moet er met een combinatie van 
kroossoo~ten worden gewerkt? (De deskundigen zijn het er wel over eens, dat het beste kan 
wo& gewerkt met gekwedct kroos in plaats van met kroos uit het veld); 

Wat is de meest ideale proefopzet (aantal replica's, testruimte rond of viexkanf oppervlakte per 
testruimte, blootstellingsduur etc.)?; 

Is het mogelijk om d i  vanuit een laboratorlumkweek (23 'C) een test in het veld in te 
zetten, of moet eerst een acclimatiseringsperiode worden ingelast? 

Beschikbaarheid en kosten: 

D a e  test is niet commercieel beschikbaar. Er zijn enkele onderzoeksinstituten in Nederland die 
kroos in het laboratorium kweken en mogelijk bereid zijn om h s  te leveren. 

In het volgende schema worden de kosten (uitvoeringstijd en ~ e r b n i i k S ~ ~ ~ d )  geraamd voor het 
testen van 5 locaties en 1 referentielocatie. In de schatting voor de kosten voor verbniiksmateriaal 
is mede uitgegaan van de aanschaf van in het laboratorium gekweekt kroos. 

Kmten 
Verbruiksmateriaal Uitvoeringstijd* 

Laag Middel Hoog K a t  M i l  Lang 
(<f 500) U 500 -f 1000) (>f 1000) (< l dag) (l  - 3 dagen) (> 3 dagen) 

X X 

*: inclusief voorbereiding, uitvocring, datavenvericing en rapportage 

Aandachtspunten: 

Het verdient aanbeveling om gedurende de test op minimaal één tijdstip (bijv. bij het inzetten of 
uithalen) een watermonster op dezelfde locatie te nemen ten behoeve van een aantal fysische en 
chemische analyses. Deze analyseresultaten kunnen vervolgens indicatief worden gebruikt om de 
testresultaten te interpreteren: 

Spelen de randvoowaarden (zie C) mogelijk een rol bij het tot stand komen van het 
waargenomen effect? 

Zijn er chemische stoffen in een dennate hoge concentraties aanwezig dat deze mogelijk 
verantwoordelijk zijn voor het eventuele effect? 

Tevens dient de kroostest verder te worden doorontwikkeld en uitgeprobeerd te worden. 

Referenties: 

(zie de literatuurlijst voor de volledige referenties) 

Janssen-Mommen, & Jenner, 1987; Jenner & Janssen-Mommen, 1989; 1993; Jong & Bergema, 
1994; Lockhart et al., 1989; Munawar et al., 1989; Smith & Kwan, 1989; STOWA 92-09 (1992a) 
en 92-10 (1992b); Zimmer, 1993. 



Bilhwe 6. 

WATERVLOOIEN VELDBIOASSAY 

Algemeen principe: 

De watervlooien veldbioassay wordt uitgevoerd met de watervlo Daphnia rnagna volgens de door 
het Hoogheemraadschap van Delfland toegepaste methode (Gorter & Mangelaars, 1994). De 
watervlooien zijn atkomstig van een gestandaardiseerde kweek. Voor de test worden uitsluitend 
vrouwtjes van circa 10 dagen oud gebruikt. In het veld wordt ter plekke één glazen pot met 
oppervlaktewater gevuld, waarna daarin 10 dieren worden geplaatst. De pot wordt vervolgens 
onderste boven, zwevend (doordat zich een luchtbel boven in de pot bevindt) in het water 
gehangen. De onderkant van de pot is afgesloten met gaas, zodat de watewlooien Net weg kunnen 
zwemmen, maar wel uihvisseling van oppervlaktewater mogelijk is. Na een blootstellingsduur van 
1 week wordt de overleving, activiteit (actief of niet actief c.q. immobiel) en reproduktie (aantal 
jongen) vergeleken met een referentielocatie. 

Bijzonderheden t.a.v. de uitvoering binnen dit project (toepassing in keuzesysteem): 

Tijdens de voor dit project uitgevoerde praktijktoetsing is de hierboven beschreven uitvwring 
onveranderd toegepast. Voor het statistisch kunnen analyseren van de gegevens als mede voor het 
kunnen detecteren van geringe effecten, valt echter aan te bevelen om de test in triplo uit te voeren. 

Randvoorwaarden: 

De test kan alleen worden uitgevoerd wanneer de watertemperatuw (voortdurend) boven de 6 OC 
ligt. Bij lagere temperaturen kan sterfte en de vorming van wintereieren optreden. Aangezien de 
temperatuur de enige fysisch-chemische parameter is waarvoor randvoorwaarden voor de watervlo 
onder veldcondities bekend zijn, zouden de randvoorwaarden geldend voor de watervlo bij 
chronische lab-bioassays in acht genomen kunnen worden (zie onderstaande tabel). Aanbevolen 
wordt om in de toekomst aanvullende randvoorwaarden voor de veldbioassay vast te stellen. 

Voor een aantal fysisch-chemische parameters staan de waarden, waarbij tijdens de chronische 
blootstelling van D. magna in het laboratorium g& beïnvloeding van het testresultaat wordt 
verwacht (de zogenaamde randvoorwaarden), vermeld in de volgende tabel (Bottenveg, 1996; 
Maas et aL, 1993 en Maas, 1995). 

PH 01 NO; w' m CI- Geleidbaaheid Saliniteit 
(m@) (mp/i) W) (riSfmm) (W 

6 - 9  > 3  < 6 < 30 < l,? < 0.5 < 130 1 

Bij het uitvoeren van de watervlooien veldbioassay zijn de volgende geldigheidscriteria van 
toepassing: 

0 Het oppervlaktewatennonster moet voldoen aan de randvoorwaarden (zie C); 

0 De immobiliteit op referentielocatie mag maximaal 20% bedragen. 



Beoordelingscriteria: 

Nadat gecontroleerd is of de uitgevoerde test aan de geldigheidscriteria voldoet (zie D), kunnen de 
resultaten van de test worden beoordeeld. Hiertoe wordt, indien meer dan I pot per locatie is 
gebrnikt, met behulp van een geschikte statistische methode getoetst of het percentage immobiele 
watervlooien enfof de reproductie (aantal jongen/adult) in een bepaald oppervlaktewatmonster 
statistisch significant van de referentielocatie verschilt. Indien het percentage immobiele 
watervlooien op de te onderzoeken locatie significant hoger is dan op de referentielocatie, wordt 
gecancludeerd dat het betreffende oppervlaktewater negatieve effecten op de watervlo 
veroorzaakte. 

Tot nu toe wordt echter vrijwel nooit meer dan 1 pot per locatie uitgehangen. De praktijk wijst 
echter uit dat op referentielocaties de immobiliteit zelden meer dan 20% bedraagt. Wanneer dus 
meer dan 20% immobiliteit wordt waargenomen zou dus reeds van een matig effect gesproken 
kunnen worden. Wanneer alle watervlooien immobiel zijn, dan is sprake van een zeer duidelijk 
negatief (toxisch) effect. 

Toepassingsgebied en periode: 

De watervlooien veldbioassay is geschikt voor de beoordeling van de opperviaktewaterkwaliteit, in 
zowel regionale als rijkwateren (Gorter & Mangelaars, 1994; Gorter el al.. 1996; Ruiter, 1995). 
Volgens Karnps-Mulder ei al. (1996) is de assay een goede methode om effecten van 
microverontreinigingen in het veld aan te tonen. Bovendien kan met deze test de extrapolatie van 
lab naar veld eenvoudiger worden gemaakt (mededeling heer J. Hendrik, RIZA). 

De test kan alleen worden uitgevoerd bij watertemperahma boven de 6 OC, zodat deze dus niet 
bruikbaar is gedurende de wintermaanden. 

Gevoeligheid: 

De watervlooien veldbioassay is waarschijnlijk voor dezelfde stoffen gevoelig als de acute 
watervlooien lab-bioassay, namelijk metalen (vooral Hg, Cu, Cd) en bestrijdimgsmiddelen (vooral 
de organofosfo~erbindingen) (Gorter & Mangeham, 1994; Gorter et al., 1996). Voor de specifieke 
gevoeligheid van deze test wordt verwezen naar bijlage 13. 

Ervaring bij waterbeheerders: 

Op dit ogenblik bestaat er reeds bij verschillende waterbeheerders (enige) ervaring met de 
watervlooien veldbioassay. Zo wordt deze veldbioassay al vanaf 1990,6 x per jaar toegepast door 
HH Delfland. Hun bevindingen hierbij zijn dat de test goedkoop en relatief gevoelig is voor 
bestrijdingsmiddelen. Daarnaast wordt er een organisme (Dapfia magna) gebruikt dat ook in het 
veld voorkomt en spreekt de test aan bij het grote publiek. Mede doordat in het beheersgebied van 
HH Delfland (in glastuinbouwgebieden) vaak veel en hoge concentraties (organofosfor)- 
bestrijdingsmiddelen aanwezig zijn, kunnen met deze veldbioassay regelmatig negatieve effecten 
worden aangetoand en kunnen de effecten worden verklaard op basis van de gehalten aan 
bestrijdingsmiddelen. De toets blijkt bovendien zeer illustratief te werken voor doelgroepen als 
bestuurders en glastuinbouworganisaties. Tevens spreken de resultaten meer aan dan chemische 
meetwaarden, aangezien normaverschrijdingen direct zichtbaar zijn (Gorter & Mangelaars, 1994 en 
Gorter et al., 1996). Wegens deze redenen werd deze veldbioassay al snel door meer 
waterkwaliteitsbeheerderr toegepast. Op dit moment is het de meest Frequent toegepaste actieve 
biomonitoringtechniek, Naast HH Delfland is de bioassay ook reeds toegepast door HH Rijnland, 
HH Schieland, ZS Drenthe. ZS West-Overijssel, WS De Drie Ambachten en de provincie Utrecht. 
Door drie waterkwaliteitsbeheerders werd de bioassay als onbruikbaar beoordeeld, omdat hiermee 



in hun beheersgebied géén negatieve effecten konden worden aangetoond, of omdat de relatie 
tussen waargenomen effect (sterfte enlof verminderde reproduktie) en aanwezige verontreinigingen 
niet altijd even duidelijk was. De andere drie waîerkwaliteitsbeheerders zijn (bijna) net zo positief 
over de toepasbaarheid van deze bioassay als HH Delfland. 

