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SUMMARY 

Environmental research and policy on chemical substances in surface water has been 
limited to the 100 to 200 substances figuring on priority lists for which quality objec
tives have been set. However, investigations showed that contamination by other, 
mainly unknown substances, might be important. 
In this project the toxicity of surface water samples observed in bioassays wi th a num
ber of test organisms is being related to the chemical composition of the samples. Dur
ing 1994, 1996 and 1997, bioassays were carried out on a large number of surface wa
ter samples. The organic substances in the samples were extracted by XAD-resin and 
concentrated to a smaller volume. The toxici ty of this concentrate was assessed in the 
fol lowing bioassays: inhibition of photosynthesis of the alga Selenastrum capricornutum 
(CHLO), Fluorotest w i th Daphnia magna (CLAD), immobilisation of the fairy shrimp 
Thamnocephalus platyrus (ANOS), the brine shrimp Artemia salina and the rotifer Bra-
chionus calyciflorus (ROTI), and inhibition of the photoluminiscence of the marine bacte
rium Vibrio fischen (Microtox, MTX). The results of the bioassays are expressed as the 
concentration factor for the original sample to cause 5 0 % of the effect (ECf50). 
Within the MWTL programme surface water samples are taken regularly for chemical 
analyses. In this database the sampling locations and sampling days matching those of 
the bioassays were selected. The results of all chemical analyses were harmonised and 
expressed in pg/\ (total concentration). Concentrations measured in suspended material 
were recalculated to concentration solved in water. Chemical substances detected in 
these samples were coupled to a third database containing a large number of aquatic 
toxicity data to calculate the contribution of each substance to the toxici ty of the sam
ple (expressed as a Toxic Unit: TU = concentration/EC50). Assuming concentration addi
t ion, for each sample the toxicity was estimated (sum TU). For CLAD, CHLO and MTX, 
the calculations yielded a sufficient number of data to carry out an analysis. Different 
calculation alternatives were applied where substances sorbed to suspended matter and 
substances below the detection limit were included or excluded. 

In order to clarify the toxicity observed in bioassays on the basis of the chemical com
position of the samples, the sum of the Toxic Units was multiplied by the concentration 
factor ECf50. The percentage of the toxici ty explicable by the chemicals detected in the 
sample was highly variable among the locations. For many locations substances were 
identified that explained the observed toxici ty. The toxicity to CLAD (ECf50<50) could 
be explained on six sampling locations but not on t w o locations. The toxici ty to CHLO 
could be explained on eight, but not on three locations. The toxicity observed in the Mi
crotox test could not be reasonably clarified in any of the samples. 

Per location often a specific combination of substances was identified, for example the 
herbicides diuron, atrazin, chlortoluron and simazin; pyrene and various PAHs; insecti
cides pirimicarb, fenthion, dichlorovos. In this way the toxicity observed in samples of 
Eijsden, Lobith and Schaar van Ouden Doel was clarified. Although on some other loca
tions the water samples were relatively toxic (ECf50<50) in one or more of the bioas
says, the toxicity could not be clarified by the substances detected in the sample. This 
was the case on the locations Andijk, Amsterdam, Belfeld, Haringvlietsluis, Keizersveer, 



Ketelmeer, Nieuwegein and Puttershoek. The location Markermeer was the only location 
where none of the samples showed toxicity and no toxic components were detected. 

For various reasons an explanation of the toxicity may not be found: 
the substances causing the toxicity were detected analytically, but no toxicity data 
were found. In this case they were not included in the summation of the Toxic 
Units; 
the substances are not included in the list of substances to be analysed; 
the sample contains toxic substances w i th a more than additive working mechanism 
(synergism); 

Recommendations for further research are: 
a. The present list of substances to be analysed often does not sufficiently explain the 

observed toxicity. More information on chemical composition of water samples, in 
particular for pesticides, might be available in the data resources of RIWA; 

b. On 8 sampling locations the water seems to contain unknown toxic substances. This 
should be investigated in more detail (extension of the list of substances to be ana
lysed); 

c. An investigation should clarify the poor correlation between the Microtox results and 
the chemical analyses; 

d. In this study databases from 1994, 1996 and 1997 were used. The same exercise 
may be carried out on an RIVM data base (1990-1997) on Microtox test results; 

e. It could be considered to reduce the efforts on chemical analyses on the locations 
w i th consistent low toxici ty; 

f. For some locations it could be considered carry out the chemical analyses for spe
cific groups of substances (e.g., pyrene, PAHs and the before mentioned herbicides) 
only when triggered by the results in the bioassays w i th the waterflea and the alga. 



SAMENVATTING 

Milieuonderzoek en -beleid op het gebied van chemische stoffen in oppervlaktewater is 
voornamelijk beperkt to t de 100 à 200 stoffen die voorkomen op prioritaire lijsten en 
waarvoor normen zijn afgeleid. Uit onderzoek is echter gebleken dat het belang van be
lasting met andere, grotendeels onbekende stoffen, groot kan zijn. 
In dit project is gezocht naar de chemische verklaring van de toxiciteit van monsters van 
oppervlaktewater in bioassays met een aantal testorganismen. Gedurende 1994, 1996 
en 1997 zijn bioassays uitgevoerd met een groot aantal oppervlaktewatermonsters. 
Hiertoe zijn de organische stoffen in de watermonsters geëxtraheerd met een XAD-hars 
en geconcentreerd in een veel kleiner volume, waarvan vervolgens toxiciteit is onder
zocht. Hiervoor zijn de volgende bioassays gebruikt: fotosyntheseremming bij de alg 
Selenastrum capricornutum (CHLO), Fluorotest met Daphnia magna (CLAD), immobilisa-
tie van het kreeftje Thamnocephalus platyrus (ANOS), van het pekelkreeftje Artemia sa
una en van het radardiertje Bracchionus calyciflorus (ROTI), en de remming van de foto-
luminiscentie van de bacterie Vibrio fischen (Microtox, MTX). Het resultaat van de 
bioassay is steeds uitgedrukt als de mate waarin het oorspronkelijke watermonster moet 
worden geconcentreerd om 5 0 % effect te veroorzaken (ECf50). 