Ook door het REA is de watervlo-veldbioassay naar tewedenheid toegepast in een aantal rijks- en 
regionale wateren (Ruiter, 1995). Deze veldbioassay wordt vooral gebmikt om de extrapolatie van 
het laboratorium naar de veldsituatie eenvoudiger te maken (mededeling heer J. Hendrik, RIZA) 
en het blijkt een goede methode om effecten van microverontreinigingen in het veld aan te tonen 
(Karnps-Mulder et al., 1996). Voor een kortdurende testperiode (tot één week) blijkt de overleving 
de meest geschikte parameter te zijn, tenvijl bij langere perioden ook de reproduktie een zeer goede 
(en gevoelige) parameter is. 

Beschikbaarheid en kosten: 

Deze test is niet commercieel beschikbaar. Er zijn enkele instituten in Nederland die watervlooien 
in het laboratorium kweken en 10 dagen oude watervlooien kunnen leveren. 

In het volgende schema worden de kosten (uitvoeringstijd en verbni~kSmateIid) geraamd voor het 
testen van 5 locaties en 1 referentielocatie, uitgaande van 3 replica's (potten) per locatie. In de 
schatting voor de kosten voor verb~ikSnMteIiad is mede uitgegaan van de aanschaf van in het 
laboratorium gekweekte watervlooien. 

Konten 
Vcrbniil<Sma<muL11 Uitvvocringsujd* 

L W  Middel H W  Knt Middel L W  
(<f 500) (f500-f 1000) (>f 1000) (< 1 dag) (l - 3 dagen) (> 3 dagen) 

X X 

*: Inclusief voorbereidli& uiNoerin& dataveiwaking en rapparUipe 

Aandachtspunten: 

Het verdient aanbeveling om gedurende de test op minimaal &n tijdstip (bijv. bij het inzetten of 
uithalen) een watennonster op dezelfde locatie te nemen ten behoeve van een aantal Qsische en 
chemische analyses. Deze analyseresultaten Ininnen vervolgens indicatief worden gebmikt om de 
testresultaten te interpreteren: 

m Spelen de randvoonvaarden (pH, zuurstofgehalte etc.) mogelijk een rol bij hei tot stand komen 
van het waargenomen effect? 

Zijn er chemische stoffen in een dermate hoge concentraties aanwezig dat deze mogelijk 
verantwoordelijk zijn voor het eventuele effect? 

Voor de uitvoering van de test kan ook gebnii gemaakt worden van veel robuustere, maar relatief 
dure, roestvrijstalen testkooien (Biokorf), zoals ontwikkeld door hei RIZA (Kamps-Mulder et ai., 
1996). Voordeel van het gebruik van de biokorven is dat men niet naar het wateroppervlakte hoeft 
om de potten om te keren. Hierdoor kan vanaf grotere hoogten, zoals bijvoorbeeld bruggen worden 
gewerkt. Nadeel van het gebruik van de korven is dat niet in ondiep water gewerkt kan worden en 
dat de korven veel slib vangen (zie 5.3.2). 



K. 
Referenties: 

(zie de literatuurlijst voor de volledige referenties) 

Gorter & Manpelaars* 1994.; Gorter et al.. 1996; Kamp-Mulder er al., 1996; Ruiter, 1995. 



Biilaee 7. 

BESCHRIJVING VAN DE MUGGELARVE VELDBIOASSAY 

Algemeen principe: 

De muggelarve veldbioassay wordt uitgevoerd met de muggelarve Chaoboms c?ysrallinus volgens 
het protocol zoals beschreven door het CML (Jong & Bergema, 1994). De dieren zijn moeilijk te 
kweken, maar kunnen op schone veldlocaties worden verzameld. Bij het inzetten van de test wordt 
een glazen pot met oppervlaktewater gevuld, waarna hierin 10 dieren worden geplaatst. De pot 
wordt vervolgens onderste boven, zwevend (doordat zich een luchtbel boven in de pot bevindt) in 
het water gehangen. De onderkant van de pot is afgesloten met gaas zodat de muggelarven niet weg 
kunnen zwemmen, terwijl uitwisseling van oppervlaktewater mogelijk blijf€. Na een 
blootstellingsduur van 1 week wordt de overleving en de mobiliteit van de dieren vergeleken met 
die van een referentielocatie. 

Bijzonderheden t.a.v. de uitvoering binnen dit project (toepassing in keuzesysteem): 

De muggelarve veldbioassay is binnen de huidige praktijktoets niet meegenomen, omdat deze 
veldbioassay nog onvoldoende is gestandaardiseerd en uitgeprobeerd (zie o.a. H. Ervaring bij 
waterbeheerders). De techniek beidt echter wel veel perspectief. Voor een verdere 
doorontwikkeling van deze techniek zou een locatie gevonden moeten worden waar de kans op het 
detecteren van effecten als gevolg van (incidenteel) hoge insekticidengehalten r&l is, en zou een 
waterkwaliteitsbeheerder bereid moeten zijn om deze techniek in het veld verder te helpen 
ontwikkelen. 

Voor het statistisch kunnen analyseren van de gegevens als mede voor het kunnen detecteren van 
geringe effecten, valt aan te bevelen om de test in triplo uit te voeren. 

Randvoorwaarden: 

Tot op heden zijn voor de muggelarve veldbioassay geen randvoorwaarden onder veldcondities 
bekend. Wellicht zouden daarom de randvoorwaarden geldend voor labbioassays met de 
muggelarve Chironomus riparius in acht genomen kunnen worden (zie onderstaande tabel). 
Aanbevolen wordt om in de toekomst aanvullende randvoonvaarden voor de muggelarve 
veldbioassay vast te stellen. 

Voor een aantal Qsisch-chemische parameters staan de waarden, waarbij tijdens de blootstelling 
van C. riparius in het laboratorium gébn behvloeding van het testresultaat wordt venvacht (de 
zogenaamde randvoorwaarden), vermeld in de volgende tabel (Maas et al., 1993). 

pH 0 2  NO; NH,' NH3 C1- Geleidbaarheid 
(m@) (m%O (m@) (m%U W) 

5 - 9  > 3 c 20 < 32 < 1.2 5,5 < 1200 

Geldigheidscriteria: 

Bij het uitvoeren van de muggelarve veldbioassay zijn de volgende geldigheidscriteria van 
toepassing (Jong & Bergema, 1994): 

Het oppervlaktewatermonster moet voldoen aan de randvoonvaarden; 

De resultaten moeten eenduidig zijn; 



Er mag geen groot effect in de controle eniof op de referentielocatie opgetreden zijn. 

E. Beoordelingscriteria: 

Nadat gecontroleerd is of de uitgevoerde test aan de geldigheidscriteria voldoet (zie D), kunnen de 
resultaten van de test worden beoordeeld. Hiertoe wordt met behulp van een geschikte statistische 
methode getoetst of de overleving in een bepaald oppervlaktewatermonster statistisch significant 
van die op de referentielocatie verschilt. Indien de overleving op de te onderzoeken locatie 
significant lager is dan op de referentielocatie, wordt geconcludeerd dat het betreffende 
oppervlaktewater negatieve effecten op de muggelarve veroorzaakte. 

Toepassingsgebied en periode: 

De muggelarve veldbioasstly is bruikbaar voor de beoordeling van oppervlaktewater. 

Niet bekend is nog of er beperkingen zijn ten aanzien van de periode van toepassing en dan met 
name wat betreft de watertemperatuur. 

G. Gevoeligheid: 

De muggelarve Chaoborus crystallinus is gevoelig voor allerlei pesticiden en met name de 
insekticiden diflubenzuron en methylparathion (Jong & Bergema, 1994). De jonge, larvale stadia 
van deze muggelarve zijn mogelijk gevoeliger. maar deze organismen zijn lastiger te verkrijgen en 
te behandelen. Voor de specifieke gevoeligheid van deze test wordt verwezen naar bijlage 13. 

1 H. Ervaring bij waterbebeerders: 

Het RIZA heeft reeds enige ervaring opgedaan met muggelarve veldbioassays (Naber & 
Grootelaar, 1994). Deze veldbioassay is echter gericht op de beoordeling van de kwaliteit van 
verontreinigde sedimenten en niet op de beoordeling van de oppervlaktewaterkwaliteit. Ook wordt 
een andere dan de door het CML aanbevolen muggelarvesoort Chaoborus ctystallinus gebruikt, 
namelbk Chiranornus riparius, Deze soort is in tegenstelling tot Chaoborus echter wel eenvoudig 
te kweken, wamdoor wellicht bij de beoordeling van oppervlaktewater ook beter van deze soort 
gebruik gemaakt kan worden. C riparius heeft verder als voordeel dat er, in vergelijking tot 
Chaoboms, veel meer over deze soort bekend is. Volgens de heer A. Naber van het RIZA is 
vervanging van Chaobom door C. riparius waarschijnlijk goed mogelijk, waarbij wellicht de bij 
het RIZA ontwikkelde biokorf kan worden toegepast. Men dient zich echter te realiseren, dat 
Chaobotus een rover (carnivoor) is en Chironomus niet. Daarnaast heeft C. riparius een substtaat 
nodig voor het bouwen van kokertjes (woonbuisjes). Voor dit substraat kan wellicht gebruik 
gemaakt worden van (ongebleekte) papierpulp, aangezien dit in de laboratorium kweken goed 
blijkt te functioneren. Deze mogelijke vervanging van Chaoborus door een andere soort dient 
echter nog wel te worden uitgezocht en uitgeprobeerd. 

Beschikbaarheid en kosten: 

Deze test is niet commercieel beschikbaar. Indien de muggelarf Chironomus riparius wordt 
gebrnikt, dan kunnen deze door enkele instituten in Nederland, die deze muggen in het 
laboratorium kweken, worden geleverd. 

In het volgende schema worden de kosten (uitvoeringstijd en verbrniksmateriaal) geraamd voor het 
testen van 5 locaties en 1 referentielocatie, uitgaande van 3 replica's (ponen) per locatie. In de 



schatting voor de kosten voor veibruiksmateriaal is mede uitgegaan van de aanschaf van in het 
laboratorium gekweekte muggelanten (Chironomus ripurius). 

Aandachtspunten: 

Het verdient aanbevelmg om gedurende de test op minimaal $én tijdstip (bijv. bij het inuetten of 
uithalen) een watermonster op daelfde locatie te nemen ten behoeve van een aantal fysische en 
chemische analyses. Deze analyseresultaten kunnen vervolgens indicatief worden gebruikt om de 
testresultaten te interpreteren: 

Spelen de randvoowaarden (pH, zuurstofgehalte etc.) mogeiiik een ml bij het tot stand komen 
van het waargenomen effect? 

Zijn er chemische stoffen in een dermate hoge concentraties aanwezig dat deze mogelijk 
verantwoordelijk zijn voor het eventuele effect? 

Indien gebruik wordt gemaakt van Chironornus riparius, dient de muggelante veldbioassay verder 
te worden doomntwikkeid en uitgeprobeerd te worden, bijvoorbeeld op het gebied van gebniik van 
papietpulp als substraat en het gebruik van een WA-biokorf. 

Referenties: 

(zie de literaiuw1ijst voor de volledige referenties) 

Jong & Bergema, 1994; Maas el al., 1993; Naber & Grootelaar, 1994; 



Biila~e 8. 

BESCHRIJVING VAN DE DF-ALGENTEST 

Algemeen principe: 

De DF-Algentest (biologisch bewakingssysteem, biomonitor) maakt g e b ~ i k  van de algen 
Scenedesmus subspicatus, Chlamydomonas reinhardtii edof Microcystis aenrginosa. De algen zijn 
afkomstig uit een gestandaardiseerde kweek. Het principe van de techniek is gebaseerd op de 
vertraagde fluorescentie (DF = Delayed Fluorescence). Wanneer algencellen van licht naar donker 
worden verplaatst kan een rode lichtemissie gemeten worden. ~eze-emissie is sterk atñankelijk van 
de reactiesnelheid van de elektronentransportketen in het chlorofyl (een onderdeel van de - .  
fotosynthese). Door blootstelling aan verontreinigd oppervlaktewater wordt deze reactiesnelheid 
beïnvloed, waardoor het verschil in reactiesnelheid ten opzichte van een controle de mate van 
toxiciteit bepaalt Met dit systeem wordt semi-continu gemeten (eike 30 minuten een meting), 
waarbij de resultaten on-he naar een computer worden door gestuurd. 

Bijzonderheden t.a.v. de uitvoering binnen dit project (toepassing in keuzesysteem): 

De DF-Algentest is binnen de huidige praktijktoets niet meegenomen. Het systeem is onlangs in 
het laboratorium van RIZA in Lelystad uitgeprobeerd met Chlamydomonas reinhardtii als 
testorganisme. De bevindingen hierbij zijn positief (Oosthoek, 1996). De eerste bevindingen 
worden verder beschreven bij H, "ervaring bij waterbeheerders". 

Randvoorwaarden: 

Oosthoek (1996) stelde voor enkele fysisch-chemische parameters waarden vast, waarbij tijdens 
blootstelling g& nadelige effecten op Chlamydomonas reinhardtii worden verwacht (de 
zogenaamde randvoorwaarden). Zo bleek een temperatuur tussen de 5 en 36 'C geen nadelig effect 
op de DF (Delayed Fluorescentie) te hebben. Een aantal andere randvoorwaarden staan 
weergegeven in onderstaande tabel. Voor de fysisch-chemische parameters, die nog niet zijn 
onderzocht, zou indicatief kunnen worden uitgegaan van de randvoorwaarden geldend voor R. 
subspicata in de acute algentest. Daarom staan de randvoorwaarden voor R. subcapitata tevens 
vermeld in deze tabel. 

Testorganisme PH 4 w+ NO; NH, CI' Geleidbaarheid 
(mg/l) (midi) (midi) (m%]) (iigcm) 

C reinhardtii' 7 -  10 nb < 56@ nb4 nb < 560' nb 

R.. suùcapimd 8,3 f I 45 < 500 c 2.4 nb nb 

I. Gebaseerd op Oosthoek, 1996 
2. Gebaseerd op Botterweg, 1996, Maas ei al, 1993 en Maas, 1995 
3. D m  waarden zijn geen ondergrenzen, maar de hoogste geteste concentraties. Er was geen effect 

waarneembaar in de concentraticreeks (Oosthoek, 1996). 
4. Nitrieî is buiten beschouwing gelaten omdat de concentratie in het oppervlaktewater een factor 3000 

lager ligt dan het nibietgehalte in het kweekmedium van de algen. De concentratie in het 
oppervlaktewater zal dientengevolge geen invloed hebben (Oosthoek, 1996). 

nb: Niet bekend. 



Geldigheidscriteria: 

Bij het uitvoeren van de DE-Algentest is het volgende geldigheidscriterium van toepassing: 

8 Het oppe~hktewatermon~ter moet voldoen aan de randvoorwaarden (zie C). 

Beoordelingscriteria: 

Wanneer voldaan is aan de geldigheidseriferia (zie D), dan kunnen de testresultaten verder worden 
beoordeeld. Voorlopig is doar het RIZA de alarmgrens (grens waarboven sprake is van een 
negatief effect) gesteld op 15% verschil met een gelijktijdig gemeten blancowater (hierbij is de 
keuze gevallen op kopervrij leidingwater). Deze grens moet echter nog op de praktijksituatie 
worden afgestemd (Oosîboek, 1996). 

Toepassingsgebied en periode: 

De DF-Algentest is bruikbaar voor de beoordeling van waterige monsters (oppervlaktewater, 
afvalwater, elutriaat, poriewater) en waterbodems (Universitat Regensburg Institut ii - 
Festkörperphysik, 1993). 

De DF-Algentest lijkt Yanwege het grote temperatuurrange waarbij géén negatieve effecten worden 
waargenomen (5 tot 36 'C: zia C) een groot deel van het jaar inzetbaar. 

Gevoeligheid: 

De test is gewelig voor metalen (conform andere algentesten), algiciden, herbiciden en andere 
bestrijdingsmiddelen, met name voor Na-PCP en atrazine (üniversitiit Regensburg Institut I1 - 
Eestkörpetphysik, 1993, BundILbder-Pmjektgnippe "Wirkungstests Rhein" (WIR), 1995). Voor 
de specifieke gevoeligheid van deze twt wordt verwezen naar bijlage 14. 

Ervaring bij waterbeheerders: 

Door het RIZA is in de eerste helft van 1996 een DE-Algentest aangeschaft en onlangs in het 
laboratorium van RIZA in Lelystad uitgeprobeerd met Chlamydomonas reinhardrii als 
testarganisme. De bevindingen hierbij zijn positief: het systeem blijkt betrouwbaar te zijn, het 
apparaat is makkelijk te bedienen en vraagt weinig onderhoud (Oosthoek, 1996). Bij het 
Rijkswaterstaatneetstation Lobith wordt op dit moment gewerkt aan de praktijkimplementatie van 
dit systeem (mededeling mevrouw Kamps-Mulder, RIZA). 

Beschikbaarheid en kosten: 

De DE-Algentest is commercieel beschikbaar via de Universitilt Regensburg (Brd). De 
aanschafkosten bedragen circa. f 60.000,-. De bedrijfskosten ('ninning costs') worden geschat op 
circa f 1750,- per week (Zwart, 1995). 

Aandachtspunten: 

Voor deze test zijn een aantal aandachtspunten wan praktische aard geformuleerd: 

De implementatie van biomonitoringtechnieken, zoals de DF-algentest, vergt de nodige tijd 
vaor de implementatie op de praktijklocatie en het vertrouwd raken van het personeel met deze 
systemen; 



Vals alarm kan ontstaan doordat de algenconcentratie in het te testen water te hoog is, de 
concentratie van de algencultuur in de monitor te laag is, of doordat de detector niet goed is 
afgesteld (Bund/L&dei-Projektgnippe "Wirkungstests Rhein" (WIR), 1995); 

In vervolgonderzoek dient nog aandacht besteed te worden aan zaken zoals het vaststellen van 
de bebouwbaarheid van het systeem, hef opstellen van meer, en het aanscherpen van bestaande 
randvoorwaarden en het opstellen van een haliteitscontrole (Oosthoek, 1996). 

Referenties: 

(zie de litemtuurlijst voor de volledige referenties) 

Botterweg, 1996; Bund/L&der-Projektgruppe "Wirkungstests Rhein" (WIR), 1995; 
Bundesministexium íUr Forschung und Technologie, 1993; Maas et al, 1993; Maas, 1995; 
Oostñoek, 1996; Universitat Regensburg Instilut I1 - Festk6rperphysik, 1993; Zwart, 1995. 



Biilaee 9. 