Binnen het programma Monitoring van de waterstaatkundige toestand van het land 
(MWTL) worden regelmatig monsters oppervlaktewater genomen voor chemische analy
ses. Binnen dit bestand zijn de monsterlocaties en -dagen opgespoord die overeenkwa
men met die van de bioassays. De resultaten van de metingen zijn geharmoniseerd en 
alle uitgedrukt als //g/l (totaal concentratie). Gehalten in zwevend stof zijn omgerekend 
naar concentraties opgelost in water. Voor de chemische stoffen die in deze monsters 
zijn waargenomen, is er een koppeling gemaakt naar een derde bestand met toxiciteits-
gegevens voor een groot aantal stoffen. Hiermee is de bijdrage van elke afzonderlijke 
stof aan de toxiciteit van het monster berekend (uitgedrukt als een Toxic Unit: T U = d e 
concentratie/EC50). Uitgaande van concentratie-additie is zo voor elk monster de toxici
teit geschat (somTU). Alleen voor CLAD, CHLO en MTX leverden de berekeningen vol
doende gegevens op om een zinvolle analyse uit te voeren. Er zijn verschillende bereke
ningsvarianten uitgevoerd, waarbij stoffen geadsorbeerd aan zwevend stof en stoffen 
beneden de detectiegrens al dan niet zijn meegenomen. 

Om te beoordelen in welke mate de waargenomen toxiciteit (in de bioassays) kan wor
den verklaard op grond van de chemische analyses, is de som van de Toxic Units ver
menigvuldigd met de concentratiefactor ECf50. De percentages verklaarbare toxiciteit 
zijn uiterst variabel. Vaak kunnen per locatie stoffen worden aangewezen die de waar
genomen toxiciteit kunnen verklaren. 

Voor CLAD kan de toxiciteit (ECf50<50) op zes monsterlocaties wel worden verklaard, 
op twee locaties niet. Voor CHLO kan de toxiciteit op acht locaties wel worden ver
klaard en op 3 plaatsen niet. Voor de toxiciteit in de Microtox test kan in geen enkel 
monster een redelijke verklaring worden gevonden. Per monsterlocatie komt er vaak een 
vaste combinatie van stoffen naar voren, bijvoorbeeld de onkruidbestrijdingsmiddelen 
diuron, atrazine, chloortoluron en simazine; pyreen en diverse PAK; insecticiden pirimi-
carb, fenthion, dichloorvos. Op deze wijze kan de toxiciteit van monsters genomen te 
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Eijsden, Lobith, Schaar van Ouden Doel worden verklaard. Op andere locaties blijkt het 
water wel relatief toxisch (ECf50<50) voor een of meer testorganismen, maar met de 
huidige gegevens is hiervoor geen verklaring te geven. Dit is het geval op de locaties 
Andijk, Amsterdam, Belfeld, Haringvlietsluis, Keizersveer, Ketelmeer, Nieuwegein en 
Puttershoek. Alleen op de locatie Markermeer was geen van de monsters toxisch en 
werden er ook geen toxische componenten aangetroffen. 

Het ontbreken van een verklaring voor de toxiciteit kan verschillende oorzaken hebben, 
zoals: 

de stoffen die verantwoordelijk zijn voor de toxiciteit zijn wel gedetecteerd, maar er 
zijn geen toxiciteitsgegevens voor gevonden. Daardoor zijn ze niet meegeteld in de 
sommatie van de Toxic Units; 
de stoffen komen niet voor in het analysepakket; 
het monster bevat toxische stoffen die meer dan additief werken. 

Aanbevelingen voor verder onderzoek zijn: 
a. De huidige stoffenlijst biedt in veel gevallen geen afdoende verklaring van de toxiciteit. 

Verdere aanvulling van het bronbestand van chemische analyses kan nog worden ge
zocht in de meetgegevens van het RIWA voor bestrijdingsmiddelen. 

b. Op 8 monsterlocaties is geconstateerd dat het water onbekende toxische componen
ten bevat. Daarnaar moet verder worden gezocht (aanvulling van het analysepakket). 

c. Er zou moeten worden onderzocht waarom de resultaten van de Microtox zo slecht 
lijken te correleren met de chemische analyses. 

d. Dit onderzoek is nu uitgevoerd op een aantal recente bestanden uit 1994, 1996 en 
1997. Daarnaast is er ook nog een RIVM bestand (1990-97) met Microtox gegevens, 
waarvoor eenzelfde analyse kan worden uitgevoerd. 

e. Er zou overwogen kunnen worden om de chemische analyses van sommige stofgroe-
pen (bijvoorbeeld pyreen, PAK en de hier eerder genoemde herbiciden) pas uit te voe
ren als de bioassay met de watervlo dan wel de alg daartoe aanleiding geeft. 
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VOORWOORD 

Dit rapport beschrijft een studie naar de bijdrage van niet-prioritaire gifstoffen aan de 
toxiciteit van oppervlaktewater. De studie is onderdeel van het meerjarig project "Onbe
kende stof fen", gefinancierd vanuit het Rivieren Actie Programma (RAP) van het RIZA. 
De inzet van het RIVM is afkomstig uit het project Monitoring Ecosysteem Effecten Stof
fen (MEES, 607 504). Het project is uitgevoerd door HASKONING onder projectcode G 
0889. 

Het leeuwendeel van het werk is uitgevoerd door Froukje Balk, Onno Jongerius, Albert 
van Veldhuizen (HASKONING) en Dick de Zwart (RIVM). De veldconcentraties zijn aan
geleverd door R. van Hoorn (RIZA). Gerard Cornelissen (RIZA) en Paul van Noort (RIZA) 
zijn geraadpleegd voor de omrekening van gemeten concentraties in zwevend stof naar 
concentraties in water. Tevens zijn hierover reacties ontvangen van Hildo Krop (UVA, Mi
lieu Toxicologie en Chemie), Jaap Struijs, Willie Peijnenburg en Dik van de Meent (RIVM). 
De studie is begeleid door ondergetekende, die alle deelnemers dankt voor de construc
tieve samenwerking. 