BESCHRIJVING VAN DE DYNAMISCHE DAPHNIATEST 

Algemeen principe: 

De Dynamische Daphniatest (biologisch bewakingssysteem cq. biomonitor) maakt gebruik van de 
watervlo Daphnia magna. De watervlooien zijn afkomstig uit een gestandaardiseerde kweek. Het 
systeem bestaat uit twee testkamers die ieder continu worden doorstroomd met oppervlaktewater. 
Per testkamer worden 20 juveniele watervlooien geplaatst. Deze watervlooien worden na een week 
vervangen (d.w.z. vlak voordat de eerste jongen worden gereproduceerd). Met behulp van 
infrarode lichtbundels en lichtsensoren wordt de zwemactiviteit van deze watervlooien continu 
gemeten. Het aantal onderbrekingen van de lichtbundels per tijdseenheid is een maat voor de 
zwemactiviteit. Deze signalen worden on-line door een computer geregistreerd en verwerkt. Onder 
invloed van toxische stoffen zal de zwemactiviteit gaan afwijken van de 'normale' zwemactiviteit, 
zoals die vlak voor de verstoring door de computer statistisch is berekend. De situatie vlak voor 
verstoring dient dus als een in de tijd veranderende referentie. De computer berekend hierbij 
telkens een nieuwe, aangepaste alarmwaarde. Bij een bepaalde mate van verstoring wordt deze 
dynamische alarmwaarde overschreden en wordt een signaal afgegeven. 

Bijzonderheden t.a.v. de uitvoering binnen dit project (toepassing in keuzesysteem): 

De Dynamisch Daphniatest is binnen de huidige praktijktoets niet meegenomen. Het systeem wordt 
echter reeds op de RIZA meetstations bij Lobith (Rijn) en bij Eijsden (Maas) toegepast (zie H, 
"ervaring bij waterbeheerders"). 

Randvoorwaarden: 

Aangezien op dit moment voor de watervlo Daphnia magna geen randvoorwaarden bekend zijn 
geldend voor een continue blootstelling onder veldcondities, wordt aanbevolen om tot het 
verschijnen van geschiktere randvoorwaarden, uit te gaan van de randvoorwaarden voor de 
watervlo in acute lab-bioassays. Voor een aantal fysisch-chemische parameters staan deze waarden, 
waarbij tijdens een acute blootstelling van D. magna in het laboratorium g e n  bebvloeding van het 
testresultaat wordt verwacht (de zogenaamde randvoorwaarden), vermeld in de volgende tabel 
(Botterweg, 1996; Maas e? nl., 1993 en Maas, 1995). 

pH 01 NO2- NH,' NH, CP Geleidbaarheid Saliniteit 
ímp/i) (%i) ( P S I ~ ~ )  ('w 

5,s - 9 > 3 < 48 < 100 < 3,s < 3 <MO < 5 

Aanbevolen wordt om in de toekomst aanvullende randvoorwaarden voor de Dynamische Daphnia- 
test vast te stellen. 

Geldigheidscriteria: 

Bij het uitvoeren van de Dynamische Daphnia-test is het volgende geldigheidscriterium van 
toepassing: 

Het oppervlaktewatermonster moet voldoen aan de randvoorwaarden. 



Beoordelingscriteria: 

Door een on-line geschakelde computer wordt de zwemactiviteit van de watervlooien permanent 
vergeleken met de activiteit zoals die vlak voor de verstoring door de computer statistisch is 
berekend. De situatie vlak voor verstoring dient dus ais een in de tijd veranderende referentie. Bij 
een bepaalde mate van verstoring wordt deze dynamische alarmwaarde overschreden en wordt een 
signaal afgegeven. Dit alarmsignaal kan vervolgens een aantal acties (automatisch) in werking 
stellen (bijv. uitgebreide monstemame). Voor een verdere interpretatie van de gegevens zal 
allereest beoordeeld moeten worden of 1) er tijdens de test aan de randvomaarden (zie C) werd 
voldaan en 2) of de controle en het apparaat goed functioneerde. 

Toepassingsgebied en periode: 

De Dynamische Daphniatest is bmikbaar voor de kwaliteitsbeoordeling van oppervlaktewater en 
afvalwater. Bij regeling van de watertemperatuur is de test gedurende het gehele jaar inzetbaar (het 
apparaat is in staat een continue watertempetafuur met een variatie van 2 graden te handhaven, 
Elektron-GmbH, 1995). De temperatuur in de monitor mag variken tussen de 10 en 28'C, maar 
ligt bij voorkeur tussen de 18 en 22 'C. 

Gevoeligheid: 

De gevoeligheid van de Dynamische Daphniatest ligt beneden of rond de acute toxiciteit van 
stoffen voor de watervlo Daphnia magna zoals die in lab-bioassays worden vastgesteld (Noppert & 
Hendnks, 1995): de test is gevoelig voor metalen, organofosforbestrijdingsmiddelen en andere 
bestrijdingsmiddelen zoals etrimfos, parathion, diazinon en nitrobenzeen (zie bijlage 14 met de 
stoffeninfomatie en zie Hendriks & Stouten, 1993). 

Ervaring bij waterbeheerden: 

Op de RIZA meetstations bij Lobith (Rijn) en bij Eijsden (Maas) wordt het oppervlaktewater 
continu biologisch bewaakt met zowel de Dynamische Daphniatest als de Aqua-Tox-Control 
Leuciscus (een vis). De Dynamische Daphniatest blijkt minder robuust te zijn dan de vismonitor, 
maar wel veel gevoeliger. Het aantal alarmmeldingen bedraagt 1 à 2 per jaar (zie Noppert & 
Hendriks, 1995 en Hendriks & Stouten, in Hendriks (ed.), 1994). 

Beschikthrheid en kosten: 

Dit testsysteem is commercieel beschikbaar via Elektron GmbH (Brd). De aanschafkosten 
bedragen, afhankelijk van de uitvoexing, circa. f 35.000,- tot f 50.000,-. De bedrijfskosten 
('ninning costs') worden geschat op circa f 1750,- per week (Zwart, 1995). 

Aandachtspunten: 

Voor deze test zijn een aantal aandachtspunten van praktische aard geformuleerd: 

De implementatie van biomonitoringtechnieken zoals de Dynamische Daphniatest vergt de 
nodige tijd voor technische aanpassingen en het vertrouwd raken van het personeel met deze 
systemen; 

Het meetsignaal kan worden verstoord door controle- en onderhoudswerkzaamheden, het 
openen van de frontplaat van het systeem, verstopping van de aanvoer en aanzuiging van lucht. 
De technische onvolkomenheden kunnen worden opgevangen met 8-10 uur onderhoud per 



week om aangroei van vuil en slib m de slangen en in de testkamers te voorkomen OiJoppert & 
Hendriks, 1995). Op de lange termijn zuilen wellicht apparaten op de markt komen die minder 
onderhoud vergen, maar nu nog in ontwikkeling zijn (Stouten et al., 1993); 

Bij toepassing op slibrijk oppervlaktewater blijkt het Daphnia-systeem erg verstoppings- 
gevoelig te zijn. Zonder een effectief filtersysteem, dat tevens voldoende voedingsstoffen 
doorlaat, kan het apparaat niet naar behoren functioneren. Een gaswasfles met teflonwatten in 
combinatie met voorbezinking is een afdoende methode (Stouten ar al., 1993; Noppert & 
Hendriks, 1995); 

Stijging van de temperatuur en het voedselaanbod in de zomer zijn verantwoordelijk voor een 
toename van de gemeten activiteit door een snellere groei van de watervlooien en het optreden 
van reproduktie. Het apparaat is echter in staat een continue watertemperatuur met een variatie 
van 2 graden te handhaven (Elektron-GmbH, 1995); 

Uit ervaringen met het continu uizetten van de Dynamische Daphnia-test is gebleken dat de 
meetgegevens de eerste vier uur na een a l m  of na het opnieuw instellen van het apparaat niet 
beoordeeld kunnen worden (BundLänder-Projektgruppe "Wirkungstests Rhein" (WIR), 1995); 

Het biologische bewakingssysteem met watervlooien bevat verschillende onderdelen, waardoor 
er sprake kan zijn van duidelijk verwhillende versies van het systeem. Omdat het almniveau 
steeds gebaseerd is op de ervaringen bij een specifiek oppervlaktewater, IS dat geen probleem 
voor de metingen zelf. Teneinde de vergelijkbaarheid in absolute zin te vergroten verdient het 
echter wel de aanbeveling te streven naar ijking van de bewaking op diverse locaties. (Stouten 
et al., 1993); 

Op basis van praktijkervaringen kan voor de Dynamische Daphnia-test een aantal voorwaarden 
worden geformuleerd, die voor een optimale en efficikite werking noodzakelijk zijn (Stouten 
et al., 1993): 
- een personele inzet van 8 h 10 uur per week voor systeem en kweek; 
- installatie van een effectief filtersysteem; 
- automatische verwerking van de meetgegevens met mogelijkheid tot instelling van flexibele 
alanngrenzen; 

- opzetten en handhaven van een watervlooienkweek; 
- regeling van de temperatuur van het testwater, en 
- regeling van de omgevingstemperatuur. 

Referenties: 

(zie de literatuurlijst voor de volledige referenties) 

BundiLänder-Projektgruppe "Wirkungstests Rhein" (WIR), 1995; Bundesministerhm íür 
Forschung und Technologie, 1993; DBWMZA, sine anno; Elektron GmbH, 1995; Hendriks, 
1993; Hendriks (ed.), 1994; Hendriks & Stouten, 1993; Noppert & Hendriks, 1995; Stouten et 
aL.1993; Zwart 1995. 



Biilaee 10. 

BESCHRIJVING VAN DE MOSSELMONITOR 

Algemeen principe: 

De Mosselmonitor (biologische bewakingssysteem cq. biomonitor) kan gebruik maken van zowel 
zoet- (Dreissenapolymorpha of Unio pictorum) als zoutwaterrnosselen (Mytilus edulis). De dieren 
worden in het algemeen op een schone veldlocatie venameld. In het systeem worden 8 mosselen 
bevestigd, waarna het als geheel in het oppervlaktewater wordt gehangen. Deze mosselen worden 
elke twee tot drie maanden vervangen. Onder invloed van toxische stoffen zullen de mosselen hun 
geopende kleppen (gedeeltelijk) sluiten. De afstand tussen beide schaalhelften wordt elektronisch 
gemeten en de signalen worden on-he door een computer geregistreerd en verwerkt. De mate van 
sluiting wordt continu vergeleken met de 'normale' openingstoestand zoals die vlak voor de 
verstoring door de computer statistisch is berekend. De situatie vlak voor verstoring dient dus als 
een in de tijd veranderende referentie. De computer berekent hierbij telkens een nieuwe, aangepaste 
alarmwaarde. Bij een te hoge mate van sluiting wordt deze dynamische alarmwaarde overschreden 
en wordt een signaal af gegeven. 

Bijzonderheden t.a.v. de uitvoering binnen dit project (toepassing in keuzesysteem): 

De mosselmonitor is binnen de huidige praktijktoets niet meegenomen. Het systeem wordt echter 
reeds geruime tijd toegepast door het WRK om de kwaliteit van het inlaatwater uit hei Lekkanaal te 
bewaken, en heeft enkele jaren ook op het RIZA Meetstation bij Lobith (Rijn) gestaan (zie H, 
"ervaring bij waterbeheerders"). 

Randvoorwaarden: 

Voor de mosselmonitor kan gebruik gemaakt worden van zowel zoet- (Dreissena poiymorpha of 
Unio pictomm) als zoutwatmosselen (MytiIus eduih). Er is momenteel echter nog maar weinig 
bekend over de randvoorwaarden voor deze mosselen. In de praktijk is wel gebleken, dat het aantal 
bewegingen van de schalen van Dreissenapolyntorpha afiangt van de temperatuur. Bij een lage en 
een hoge temperatuur is het procentueel aandeel mosselen dat openstaat hoger dan bij een 
middelmatige temperatuur. Verder is er een positieve correlatie waargenomen tussen het 
percentage openstaande Dreissena en het chlorofylgehalte alsmede een negatieve correlatie met het 
zuurstofgehalte. Er is tevens een dagelijks ritme in het percentage openstaande Dreissena waar te 
nemen. Bij watertemperaturen van 22-2S°C blijkt bovendien de mortaliteit sterk toe te nemen. 
Volgens Deltaconsult (Deltaconsult, 1991) is een korte periode (< enkele dagen) van een verlaagd 
zuurstofgehalte of zuurstofloosheid bij de mosselmonitor geen probleem. 

Geldigheidscriteria: 

Strikte geldigheidscriteria voor de mosselmonitor zijn op dit moment niet voorhanden. 

Beoordelingscriteria: 

Door een on-line geschakelde computer wordt de openingstoestand van de mossels pennanent 
vergeleken mei de stand wals die vlak voor de verstoring door de computer statistisch is berekend. 
De situatie vlak voor verstoring dient dus als een in de tijd veranderende referentie. Bij een 
bepaalde mate van verstoring wordt deze dynamische alarmwaarde overschreden en wordt een 
signaal afgegeven. Dit alarmsignaal kan vervolgens een aantal acties (automatisch) in werking 



stellen (bijv. uitgebreide monstername). Voor een verdere interpretatie van de gegevens zal 
allereerst beoordeeld moeten worden of l )  er tijdens de test aan de randvoorwaarden (indien 
bekend) werd voldaan en 2) of de controle en het apparaat goed functioneerde. 

Toepassingsgebied en periode: 

De mosselmonitor is toe te passen voor het monitoren van effluent, oppervlaktewater en 
waterinlaten (drinkwater, aquacultures) (Deltaconsult, 1991; Kramer et al., 1989), als 'early 
warning system', voor toxiciteitstesten en voor fysiologische studies en gedragstudies (Kramer et 
al., 1989). Bij een regeling van de watertemperatuur is de Mosselmonitor het gehele jaar door 
inzetbaar. 

G. Gevoeligheid: 

De mosselmonitor met de zoetwatermossel Dreissena polymorpha is gevoelig voor metalen (met 
name koper) en zeer gevoelig voor bestrijdingsmiddelen als TBTO (Jenner er al., 1991). NaOCL, 
lindaan (BundlLiuider-Projektgtuppe "Wirkungstests Rhein" (WIR), 1995; Borcherding, 1992; 
Borcherding & Volpers, %a.), PCP (Bundnänder-Projektgnippe "Wirkungstests Rhein" (WIR), 
199% Bgrchetding, 1992; Borcherding & Valpers, s.a.3, atrazine, nitrofenol (Borcherding, 1992; 
Borcherding & Volpers, s.a.) en chloorpyrifos (zie bijlage met de stoffeninfomatie). De 
mosselmonitor met de zoutwater mossel Mytilus edulis is uiterst gevoelig voor metalen (vooral 
koper) en zeer gevoelig voor bestrijdingsmiddelen als TBTO, NaOCI (cq. vrij chloor). lindaan, 
PCP en chloorpyrifos (zie verder bijlage 14)). 

R Ervaring bij waterbeheerders: 

De Mosselmonitor is sinds januari 1995 operationeel bij het WRK om de kwaliteit van het 
inlaatwater uit het Lekkanaal te bewaken. Technisch gezien werkt het systeem perfect. Op één set 
mosselen draait het systeem circa drie maanden. Alleen het vinden van de optimale instelling voor 
de alarmwaarde kost enige tijd. Dit is iets dat bij alle biologische bewakingssystemen dient te 
gebeuren om zo het aantal vals positieve signalen (wel alarm, maar géén toxische stoffen aanwezig) 
dan wel vals negatieve waarden (g& alatm. maar wel toxische stoffen aanwezig) te optimaliseren 
(mededeling heer E. Penden, WRK). Van de drie bij het WRK ingezette biologische 
bewakingssystemen (Mosselmonitor, Aqua-Tox-Control Daphnia en Aqua-Tox-Control Leuciscw) 
spreekt de Mosselmonitor in het algemeen het minst tot de verbeelding. Het reguliere onderhoud 
hoeft niet perse door een speciaal hiervoor opgeleide biologisch analist te worden uitgevoerd. Het 
kan ook worden gedaan door een meer chemisch of technisch geschoolde medewerker. 

Enkele jaren geleden heeft ook op het REA Meetstation bij Lobith (Rijn) een Mosselmonitor 
gesiaan, die naast de Dynamische Daphniatest en de Aqua-Tox-Control Leuciscus functioneerde. 
Wet aantal alarmmeldingen was vergelijkbaar met beide andere systemen (mededeling heer J. 
Hendriks, REA). 

Beschikbaarheid en kosten: 

Dit testsysteem is commercieel beschikbaar via Delta Consult BV. De aanschafkosten bedragen 
circa. f 35.000,-. De bedrijfskosten ('running cosîs') worden geschat op circa f 750.- per week 
(Zwart, 1995). 



Aandachtspunten: 

Ervaringen in de praktijk wijzen uit dat: 

Het vinden van de optimale instelling van de monitor en de almwaarde enige tijd kost; 

Het systeem over het algemeen tot ca één uur na het optreden van een a l m  immuun is voor 
een nieuw alarm, afhankelijk van de specifieke verontreiniging, de wnceneatie en de duur van 
het alarm (Deltaconsult, 1991); 

De mosselen na Mee tot drie maanden vmangen dienen te worden (Deltaconsult, 1991). 

Referenties: 

(zie de literatuurlijst voor de volledige refaenties) 

Bomherding, 1992; Bomherding & Volpers, sine anno.; Bundnander-Pmjektp~uppe 
"Wirlnuigstests Rhein" (WIR), 1995; Deltaconsult, 1991; Jenner, 1991; Jenner et al,  1991; Kramer 
et al., 1989; Munawar et al., 1989; RIZA & Haskoning, 1990; Zwart, 1995. 



Stoffeninfomatie l: Overzicht van de gevoeligste technieken 

NB: Niet alle waarden zijn afkomstig van testen met eenzelfde organisme, tijdsduur edof 
eindpunt. De afwijkende waarden moeten derhalve als indicatief worden gezien (zie verder 
de opmerkingen in paragraaf 2.5 en bijlage 12,13 en 14). 















Bijlage 'stoffeninarmatie' 





Biilaee 12. 

Stoffeninformatie 2: Ovenicht van de lab-bioassays 

NB: Niet alle waarden zijn afkomstig van testen met emzelfde organisme, tijdsduur enlof 
eindpunt. De afwijkende waarden moeten derhalve als indicatief worden gezien. 

Referenties: 

Kaiser, RL.E. & Devillers, J. (1994). Ecotoxicity of chemicais to Phoroóacteriwn 
phosphoreum. . Gordon and Brraoh Science Publishers, Amsterdam: 879 p. 

Murphy, S. R & Balogh, J.C. (1993). DATATOX V2.0. Toxicity & Chemical fate, Personal 
computer system. Spectrum Research, Inc.., Duluth, Minnesota, April 1993. 

Toussaint, M.W., Shedd, T.R, van der Schalie, W.H., & kather, G.R (1995). A comparison of 
standard acute toxicity tests with rapid-screening toxicity tests. Envimnmental Toxicology and 
Chemistry : 14: 907-915. 

Rijn, J.P. van, Straalen, N.M. van, & Wilems, J. (1992). Handboek bestrijdingsmiddelen. 
Gebruik en milieu-effecten. W Uitgaverij, Amsterdam: 153 p. 

Lultik, R, Baumann, RA., &van der Wal, B. (1991). Bestrijdingsmiddelen in oppervlaktewakr 
van het Westland (1989P90). Rapport N: 71 1001007. Rijksinstituut voor Volksgezondheid en 
Milieuhygiene RIVM, Bilthoven: 88 p. 