Jan Hendriks 
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1. INLEIDING 

Milieuonderzoek en -beleid op het gebied van chemische stoffen in oppervlaktewater be
perkt zich grotendeels tot de 100 à 200 toxische stoffen die voorkomen op prioritaire 
lijsten en waarvoor normen zijn afgeleid. Uit onderzoek blijkt echter dat het belang van 
reguliere belasting met de overige, grotendeels onbekende, stoffen groot kan zijn. Slechts 
een klein deel van de toxiciteit van Rijn en Maaswater bleek te kunnen worden verklaard 
met de stoffen die chemisch-analytisch gedetecteerd worden1,2. De rest moet worden 
toegeschreven aan onbekende verbindingen. Recent is uit onderzoek gebleken dat dit 
mogelijk ook geldt voor accumulatie3,4. 

In het kader van een aantal meetprogramma's is de toxiciteit gemeten van watermon
sters in het stroomgebied van de Rijn en de Maas. Het doel van dit project is na te gaan 
in hoeverre de waargenomen toxiciteit (respons) globaal kan worden verklaard met be
hulp van de concentraties van onderzochte stoffen gemeten in ongeveer de betreffende 
periode in eenzelfde gebied. 
De resultaten van dit project worden ingebracht in de IRC ter onderbouwing van de addi
tionele selectie van prioritaire stoffen en ter ondersteuning van de introductie van som
parameters in de waterkwaliteitsmonitoring. 



2. MATERIAAL EN METHODEN 

2.1 Werkmodel 

Bij de uitvoering van dit project is uitgegaan van het schema in figuur 1 

Uitgangspunten Resultaten Bewerkingen 

( Lokaties ; 

jMonsters 
•'datum [response per monster 
* type monster T~^" | per testorganisme (ECF50] 

water, evt. zw. stof 
* stoffen 

aquatische toxiciteit^) 

~ 'per stof 

• 

] 

ËC50-waarden per ] 
testorganisme 

- • 
Berekening 
Toxic Units 

^. W 

% verklaarde toxiciteit 
Belangrijkste stoffen 

Figuur 1. Model voor de vergelijking van concentratie- en respons-metingen 

2.2 Uitgangsgegevens 

2.2.1 Respons testen 

Sinds een tiental jaren wordt steekproefsgewijs de toxiciteit van het Nederlandse opper
vlaktewater onderzocht (bioassays). Hiervoor worden verschillende testorganismen ge
bruikt, zoals watervlooien, algen, de Microtox test en de toxkits Rotox-F, Artox-M of 
Thamnotox-F. De uitgebreidheid van deze toxiciteitsonderzoeken varieert per monsterlo
catie en per jaar. In dit project zijn gegevens uit de jaren 1996 en 1997 gebruikt.5 Daar
naast zijn de resultaten gebruikt van een onderzoek in 1994, waarin op een zogenaamde 
'fliessende Welle' langs de Rijn van de Sipplingen (Bodensee) tot Andijk in Nederland wa
termonsters zijn genomen waarin stoffen zijn geanalyseerd en de toxische respons is be
paald6. 

Mon s tervoorbereiding 
Normaalgesproken is het oppervlaktewater niet meer acuut giftig voor de onderzochte 
testorganismen. Daarom worden de organische verontreinigingen in het watermonster 
eerst geëxtraheerd met behulp van een XAD-hars en geconcentreerd in een veel kleiner 
volume in een organisch oplosmiddel, zoals bijvoorbeeld aceton. Na scheiding van het 
oplosmiddel wordt met het concentraat het toxiciteitsonderzoek uitgevoerd. 
De monsters in 1994 zijn na centrifugatie geconcentreerd uitsluitend met XAD 4 en ko
men daardoor ongeveer overeen met de opgeloste fractie. 
De monsters van 1996 en 1997 zijn niet gecentrifugeerd maar geconcentreerd met een 
1:1 mengsel XAD 4/8 en weerspiegelen daardoor min of meer de totaal fractie. 
De extractiemethode is selectief voor organische stoffen; metaalionen worden niet geëx
traheerd. De extractiemethode is geschikt voor niet-vluchtige verbindingen. Bij (semi-



)vluchtige verbindingen treedt bij de verwijdering van het oplosmiddel een aanzienlijk 
verlies op. Dergelijke verbindingen (log H > 1 ( 1 , Vp tussen 1 en 100 Pa) komen dus niet 
kwantitatief terecht in de watermonsters waarmee het toxiciteitsonderzoek is uitgevoerd. 

Toxiciteits tes ten 
De toxiciteit van de watermonsters is onderzocht in de volgende bioassays: 

- algen (Selenastrum capricornutum). Hierbij is de remming op de fotosynthese geme
ten na 4 uur blootstelling en 1 uur assimilatie in 14C-bicarbonaat (ECf50 CHLO); 

- watervlooien (Daphnia magna, Cladocera). Hiervoor is een toxkit gebruikt, de Daph-
nia-IQ test of Fluorotest. Hierbij worden niet gevoerde daphnia's van 3 tot 5 dagen 
oud gedurende 1 uur blootgesteld aan het testmedium. Vervolgens krijgen ze een sub
straat te eten dat door gezonde daphnia's kan worden omgezet in een fluorescerende 
stof. De fluorescentie van de daphnia's na 15 minuten is een maat voor de toxiciteit 
(ECf50 CLAD); 

- het pekelkreeftje (Thamnocephalus platyurus, Anostraca). Dit is een kreeftachtige 
waarvoor een toxkit beschikbaar is, de Thamnotox-F. Hierbij zijn de larven in het 2e of 
3e instar blootgesteld en is de immobiliteit na 24 uur gemeten (ECf50 ANOS); 

- het pekelkreeftje {Artemia salina, Anostraca). Hiervoor is de toxki t Artox-M gebruikt. 
De immobiliteit is na 24 uur gemeten; 

- het radardiertje Brachionus calyciflorus, Rotifera). Voor dit organisme is een toxkit be
schikbaar, Rotox-F. De testdieren zijn blootgesteld binnen 2 uur nadat ze uit het ei zijn 
gekomen. De immobiliteit is gemeten na 24 uur (ECf50 ROTI); 

- de fotoluminescerende bacterie Vibrio fisheri. Dit is de Microtox-test, waarin de afna
me van de fotoluminescentie is gemeten na 15 minuten Het resultaat is uitgedrukt als 
15'-EC50 (ECf50 MTX). 