Lindem, J.B.H.I., Jansma, LW., Memink, B.J.W.G., & Otennann, K. (1994). Pesticides: 
Benefaction or pandora's box? A synopsis of the environmental aspects of 243 pesticides. Report 
no. 679101014. Rijksinstihut voor Volksgezondheid en Milieuhygiene RIVM, Bilthoven: 204 
P. 

Koten-Venneulen, J.E,M. van & Canton, J .R (1988). Voorstellen voor (no) effect1wels van een 
aantal bestrijdimiddelen voor het aquatisch ecosysteem op basis van literahrumderzoek. 
Rapportnummer 747612001. Rijksinstiáiut voor Volksgezondheid en Milieuhygiene RIVM, 
Bilthoven: 32 p. 

Maas, J.L., A. Naber en J. Bottenveg (1994). Toxiciteit en mutapmiteit van acht indusidle 
effluenten voor zoetwaterorganismen. Vergelijking van de gevoeligheid van zoet- en 
zoutwaterorganismen. we&ocument nr. 93.171X, ~ijkswäterstaat REA, februari 1994. 

Munawar, M., Dixon, O., m e l d ,  C.I., Reynoldson, T. & Sadar, M.H. (1989). Environmental 
bioassay techniiues and heir application. Pmcsedings of the 1st Intmiational Conference held 
in Lanoaster, England, 1 1-14 July 1988. Kluwer Academic Publishers, 1989. 

Ordelman, H.G.IC, van Noort, P.C.M., van Stemwijk, J.M., Beurakens, J.E.M., Faasen, R, 
Beek, M.A., and Evers, E.H.G. (1994). Watersysteemverkenningen 1996. Een analyse van de 
problematiek in aquatisch milieu. Fenoherbicib. Diinoseb, Dinotetb, DNOC, Lelysîad, RIZA, 
1994.p. 98 

Ordelman, H.G.K., van Noort, P.C.M., van Stemwijk, J.M., ten Hulscha, T.EN., and Evers, 
H.G. (19931. Watersysteemverkenningen 1996. Een analyse van de pmblematiek in aquatisch 
milieu. Triazinen. Anilazen, aírazin, oyanazin, cyromazin, desmeuyn, pmmetryn, pmpazin, 
simazin, terbutryn, terbutylaiin, Lelystad, REA, 1993.p. 138 

Ordelman, H.G.K., van Noott. P.C.M., van Steenwijk, J.M., ten Hulscher, T.E.M., Beek, M.A., 
Botterweg, J., Faasm. R., Frintrop, P.C.M., and Evers, H.G. (1993). Watersysteemverkenningen 
1996. Een analyse van de problematiek in aquatísch milieu. Dithiocarbomaten. Manoozeb, 
maneb, meîam-natnum, metiram, nabiurn- dimethyldithiocarbamaat, thiram, tri-allaat, zineb, 
ziram, Lelystad, R E A ,  1993.p. 119 

Ordelman, H.G.K., Stortclder. P.B.M., ten Hulscher, T.E.M., Wagemaker. F.H., van Steenwijk 
J.M., Botteweg, J., Frintrop, P.C.M., and Evers, H.G. (1993). Watersysteemverkenningen 19%. 
Een analyse van de problematiek in aquatisch milieu. Carbamaten, Lelystad, RIZA, 1993.p. 137 



Ordelman, H.G.K., vanNoort, P.C.M., Huischer, T,EMt., Beek, M.A., van Steenwijk, LM., 
Frintrop, P.C.M., and Evers, E.H.G (1994). Watersysteemverkenningen 1996 
OrganofosforbestrijdingsrniddeIen, een analyse wui de problematiek in aquatisch milieu, 
Lelystad, RIZA, 1994.p. 186 

Grossmann, K., Berghaus, R. & Realaff. G. (1992). Heterotrophic cel1 suspension culîures for 
monitoring biologica1 activity in agrochemical research. Comparison with screen5 using algae, 
germinating seads and whole plant* Pe~tic. Sci. 35: 283-289. 

Kalf, D.F, Crommenîuijn, G.H., Posthumus, R & van de Plassche, EJ. (1995). Intepratcd 
environmental quality objectives for polyoyclic aromatic hydrocarbons (PAH's). RIVM report 
no. 679 1010 18. December 1995. 

Gaggi, C. et al. (1995). Toxicity anti Hazard Ranking of s-triazine herbicide using Microtox, 
two green algal species and a marine crustaem. Environmental Toxicology and Chmistry. 
Volume 14, no. 6, pp 1065-1069 

Munkitüick, K.R, Power, E.A. & Sergy, G.A. (1991). The reiative sensitivity of Microtox, 
Daphnid, Rainbow Trout, and Fathead Minnow Acute Lethality Tests. Environmental 
Toxicology and Wam Quality, Vol. 6.35-62 

Sloof, W. (1983). Biologica1 effects of chemica1 pollutanîs in the aquatic environment and their 
indiitive value. PhD Thesis, Apríl 1983 

= AquuTox: BKH (1992). Database management program: AquaTox. Version 2.0 BKH 
Consulting engineers, Delft. 

- Datatox = [lol 

PS: Toxiciteitwaardsn w w h t e r  geen bijz0nderheden zijn vmneld zijn overgenomen uit een van de 
bronnen zoals vermeld in de referentielijst bij de beschrijving van de technieken in bijlage 1,2,3 of 4 
(zie inventarisatierapport: STOWA, 1997). 
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Stoffeninformatie 3: Ovenicht van de veldbioassays 

NB: De weergegeven data voor de kroostest zijn vrijwel allemaal afkomstig van lab-bioassays en 
moeten derhalve als indicatief worden gezien. Voor de watervlooien veldbioassay zijn géén 
specifieke waarden gevonden. Hiervoor kan indicatief gebruik gemaakt worden van de  
waarden voor de acute watervlooientest. Ook voor veldbioassav met mup9elarven zijn g& 
specifieke veldwaarden gevonden. De meeste waarden die zijn gevonden zijn afkomstig van 
lab-bioassays met diverse soorten muggelarven (Ghironomus, Culex en Aedes) en, bij gebrek 
aan betere data, ook van andere water(bodem)insecten (hoofdzakelijk Pteronarcys 
califrnica en Cloeon diptemm). Om deze redenen moeten ook voor deze assay de 
weergegeven waarden als indicatief worden gezien. 

Referenties: 

Murphy, S. R & Balogh, J.C. (1993). DATATOX V2.0. Toxicity & Chemica1 fate, Personal 
computer system. Spectrum Research, Inc., Duluth, Miesota, April 1993. 

Luttik, R., Baumann, R.A., &van der Wal, B. (1991). Bestrijdingsmiddelen in oppervtakáwetcr 
van het Westland (1989f90). Rapport nr: 71 1001007. Rijksinstituut voor Volksgezondheid en 
Milieuhygiene RIVM, Bilthoven: 88 p. 

Ordelman,H.G.K.,vanNooit,P.C.M.,vanSteenwijk,J.M.,&ursLens,J.E.M.,Faagni,R, 
Be& M.A., and Evers, E.H.G. (1994). Watersysteemverkenningen 19%. Een analyse van de 
problematiek in aquatisch milieu. Fenolhexbiciden. Dinoseb, Dinoterb, DNOC, Lelystad, REA, 
1994.p. 98 

Ordelman, H.G.K., van Nooit, P.C.M., van Steenwijk, I.M., ten Hulscher, T.E.M., and Evers, 
H.C. (1993). Watersysteemverkenniigen 1996. Een analyse van de problematiek in aquatisch 
milieu. Triazinen. Anilazni, atrazin, cyanazin, cymmazin, desmm, prometryn, pmpaUn, 
simazin, terbutryn, terbutylazin, Lelystad, RïZA, 1993.p. 138 

Ordelman, H.G.K., van Noort, P.C.M., van Steenwijk, J.M., ten Hulscher. T.E.M., Beek, M.A., 
Bonerweg, I., Faasen, R, Frintrop, P.C.M., andEvers, H.O. (1993). Watersysteemverltenningen 
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maneb, metam-natrium, metiram, natrium- dimethyldithiocarbamaat, thiram, tri-allaat, zineb, 
zi- Lelystad, RIZA, 1993.p. 119 

Ordelman, H.G.K., Stortelder, P.B.M., ten Hulscher, T.E.M., Wagemaker, F.H., van Steenwijk, 
J.M., Bottenveg, J., Frinirop, P.C.M., and Evers, H.O. (1993). Watersysteemverkenningen 1996. 
Een analyse van de problematiek in aquatisch milieu. Cafbamaîen, Lelystad, REA, 1993.p. 137 

Ordelman, H.G.K., van Nooit, P.C.M., Hulscher, T.E.M.t., Beek, M.A., van Steenwijk, J.M., 
Frintmp, P.C.M., and Evers, E.H.G (1994). Watmysteemverltenningen 1996 
Organofosforbestrijdingsmiddelen, een analyse van de problematiek in aquatisch milieu, 
Lelystad, RIZA, 1994.p. 186 

Retzlaff, G., 1993. Growth mte determination of Lemm by video scan of the leaf surface area 
In: Target assays for modern herbicides and relaîed phytoîoxic compounds. Eds.: Böger, P. & 
S a n d r n u  Lewis publishem Chapter 34: 251-256 
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Sloof, W. (1983). Biological effeets of chemical pollutants in the aquatic environment and their 
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[401] Ingersoll, C.G., Ankley, G.T., Benoif D.A., Bmnson, E.L., Button, G.A., Dwyer, F.J., Hok,  
RA., Landmm. P.F., Norberg-King, T.J. 8r Winger, P.V., 1995. Toxicity and bioaccumulation 
of sediment-associated contaminants using freshwatcr invertebrates: a review of methods and 
applications. Environmental Toxieology and Chemistry, Vol. 14, NO. 1 1, pp. 1885-1894. 