Het resultaat van de bioassays wordt uitgedrukt als de mate waarin het oorspronkelijke 
watermonster moet worden geconcentreerd om een bepaald effect te veroorzaken. 

In dit geval is de mediane effectwaarde gebruikt, waardoor de respons testen worden 
uitgedrukt als een ECf50. Bijvoorbeeld, als ECf50 = 160, moet het watermonster 160 
keer worden geconcentreerd om in de testpopulatie 5 0 % effect te veroorzaken. 

2.2.2 Chemische analyses 

In het kader van het programma van MWTL (Monitoring van de waterstaatkundige toe
stand van het land) worden routinematig op verschillende monsterplaatsen in Nederland 
monsters genomen voor chemische analyses. Daarbij worden sommige monsterlocaties, 
zoals Lobith en Eijsden, frequenter bemonsterd dan andere plaatsen en ook wordt in de 
monsters van die locaties naar meer stoffen gezocht. De analyses worden uitgevoerd op 
de waterfractie en in het zwevend stof, waardoor de resultaten worden gepresenteerd als 
een concentratie in mg/l of als een gehalte in mg/kg zwevend stof. De meetresultaten 
worden opgenomen in het RIZA bestand DONAR. Hieruit zijn de gegevens van de jaren 
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1996 en 1997 gebruikt. Ook voor de monsterpunten in het 'fliessende Welle' onderzoek 
van 1994 zijn de concentratiemetingen afkomstig uit het DONAR bestand. 

2.2.3 Toxiciteitsgegevens 

Voor de stoffen die in de monsters zijn aangetroffen, zijn uit AQUIRE (een database met 
aquatische toxiciteitsgegevens) alle resultaten overgenomen voor de volgende groepen: 
groene algen (Chlorophyta), Rotatoren, Anostraca en Cladocera. De gegevens voor Vibrio 
fisheri (Microtox) zijn afkomstig uit de TerraTox database (versie 1.502) . Voor een aantal 
bestrijdingsmiddelen waarvoor geen gegevens waren gevonden, zijn de gegevens over
genomen uit Crommentuijn et al. 7, terwijl voor enige andere stoffen aanvulling is gevon
den in de database AQUATOX8. 

2.3 Bewerkingen 

2.3.1 CAS Nummers 

De stofnamen die zijn gebruikt in de bestanden met concentratiemetingen en met toxici
teitsgegevens, zijn voorzien van CAS nummers om de stoffen te voorzien van een unieke 
identificatie. Hiermee kon een koppeling tussen de verschillende bestanden worden ge
maakt. 

2.3.2 Overeenkomende monsterlocaties 

Van lang niet alle watermonsters die chemisch zijn geanalyseerd, is tegelijkertijd de toxi
citeit onderzocht. Uitgaande van het bestand met responsmetingen (2.2.1) is in het be
stand met concentraties (2.2.2) gezocht naar monsters die op dezelfde locatie en op de
zelfde ti jd zijn genomen. Voor 13 van de 137 monsters waarvoor responsmetingen zijn 
uitgevoerd, zijn de concentraties gebruikt van watermonsters die een of enkele dagen 
eerder of later zijn genomen. Een overzicht hiervan is te vinden in Bijlage 1. 

2.3.3 Bewerkingen in de bestanden met chemische analyses 

Verwijderen van onbruikbare gegevens 
De meetgegevens die niet van belang zijn voor de vraagstelling, zijn verwijderd, zoals: 
- hoedanigheid NF (na f i ltratie: metalen); 
- hoedanigheid Cl (VOX, AOX, EOX); 
- hoedanigheid Sinf (Si02). 

De database bevat dan alleen nog de concentraties van organische stoffen en het gehal
te zwevend stof. De concentraties hebben betrekking op de totaal concentratie in de wa
terfase (hoedanigheid NVT: in waterfase) of op het gehalte in het zwevend stof (hoeda
nigheid dg: particulair gebonden). 

Standaardisatie eenheden 
Alle totaal concentraties opgelost in water (hoedanigheid NVT) zijn omgerekend naar 

/ /g/ i . 



Relatie zwevend stof - concentratie in water 
Voor 48 lipofiele stofgroepen is de concentratie niet bepaald in de waterfase, maar in het 
zwevend stof (Czs). Deze gehaltes zijn als volgt omgerekend naar de concentratie opge
lost in water (Cw): 

Cw = Czs/Kd 

waarbij 
Kd = Koe * foc 

waarbij 
Cw : concentratie opgelost in water (mg/l) 
Czs : concentratie in zwevend stof (mg/kg) 
Kd : partitiecoëfficiënt tussen water en zwevend stof (l/kg) 
Koe : partitiecoëfficiënt tussen water en organisch koolstof (l/kg) 
foc : fractie organisch koolstof in het zwevend stof (-) 

Koe waarden zijn geschat met het model PCKOC (SRC). De verantwoording voor deze 
keuze is beschreven in Bijlage 2. 

Per monster is de fractie organisch koolstof in het zwevend stof als volgt geschat: 

foc = (TOC-DOC) / ZS 

waarbij 

TOC : gehalte totaal organisch koolstof (mg/l), 
DOC : gehalte opgelost organisch koolstof (mg/l) 
ZS : gehalte zwevend stof (mg/l) 

Het gehalte van een stof in zwevend stof wordt door de omrekening uitgedrukt als de 
concentratie opgelost in water, dus niet als het totaalgehalte. Voor de meeste stoffen is 
de bijdrage van het zwevend stof in de totaal concentratie in het water niet groot, waar
door de fout ook niet groot is. 
De invloed van het al dan niet meenemen van de uit het zwevend stof berekende con
centraties in water is onderzocht door ook een berekening mee te nemen waarbij deze 
concentraties zijn uitgesloten (Czs = 0). 