[DA] = Datatox = [IO] 

PS: Toxiciteitwaarden waarachter geen bijzondemeden zijn vermeld zijn overgenomen uit een van de 
bronnen zoals vermeld in de referentielijst bij de beschrijving van de technieken in bijlage 5.6 of 7 
(zie inventarisatiellippon: STOWA, 1997). 
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Stoffeninfomatie 4: Overzicht van de biologische bewakingssystemen 

NB: De weergegeven data voor de (niet geselecteerde) vismonitor JAaua-Tox-Control) zijn 
vrijwel allemaal afkomstig van lab-bioassays en moeten derhalve als indicatief worden 
gezien. 

Referenties (zie de literatuurlijst voor de volledige referenties): 

Delta Consult, 1991. Mosselmonitor (produb-informatiemap). 

Bund/Lgndn;Projektgruppe "Wirkungstests Rhein" (WIR), 1995. Kontinuierliche 
Biotestverfahren ZW übmvachung des Rheins. ISBN 3-503-03690-3. Umweltbundesamt, 

Rijn, J.P. van, Straalen, N.M. van, & Willems, J. (1992). Handboekbesûijdingsmiddelen. 
Gebruik en milieu-effecten. W Uiigwerij, Amsterdam: l53 p. 
Luttik, R., Baumann, R.A., & van der Wal, B. (1991). Bestrijdingsmiddelen in oppervlaktewater 
van het Westland (19891'90). Rapport nc 71 1001007. Rijksinstituut voor VoUtsgaondheid en 
Milieuhygiene W, Bilthwen: 88 p. 
Lindas, J.B.H.J., Jansma, J.W., Mensink, B.J.W.G., & Otamana, K. (1994). Pesticides: 
Benefaction or pandora's box? A synopsie of the environmentai aspects of 243 pesticides. Report 
no. 679101014. Rijksinstituut voor Volksgezondheid m Milieuhygiene RiVM, Bilthoven: 204 
P. 
Ordelman, H.G.K., van Noort. P.C.M., van Steenwijk, J.M., ten Hnlscher, T.E.M., Beek, M.A., 
B o m e g ,  J., Faasen. R ,  F ~ t r o p ,  P.C.M., and Evers, H.G. (1993). Weiesysteemverkenningen 
1996. Een analyse van de problematiek in aquatisch milieu. Dithioearbomaten. Mancomb, 
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PS: Toxiciteitwaarden waarachter geen bijzonderheden zijn vermeld zijn overgenomen uit een van de 
bronnen zoals vermeld in de referentielijst bij de beschrüvbg van de technieken in bijlage 8, 9 of 10 
(zie inventarisatierapport: STOWA, 1997). 



















Biilaee 15. 

FLUOROMETPLATE-BIOASSAY (LAB-BIOASSAY) 

Algemeen principe: 

De FluomMetPLATE-test (lab-bioassay) wordt uitgevoerd met bacteriesoort Escherichia coli 
volgens het bij deze testkit bijgeleverde protocol (Gmup 206, 1996). Het pruicipe van deze test is 
dat toxische stoffen (met name zware metalen) de enzymsynthese (B-Galactosidase) remmen. Voor 
de test wordt een verdunningsreeks van het oppervlaktewater aangemaakt met het in de testkit 
bijgeleverde standaard verdunningsmedium, waarna een suspensie van E. coli, wordt toegevoegd. 
Na 1,5 uw incubatie bij 35 "C wordt f luomg~ubstraat  toegevoegd aan iedere replica en wordt 
wederom 2 uur geïncubeerd. Bij aanwezigheid van enzym P-Galactosidase wordt het 
fluorescerende marker van het substraat gesplitst. De mate van fluorescentie wordt gemeten met 
behulp van een fluorometer. De analyses worden in drievoud uitgevoerd, waarna de EC50-waarde 
wordt bepaald. De ECjo-waarde (Effect Concentratie) is gedefinieerd als de concentratie 
oppervlaktewater, waarbij na een gegeven blootstellingsduur een afname van 50% van de 
fluorescentie ten opzichte van de blanco (= verdunningsmedium + bacteriesuspensie) kan worden 
waargenomen. 

Bijzonderheden t.a.v. de uitvoering binnen dit project: 

Binnen het STOWA-project is deze test uitgevoerd volgens een gemodificeerde versie van de bij 
deze testkit bijgevoegde richtlijn (Group 206, 1996). Deze wijziging houdt in dat in plaats van een 
verdunningsreeks met 3 replica's per testconcentratie uitsluitend 6 replica's van het onverdunde 
oppervlaktewater zijn beoordeeld. Na totaal 3,5 uur blootstelling is in iedere replica de 
fluorescentie gemeten. Tenslotte is met behulp van de parametrische 'Bonferroni'-test uit het 
statistische software pakket SPSS (Nonisis, 1992) getoetst of er ten opzichte van de referentie 
significmte verschillen in fluorescentiewaarnemingen zijn. Hiervoor is echter wel eerst getoetst of 
voldaan werd aan de eisen t.a.v. normaliteit en homogeniteit van varianties. 

Randvoorwaarden: 

Er zijn voor deze test nog géén randvoorwaarden voor Srsisch-chemische parameters waarbij géCn 
acute effecten worden verwacht bij E. coli. Volgens G. Watts (directeur h u p  206) wordt, met 
uitzondering van de pH, de performance van deze test echter niet beïnvloed door deze parameters 
(saliniteit, zuurstofgehalte e.a.). De pH van de monsters dient met NaOH enlof HC1 op 6 te worden 
gesteld indien deze lager is dan 5,O of hoger dan 7 3  (Group 206,1996). 

Geidigheidscriteria: 

De volgende geldigheidscriteria zijn van toepassing bij het testen van verdunde en onverdunde 
watermonsters: 

0 In de blanco (negatieve controle) moet fluorescentie kunnen worden gemeten aan het einde 
van de test; 

In de positieve controle (bevat CuSO,) moet de fluorescentie aan het einde van de test nihil 
zijn. 



Nadat gecontroleerd is of de uitgevoerde test aan de geldigheidscriteria voldoet (zie D), kunnen de 
resultaten van de test worden beoordeeld. Hiertoe wordt met behulp van een geschikte statistische 
methode (bijv. de parametrische Bonfemni' T-test) getoetst of de fluorescentie in een bepaald 
oppervlaktewatmonster statistisch significant van de fluorescentie in de referentielocatie 
verschilt. Hiervoor wordt echter eerst getoetst of voldaan wordt aan de eisen t.a.v. normaliteit en 
homogeniteit van varianties. Indien hieraan ook na een eventuele transformatie van de 
waarnemingen niet kan worden voldaan, dan wordt voor het toetsen van verschillen gebruik 
gemaakt van een niet-parametrische methode (bijv. een rangsomtoets). 

Indien de fluorescentie op de te ondermeken locatie significant lager is dan bij de referentielocatie, 
wordt geconcludeerd dat het betreffende monster negatieve en dus toxische effecten op de bacterie 
veroorzaakte. 

F. Toepassingsgebied en periode: 

De FluoroMetPLATE-test kan worden toegepast bij de screening en beoordeling van de toxiciteit 
van stoffen, waterbodems (via het poriewater enlof elutriaat) en waterige monsters. 

Aangezien zowel het materiaal als de testorganismen het gehele jaar door verkrijgbaar zijn en 
aangezien deze test in het laboratorium, onder gestandaardiseerde omstandigheden wordt 
uitgevoerd, zijn er geen beperkingen ten aanzien van de periode waarin de test kan worden 
toegepast. 

C. Gevoeligheid: 

De test is specifiek gevoelig voor zware metalen. De ECSO-waarden per metaal zijn weergegeven 
in het volgende overzicht (Junget al., 1996): 

Metaal: kwik kopa chmom zink lood nikkel cadmium 

mm @@f: 3.7 12.4 4861 52.1 1868 348 2.9 

H. Ervaring bij waterheheerders: 

De toepassing van deze test in dit onderzoek is de eerste toepassing van deze techniek in 
Nederland. 

Beschikbaarheid en kosten 

Deze test is sinds kort commercieel beschikbaar via AquaSense BV in Amsterdam. In het volgende 
schema worden de kosten (uitvoeringstijd en verbmil<smateriaal) geraamd voor het testen van 5 
complete verdunningsreeksen (2 replica's per concentratie) edof het screenen van 5 onverdunde 
monsters met 6 replica's per monster, waarbij per monster gelijktijdig 5 blancoreplica's worden 
meegetest. 



Naast verbniiksmaterLaa1 is voor de uitvoering van deze ook een 'Microplate Fluorometer' met de 
volgende specificaties nodig: exicatie-golflengie circa 360 nm en emissie-golflengte circa 485 nm. 

Aandachtspunten: 

Voox deze test zijn een aantal aandachtspunten van praktische aard geformuleerd: 

e In vervolgonderzoek dient deze test verder te worden gevalideerd; 

e Verder dienen randvoorwaarden te worden opgesteld. 

Referenties: 

(zie de literatuurlijst voor de volledige referenties) 

Group 206, 1996; Jung et al., 1996; Nonisis, 1992 



Praktijkmonitoring metalen: aanvullende informatie t.av. de banonstering 

Inlaat: Tijdsproportionele monstemame met behulp van Epic 1011T. De Epic bevat een 
vacuiimpomp en neemt de watermonsters door middel van onderdruk. De instelling 
tijdens monstemame was 6 maai per uur een hoeveelheid van 50 ml; 

Lozing 1: Volumeproportionele meting en bemonstering met behulp van magnetische flowmeter 
Actoflux K 480 AS en monstemame met Verder Flex 2010; 

Lozing 2: Volumeproportionele meting en banonstering middels een meetschot Thomson 90" en 
een E+H (FDV 80 reg IA) debietmeter en een E+H liqui-box monstemameapparaat; 

Beek: Tijdsproportionele monstemame met behulp van PBT. De PBT bevat eveneens een 
vacuiimpomp en neemt de watermonsters eveneens d.m.v. onderdruk. instelling 
tijdens monstername was 6 maal per uur een hoeveelheid van 50 ml. 