Eliminatie dubbele concentraties 
Als laatste stap zijn alle overgebleven dubbele metingen van een stof in een bepaald 
monster (totaal concentratie in water en opgeloste concentratie omgerekend uit particu
lar gebonden) uniek gemaakt door een van de twee te verwijderen: 
- bij een meting < d.i. en de tweede waarde een reële waarde, is de meting < d.i. ver

wijderd; 
- bij beide metingen < d.l of beide metingen een reële waarde, is de particulair gebon

den meting verwijderd. 

Gegevens beneden de detectiegrenzen 
Voor een groot aantal stoffen werd in verschillende of in alle monsters de detectiegrens 
niet overschreden. Stoffen waarvoor in geen enkel monster [3.2] de detectiegrens werd 
overschreden, zijn niet verder meegenomen in de bewerkingen. Bij stoffen waarvoor de 



concentratie soms boven en soms onder de detectiegrens lagen, zijn concentraties < d.i. 
meegenomen als: 
Cw = 0,7 * d.i. Dit is de gebruikelijke aanpak bij onderzoek van bodemverontreiniging 9. 
De invloed van deze aanpak onderzocht door ook een berekening uit te voeren waarbij 
stoffen onder de detectiegrens niet werden meegenomen (Cw = 0 * d.i.). 

2.3.4 Toxiciteitsqegevens 

Uit de toxiciteitsgegevens van bestand (2.2.3) zijn alle acute testen geselecteerd: < 96 
uur en EC50 of LC50. Per soort is steeds het geometrische gemiddelde berekend en ver
volgens is per taxon uit de soortgemiddelden het geometrische gemiddelde voor de 
taxonomische groep berekend. De gehanteerde taxa zijn: MTX (de Microtox bacteria Vi
brio fisheri), CHLO (groene algen), ROTI (Rotatoria), ANOS (Anostraca, pekelkreeftjes) en 
CLAD (Cladocera, watervlo-achtigen), beide van de orde der kreeftachtigen. 

2.3.5 Berekening geschatte toxiciteit van een monster 

Per watermonster is voor elke gedetecteerde stof waarvoor toxiciteitsgegevens voorhan
den waren, de bijdrage aan de toxiciteit van het monster geschat door combinatie van 
[2.3.2, 2.3.3] en [2 .3.4] . De stoffen die bij deze schatting meetellen, zijn weergegeven 
in Bijlage 3. De concentratie van elke stof wordt als het ware gewogen ten opzichte van 
de toxiciteit van de stof. Hierbij is de bijdrage uitgedrukt als een 'toxic unit ' [TU: de frac
tie van de EC50 voor de stof die wordt opgevuld]: 

TU = Cw / EC50 voor een van de beschouwde taxonomische groepen2 

Onder de aanname dat het toxische effect van alle gedetecteerde stoffen in het monster 
additief is, geeft de sommering van de TU's de totale toxiciteit van het monster weer als 
een fractie van de EC50 van het monster. Als de som van de fracties = 1 , is het meng
sel toxisch op het niveau van een EC50 (50% van de testorganismen zal het effect ver
tonen): 

Geschatte toxiciteit = 

E {Caw/EC50a + Cbw/EC50b + Ccw/EC50c + .... + Czw/EC50z} 

2.3.6 Percentage verklaarbare toxiciteit 

De responsmeting [2.2.1] geeft per monster en per testorganisme de factor waarmee het 
monster moet worden geconcentreerd om 5 0 % effect te verkrijgen (ECf50). De geschat
te toxiciteit uit [2.3.5] is een schatting die geldt voor het niet-geconcentreerde monster. 
Als die geschatte toxiciteit op basis van Toxic Units wordt vermenigvuldigd met de con
centratiefactor ECf50, mag worden verwacht dat het EC50 niveau is bereikt. 
Omdat echter niet alle stoffen in het watermonster zijn geanalyseerd en ook niet voor 
alle gedetecteerde stoffen toxiciteitsgegevens beschikbaar zijn, is naar verwachting 
slechts een deel van de aanwezige toxiciteit op deze manier verklaarbaar. Aan de andere 
kant zijn er ook stoffen die wel bijdragen aan de geschatte toxiciteit, maar die bij de 
XAD-extractie (deels) verloren gaan. Hierdoor is de toxiciteit van het monster in de bio-

Hier wordt steeds EC50 geschreven, maar EC50 of LC50 bedoeld. 



assay eigenlijk onderschat, dat wil zeggen dat ECf te hoog is: het monster zou eigenlijk 
bij een geringere concentratie al toxisch moeten zijn. 
Voor alle monsters is per testorganisme het percentage verklaarbare toxiciteit berekend 
uit de schatting van de toxiciteit [2.3.5] * ECf50 [testorganisme, 2.2.1]. 

2.3.7 Relatie geschatte toxiciteit - respons 

Het percentage verklaarbare toxiciteit is nogal variabel en dit roept de vraag op of er een 
verband bestaat tussen een hoog geschatte toxiciteit en een hoge toxiciteit in de bioas-
say (lage ECf50) of juist andersom3. Hiervoor is per monster de geschatte toxiciteit (E 
Toxic Units) uitgezet tegen de gemeten toxiciteit in de bioassays (de reciproke van 
ECf50). 

3 De verklaarbare toxiciteit en de ECf50 zijn onderling afhankelijk en kunnen dus niet worden 
gebruikt om de relatie te onderzoeken. 



3. RESULTATEN 

3.1 Beschikbare gegevens 

Om enig inzicht te verkrijgen in de omvang en kwaliteit van de beschikbare gegevens 
worden eerst een aantal samenvattende overzichten gegeven, zie tabel 1 en 2. Hieruit 
kan worden geconcludeerd dat er voldoende gegevens beschikbaar zijn om de beoogde 
analyses uit te voeren. 