Biilaee 16c. 

Praktijkmonitoring metalen: resultaten acute algentest (lab-bioassay) 

parameter code gemiddelde s.d sign. 
A blanco 408497 62805 

inlaat 632015 36548 referentie 
lozing l 539076 23752 +t* 

lozing 2 610386 34612 
beek 505839 38581 t** 

Na2Sû4 98145 29701 

iA blanco n.v.t. n.v.t. 
Uilaat -54.7 8.9 referentie 

lozing 1 -32.0 5.8 *t* 

lozing 2 -49.4 8.5 
beek -23.8 9.4 *t* 

NaZS04 76.0 7.3 

P blanco 1 .Z64 0.053 
inlaat 1.418 0.016 referentie 

lozing 1 1.360 0.016 t+* 

lozing 2 1.398 0.014 
beek 1.334 0.025 **t 

Na2Sû4 0.778 0.131 

i~ blanco n.v.t. n.v.t. 
inlaat -12.1 1.3 referentie 

lozing l -7.6 1.3 *I* 
lozing 2 -10.6 1.1 

beek -5.5 2.0 *v* 

Na2S04 38.4 10.4 

Significant verschillend van referentie: 
(getoetst met SPSS-'Bonferomnig-test) 

* P c= 0,050 
*I P <= 0,010 
*** P c= 0,005 



Bi i la~e  16d. 

Praktijkmonitoring metalen: resultaten acute bactenetest (Microtox, lab-bioassay) 

gamma op t = 30 minuten 
replica inlaat lozing 1 lozing 2 beek Na2S04 

A -0.096 -0.099 -0.340 -0.095 -0.159 
B -0.129 -0.080 -0.340 -0.155 -0.143 
C 

l 
-0.012 0.002 -0.3 15 -0.155 -0.126 

D -0.042 0.025 -0.298 -0.052 -0.100 

E -0.061 -0.061 -0.330 -0.126 -0.135 

gemiddeld -0.068 -0.043 -0.324 -0.1 17 -0.133 
s.d. 0.046 0.054 0.018 0.044 0.022 



Praktijkmonitoring metalen: resultaten acute watervlooientest &b-bioassay) 

% immobiel op t = 48 uur 
blanco inlaat lozing 1 lozing 2 beek NaZS04 

replica (refermtie) 

A 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 100.0 
B 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 100.0 
C 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 100.0 
D 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 100.0 
E 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 100.0 
F 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 100.0 
G 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 100.0 

gemiddeld: 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 100.0 
s.d. 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

sign. - 

sign. significant verschiilend van referentie: 
(getodst met SPSS-Wilcoxon's mgsom'-test) 

q P c= 0,050 
** P <= 0,010 



Praktijkmonitoring metalen: resultaten acute Rotoxkit F-test (lab-bioassay) 

% immobiel op t = 24 uur 
blanco inlaat lozing 1 lozing 2 beek Na2Sû4 

replica (referentie) 

A O o 20 O o I o0 
B 20 O O O 40 1 O0 
C 20 O O O O 80 

D 20 O O O O 60 

E O O 20 O O 60 

F o O o O o 1 o0 

G 20 20 20 O O 80 

H O O 20 O 20 80 

I o o o o o 1 O0 

J o o ao O o IM) 

K o O o o o 1 O0 

L O O o 20 o 1 O0 

$emid&ld: 6.7 1.7 8.3 1.7 5.0 88.3 
s.d. 9.8 5.8 10.3 5.8 12.4 15.9 

sign. 

sign. significant verschillend van referentie: 
(getoetst met SPSS-'Wilcoxon's rangsom'-test) 

t P c= 0,050 
** P c=0,010 

*** P <=0,005 



Biilaee l& 

Praktijkmonitoring metalen: resultaten acute FluoroMetPLATE flab-bioassay) 

(1ooatie)code mm TU's f l u o ~ e ~ ~ ~ n t i e  

(&W waarde (sign.) 

blanco (negatieve wntrole) 

inlaat (referentie) 

lozing 1 

lozing 2 

beek 

positieve controle (CuSû4) 

gemiddelde 
5.d. 

gemiddelde 
s.d 

gemiddelde 
5.d. 

gemiddelde 
&.d. 

gemiddelde 
s.d 

gemiddelde 581.63 *** 
s.d. 35.05 

gemiddelde 
S.& 

s i p .  significant verschiliend van referentie: 
(getoetit met SPSS-'Bonfemrroni'-test) 

a P <= 0,050 
** P c= 0,010 
*** P <= 0,005 



Weergave van waarnemingen met behulp van boxplots 

Omdat bij aanvang van het onderzoek nog niets bekend was over de statistische verdeliig van de 
waamemingen worden sommige resultaten gepresenteerd met behulp van zogenaamde "boxplots". 
Een boxplot geeft op grafische wijze inzichtelijk weer hoe de feitelijke verdeling van de 
waarnemingen is. In onderstaande figuur wordt zo'n boxplot weergegeven en de onderdelen ervan 
benoemd. 

Lii8.u r.irnrmin# die #.m uilbijter is. 
W u r d c  dír meer dim 1.5 b o l - h l t e  van de 

Figoor Opbouw van een "boxplot" (n= Norusis, 1992). N.B.: De codes voor uitbijten, (o) en exieme 
uitbijten, (*) worden meestal gelabeld met em cijfncode. Deze cijfercode geeft aan welke 
waarneming (sublocatie) als (extreme) uitbijiet wordt aangcmerkt. 

Een essentieel onderdeel van de boxplot is de weergave van de mediaan4. Weergave van de 
mediaan, in plaats van het meetkundige gemiddelde, heeft de volgende twee voordelen: 

De mediaan is minder gevoelig voor uitbijters; 

0 De ligging van de mediaan binnen de boxplot zegt iets over de "scheetleid" van de verdeling 
van de waarnemingen. 

Wanneer de mediaan niet in het midden van de box ligt dan zijn de waarnemingen scheef verdeeld 
(s&@. Ligt de mediaan dichter bij de 2 5 C  percentiel (onderkant box) dan bij de 7 9  percentiel 
(bovenkant box) dan zijn de waamemingen positief-aheef-verdeeld (positiveiy skoued). Wanneer 
het tegendeel waar is, dan zijn de waamemingen negatief-scheef-verdeeld (negativeveiy s k d )  
(Nonisis, 1992). De box-lengte is een maat voor de spreiding of variabiliteit van de waamemingen: 
hoe langer de box, hoe groter de spreiding of variabiliteit. Boxplots zijn ook heel bruikbaar om de 
verdelingen van de waamemingen in verschillende categorie&n met elkaar te vergelijken. 

Mediaan: Voor een oneven aantal, op grootte geordende waarnemingen is dit de middeinte waarneming. 
Voor een even aantal waarnemingen is de mediaan het gemiddelde vao de twee middelste waarnemingen. 

5 Scheef (Skewed) wil zeggen dat de waamemingen niet symmetrisch zijn verdeeld t.o.v. het gemiddelde. 





Praktijkmonitoring bestrijdingsmiddelen, HH Delfland, resultaten van de uitvming van 
watervlooien veldbioassays met conventionele glazen potten en RIZA-biokorven. Testen 
uitgevoerd door HH Delfland. 

aantal immobiele* watervlooien 

HH Delfland locatiede maand biolrorf(R1ZA) w t  (Delfland) biokorf - w t  

aug. 
juli 

juli 

aug. 

4 OW04741 (referentie) aug. 
juli 

juli 

aug. 
juli 

aug. 
juli 

aug. 
juli 

aug. 
juli 

9 OW202-O0 

10 OW285-l1 (referentie) 

I1 OW30140 

12 OW306-22 

13 OW306-23 

14 OW310-O0 

15 OW414-O0 

aug. 
juli 

aug. 
juli 

aug. 
juli 

aug. 
juli 

aug. 
juli 

aug. 
juli 

*: immobiel = dood + niet actief 



Praktijkmonitoring beshijàingsmiddelen, H Fleverwaard, resultaten acute algen- en watervlooien lab-biwsays (uitgevoerd door AquaSeme) en 
watervlooien veldbioasays (uitgevoerd door H Fleverwaard). 

R e d a t c a  actieve biologische monitorinp m.b.v. lab-biosssays (ui- dom AquaSeme) ai wptavlweldbiosssays (uitgevod dmr HH Flcv&). 
*: *q **r: significnut bem of slechtadau de b i j b e h o d  referentie C': W=O,OSO; '**l: Pc=O,OlO; '***': M,OOS) 
D.m.v. omlraduQ wordt asngcpvm daî de betrcffide waarde significant SLECHTER is dan de refaentiicusudc (momct is tonischer dau de refaatie) 

nr. dahun (%inhibitie) (96 inhibitie) (48~) (76) b- *m- 
l Lokalerefaentie 26 2-96 -160.3 -23.7 0.0 0.0 ? 

Locatie I 
Lokale refaentie 
Locatie l 
w e  referentie 
Locatie 1 

2 Lokalemfaentie 
Locatie 2 
w e  r á w t i e  
Loeatie 2 
Lolrale refwtie 
Locatie 2 

3 ~ 4  Lokalerctaentie 
Locatie 3 
Locatie 4 
w e r c t a e n t i e  
Laatie 3 

40.0 v 4  
0.0 d test 1.5 week NA mornadatum ingan 
0.0 ? idem 
0.0 l schapvaan7 
0.0 v a l  
0.0 d 

20.0 nel 
0.0 veel <*a 1,s week NA mooszadihm ingan 
0.0 v a l  idcm 
0.0 wcin@ 
0.0 welliig 
0.0 nel 
0.0 d 
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Pigour 2 Keuzesysteem voor de selectie van toxiciteit- of effe~tmonito~gtech~ieken ((B: zie figuur 1). 