Tabel 1 . Bruikbare respons testen 

1994 1996 1997 

Microtox 

Algae S. capricornutum 

Rototox - B. calysiflorus 

Thamnotox - T. platyurus 

Artox - A. satina' 

IQ - D. magna 

33 
34 

23 
0 
0 

30 

'-' of >500 

89 
88 
83 

89 
0 
89 

12 
12 

8 
12 
0 
12 

Alle beschikbare responsmetingen zijn voor Artox ECf50 = 

Tabel 2. Chemische analyses voor de meetpunten met bruikbare respons testen 

1994 1996 1997 

aantal locaties 

aantal metingen 

aantal gemeten stoffen (incl < d.i.) 

2 
757 

36 

15 
17022 

155 

2 
5902 

135 

Meer details over de locaties en de chemische metingen waarmee de verdere analyses 
zijn uitgevoerd en het aantal stoffen dat is gemeten, staan weergegeven in tabel 3. Voor 
1 994 zijn geen metingen beschikbaar voor de gehaltes in het zwevend stof. De invloed 
van het meenemen van stoffen in gehaltes onder de detectielimiet is onderzocht (dl * 
0,7; dl * 0). Voor het jaar 1997 is de omrekening van de concentratie in de waterfase 
vanuit het zwevend stof uitgevoerd (plus zs; min zs) en gecombineerd met de varianten 
waarin de stoffen onder de detectielimiet al dan niet zijn meegenomen, waardoor vier 
varianten ontstaan. In verband met de grote omvang van het bestand voor 1996, zijn 
voor dat jaar alleen de twee extremen doorgerekend (dl * 0,7 plus zs; en dl * 0 min zs). 

In 1994 werden 36 stoffen in de watermonsters geanalyseerd. Ruim een kwart daarvan 
kwam regelmatig voor op een niveau onder de detectielimiet. 
Uitgaande van de situatie met alleen de metingen van de in water opgeloste stoffen (dl * 
0, min zs) in 1 997, neemt door toevoeging van de stoffen onder de detectiegrens, het 
aantal stoffen in het bestand met 10% toe. Met weer hetzelfde uitgangspunt neemt door 
toevoeging van de stoffen die in zwevend stof worden gemeten, het aantal stoffen ook 
met 10% toe. Als wordt uitgegaan van 0,7 * dl en zwevend stof gehaltes worden toege
voegd, neemt het aantal stoffen in het bestand toe met ongeveer 15%. 



Tabel 3. Gegevens locaties en analyses voor de jaren 1994, 1996, 1997. 

sTärt dl * 0,7 dl * 0 dl * 0,7 dl * O 
plus zs plus zs min zs min zs 

1994 ~~ 
aantal locaties 
aantal meetpunten 
aantal metingen 
aantal stoffen 
aantal metingen < dl 
aantal metingen in zs 
aantal stoffen in zs 
1996 
aantal locaties 
aantal meetpunten 
aantal metingen 
aantal stoffen 
aantal metingen < dl 
aantal metingen in zs 
aantal stoffen in zs 
1997 
aantal locaties 
aantal meetpunten 
aantal metingen 
aantal stoffen 
aantal metingen < dl 
aantal metingen in zs 
aantal stoffen in zs 

2 
6 + x 1 1 

757 
36 
237 
0 
n.v.t. 

15 
93 + x 1l 

17.022 
155 
9.134 
8.041 
94 

2 
12 + x " 
5.902 
135 
2.923 
3.344 
76 

15 
93 
12.287 
126 
7.731 
3.492 
49 

2 
12 
3.978 
101 
2.414 
1.431 
33 

2 
12 
1.564 
89 
n.v.t. 
680 
26 

2 
6 
757 
36 
237 
0 
n.v.t. 

2 
12 
2.547 
87 
1.664 
n.v.t. 
n.v.t. 

2 
6 
520 
26 
n.v.t. 
0 
n.v.t. 

15 
93 
2.656 
89 
n.v.t. 
n.v.t. 
n.v.t. 

2 
12 
884 
79 
n.v.t. 
n.v.t. 
n.v.t. 

x " : onbekend / niet nader gedefinieerd aantal meetpunten 

n.v.t.: niet van toepassing 

Bij twee uiterste mogelijkheden verschilt het aantal stoffen 2 2 % . In het jaar 1996, 
waarin nog meer stoffen werden gemeten, is het verschil in het aantal stoffen 3 0 % . 

Vanuit AQUIRE zijn voor 1947 stoffen en vanuit Terratox voor 1787 stoffen toxiciteits-
gegevens gevonden. Tabel 4 geeft per taxonomische groep het aantal stoffen weer 
waarvoor gegevens beschikbaar zijn. De toxiciteitsgegevens kunnen bestaan uit een ge
tal voor een testorganisme of, indien er verschillende gegevens voorhanden waren, uit 
het geometrisch gemiddelde. Het aantal stoffen waarvoor na koppeling via de CAS 
nummers aan de stoffen in de watermonsters, toxiciteitsgegevens zijn, staat vermeld in 
de vierde kolom van tabel 4 . In de vijfde kolom staat het totaal aantal stoffen na de aan
vullende zoekactie in voor de hand liggende bronnen. De verdere aanvulling met gege
vens uit AQUATOX en het RIVM rapport heeft vooral effect voor de algen en kreeftachti-
gen. De gebruikte gegevens zijn opgenomen in Bijlage 4 . 



Tabel 4 . Toxiciteitsgegevens 

Taxonom 
groep 
MTX 
CHLO 
ROTI 
ANOS 
CLAD 

sehe bron 

Terratox 
AQUIRE 
AQUIRE 
AQUIRE 
AQUIRE 

aantal stoffen 

1787 
353 
76 
33 

1004 

aantal stoffen in 
monsters 

90 
71 
21 
6 

101 

aantal 
na 

stoffen in monsters 
aanvulling 

91 
88 
21 
6 

114 

3.2 Berekening geschatte toxiciteit 

De geschatte toxiciteit is de som van de toxic units 

= I {Caw/EC50a + Cbw/EC50b + Ccw/EC50c + .... + Czw/EC50z} 

Voor de verschillende monsters is de geschatte toxiciteit steeds gebaseerd op de Toxic 
Units voor een verschillend aantal stoffen, zie de tabellen 5, 6 en 7. In 1994 is de toxici
teit van de monsterpunten in de Microtox test, voor de groene algen en de kleine kreeft-
achtigen gemiddeld gebaseerd op een tiental stoffen. De schatting van de toxiciteit voor 
radardiertjes en de pekelkreeftjes is gebaseerd op veel minder stoffen. Dit beeld is ook zo 
voor de twee andere jaren. 
Het gemiddeld aantal stoffen waarop de geschatte toxiciteit in 1996 is gebaseerd, is bij 
de variant dl * 0 min zs, ondanks het grotere aantal stoffen waarop is geanalyseerd, nog 
lager dan in 1994. Indien stoffen in het zwevend stof en onder de detectiegrens wel in 
de analyse worden betrokken, wordt het gemiddeld aantal stoffen waarop de berekening 
berust vijfmaal groter. 
In 1997 neemt het gemiddeld aantal stoffen waarmee de geschatte toxiciteit wordt be
rekend toe, ondanks het feit dat het aantal geanalyseerd stoffen kleiner is dan in 1996. 
Mogelijk is dat te verklaren door verlaging van de detectiegrenzen of door een andere 
samenstelling van het analysepakket. Er worden bijvoorbeeld enige andere bestrijdings
middelen gemeten dan in 1996. 

Tabel 5. Aantal stoffen dat bijdraagt aan geschatte toxiciteit per meetpunt, 1994 

MTX 
CHLO 
ROTI 
ANOS 
CLAD 

max 
17 
15 
5 
2 
17 

dl * 
min 
3 
4 
1 
1 
4 

0,7 
gem 
12 
10 
3 
2 
12 

max 
12 
10 
3 
1 
11 

dl * 0 
min gem 

8 
6 
2 
1 
8 

10 



Tabel 6. Aantal stoffen dat bijdraagt aan geschatte toxiciteit per meetpunt, 1996 

MTX 
CHLO 
ROTI 
ANOS 
CLAD 

dl * 
max 
ei 
46 
7' 
E, 

60 

0,7 plus zs 
mm 
3 
4 
1 
2 
4 

gem 
26 
19 
3 
4 
28 

dl * 0 min zs 
max 
24 
18 
5 
4 
26 

min gem 
5 
4 
1 
1 
5 

Tabel 7. Aantal stoffen dat bijdraagt aan geschatte toxiciteit per meetpunt, 1997 

MTX 

CHLO 

ROTI 

ANOS 

CLAD 

dl * 0,7 plus zs 

max min 

49 13 

45 12 

8 3 

5 1 

56 19 

gem 

38 

36 

7 

3 

44 

dl * 0 

max 

24 

21 

6 

3 

24 

plus zs 

min 

7 

7 

2 

2 

8 

gem 

18 

16 

4 

2 

19 

dl * 0,7 min zs 

max min 

38 3 

38 5 

8 2 

5 2 

44 5 

gem 

29 

29 

7 

2 

34 

dl * 0 

max 

21 

19 

6 

3 

22 

min zs 

min 

1 

3 

1 

1 

3 

gem 

12 

12 

4 

1 

14 

Ter illustratie van de hoogte van de totale geschatte toxiciteit, zijn in tabel 8 per groep 
van organismen de maxima van de gesommeerde Toxic Units weergegeven. Hieruit blijkt 
dat de EC50 van de watermonsters voor slechts een klein deel wordt 'opgevuld'. In het 
'ergste geval' is 6% van de EC50 'opgevuld', namelijk voor de groene algen op een be
paald monsterpunt in 1996. Voor dit meetpunt, Eijsden 3 (1996), wordt in tabel 9 de 
opbouw van de totale geschatte toxiciteit gegeven. 

Tabel 8. Maxima van de geschatte toxiciteit per groep van testorganismen over alle lo
caties per jaar (gesommeerde Toxic Units [ - ]) over alle meetpunten per jaar 
voor de variant 'dl * 0 min zs' 

1994 1996 1997 

MTX 

CHLO 

ROTI 

ANOS 

CLAD 

0,0001 

0,0014 

0,000044 

0,0013 

0,0029 

0,0042 

0,060 

0,000018 

0,013 

0,026 

0,0012 

0,042 

0,000083 

0,022 

0,048 

11 



Tabel 9. Samenstelling van het meetpunt Eijsden 3 (1996), gesommeerde geschatte 
toxiciteit 

stof TU % van som TU 

antraceen 0.000844 1 

atrazine 0.003388 5 

BaP 0.000808 1 

chloortoluron 0.00471 8 

diuron 0.051787 84 

_ simazirje 0.000323 1 

som TU 0.061985 IOC) 

aantal stoffen met TU > 0 33 

ECF50 8.8 

verklaarbare toxiciteit 54.4 % 

3.3 Verklaarbare toxiciteit 

Voor de berekening van het percentage verklaarbare toxiciteit is de geschatte toxiciteit 
(de som van de Toxic Units) gecombineerd met de ECf50 uit de bioassays, dus de waar
genomen toxiciteit. Voor ROTI en ANOS waren voor te weinig stoffen toxiciteitsgegevens 
beschikbaar (zie tabel 5, 6 en 7) om conclusies te kunnen trekken omtrent verklarende 
stoffen. De gevoeligheid van deze testorganismen in de bioassays was vrijwel steeds 
aanzienlijk minder dan die van de CLAD, CHLO en MTX. In verband daarmee worden de 
resultaten voor de ROTI en ANOS niet verder besproken. Ook voor de CLAD, CHLO en 
MTX varieerde het percentage verklaarbare toxiciteit nogal voor de verschillende meet
punten, zie figuur 2a, b en c voor 1 994, figuren 3-6a, b en c, voor 1 996 en figuur 7a, b 
en c voor 1997. Hieronder worden per jaar en per locatie de resultaten van de analyses 
besproken. Omdat voor het jaar 1997 vier verschillende berekeningsvarianten zijn uitge
voerd, wordt dat jaar het eerst besproken. 

7357 
De bioassays in 1997 werden uitgevoerd met niet gecentrifugeerde monsters en bevat
ten daardoor naast de opgeloste fractie ook een hoeveelheid stof afkomstig uit het zwe
vend stof. De berekeningen zijn uitgevoerd voor vier varianten, met en zonder zwevend 
stof en met en zonder stoffen onder de detectiegrens. Bij MTX, CHLO en CLAD varieer
den de ECf-waarden steeds tussen 20 en 120. 
De percentages verklaarbare toxiciteit varieerden bij CLAD tussen < 1 en > 1 0 0 % , bij 
CHLO tussen 1 en 6 5 % en lagen bij MTX steeds onder de 3%. 

De invloed van de verschillende berekeningsvarianten is duidelijk te zien in de grafieken. 
Bijvoorbeeld bij CHLO, in Eijsden 9, werd de hoge toxiciteit verklaard door de aanwezig
heid van chloortoluron, diuron en atrazine. Deze stoffen kwamen voor boven de detectie
grens en werden opgelost in het water gemeten. Daarom is er geen verschil tussen de 
vier berekeningsvarianten. De toxiciteit voor CHLO in het monster Lobith 12 leek voor
namelijk te verklaren door diuron, chloortoluron, atrazine en antraceen (samen 45%). 
Bij nadere beschouwing bleek echter dat de drie herbiciden meetellen op het niveau van 
hun detectielimiet en dat alleen antraceen boven de detectielimiet voorkwam (resteert 
14,3%). Toen vervolgens de stoffen in het zwevend stof (zoals antraceen) niet mee wer
den gerekend, bleef er van het percentage verklaarbare toxiciteit nog maar 2% over. In 

12 



hetzelfde monster Lobith 12 bleek de verklaarbare toxiciteit voor de MTX ( > 2 % ) groten
deels te zijn gebaseerd op één stof (fenantreen) die geadsorbeerd aan het zwevend stof 
en boven de detectiegrens voorkwam. Als de omgerekende gehalten in het zwevend stof 
niet mee in beschouwing werden genomen, was < 0 ,2% van de toxiciteit verklaard. Uit 
de vergelijking van de verschillende varianten bleek dat de grootste verschillen meestal 
waren terug te voeren op het meerekenen van stoffen onder de detectiegrens. Het ver
schil was dan dus een artefact. Grote verschillen in het percentage verklaarbare toxiciteit 
door het al dan niet meerekenen van de aan zwevend materiaal geadsorbeerde stoffen 
(zoals L12 en L8, MTX), waren veel moeilijker te vinden. 

1996 
De monstervoorbereiding voor de bioassays werd op dezelfde manier uitgevoerd als in 
1997. De bioassays duidden op een zeer wisselende toxiciteit van de diverse monsters. 
In verband met de grootte van de gegevensbestanden zijn de berekeningen uitgevoerd 
voor twee extreme varianten: a) inclusief zwevend stof en met inbegrip van stoffen on
der de detectiegrens, en b) zonder zwevend stof en met uitsluiting van stoffen onder de 
detectiegrens. Gebaseerd op de bevindingen van 1997 zijn de verschillen tussen a) en b) 
waarschijnlijk vooral te wijten aan de stoffen onder de detectiegrens. 
Bij CHLO en MTX kwamen de laagste ECf-waarden, meermalen < 2 0 . Bij de CLAD waren 
de laagste ECf-waarden rond de 30. De percentages verklaarbare toxiciteit waren het 
hoogste bij de CLAD (tot 100%), iets minder hoog bij de CHLO (tot 60%) en het laagst 
bij de MTX ( < 3 % ) . 

1994 
De bioassays werden in 1994 uitgevoerd met monsters die alleen een opgeloste fractie 
bevatten (zie 2.2.1). Er is dan ook geen berekeningsvariant met zwevend stof. Het per
centage verklaarbare toxiciteit was het laagst bij de bioassays met de microtox, niet ho
ger dan 1 % . In de bioassays bleek ook dat de watermonsters sterk moesten worden ge
concentreerd voordat er een effect kon worden waargenomen (ECf > 65). De 
watermonsters waren toxischer voor algen (ECf vanaf 20) en het percentage verklaarba
re toxiciteit leek tot 6% te komen. Voor CLAD was het water weer wat minder toxisch 
met ECf-waarden vanaf 3 1 , en het percentage verklaarbare toxiciteit liep op tot 19%. 

13 
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Figuur 2. Resultaten bioassays (ECf50) en verklaarbare toxiciteit per meetpunt, 1994. a. 
CLAD, b. CHLO, c. MTX. Voor meetpunten, zie Bijlage 1. 
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Figuur 3. Resultaten bioassays (ECf50) en verklaarbare toxiciteit per meetpunt, 1996-1. a. 
CLAD/, b. CHLO-I, c. MTX-I. Voor meetpunten, zie Bijlage 1. 
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Figuur 4. Resultaten bioassays (ECf50) en verklaarbare toxiciteit per meetpunt, 1996-11. 
a. CLAD-II, b. CHLO-II, c. MTX-//. Voor meetpunten, zie Bijlage 1. 
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Figuur 5. Resultaten bioassays (ECf50) en verklaarbare toxiciteit per meetpunt, 1996-111. 
a. CLAD-///, b. CHLO-///, c. MTX-///. Voor meetpunten, zie Bijlage 1. 
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Figuur 6. Resultaten bioassays (ECf50) en verklaarbare toxiciteit per meetpunt, 1996-VI. 
a. CLAD-VI, b. CHLO-VI, c. MTX-VI. Voor meetpunten, zie Bijlage 1. 
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