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Een methode om de toxiciteit van afvalwater te kunnen verklaren is door de US-EPA ontwikkeld1"«. 
Deze methode heet Toxicity identification Evaluation (TIE) eu bestaat uit relatief simpele jfactione-
ringstechnieken in combinatie met bioassays. Het Rijksinstituut voor Integraal Zoetwaterbeheer en 
Afvalwaterbehandeling (RIZA) heeft onderzocht in hoeverre deze techniek toepasbaar is in de 
Nederlandse situatie*). Hierbij is niet alleengekeken naar de bruikbaarheid bij het beoordelen van 
afvalwater, maar ook naar de mogelijkheden om deze methode in te zetten bij het onderzoek aan 
verontreinigde waterbodems. Uit dit onderzoek is duidehjkgeworden dat de basisprincipes van de 
EPA-methode ook in Nederland kansen bieden. 

In het waterkwaliteitsbeheer wordt steeds 
meer gebruik gemaakt van de parameter toxi-
citeit bij de beoordeling van afvalwater op 
milieubezwaarlijkheid. Een voorbeeld hiervan 
is de Totaal Effluent Beoordelingsmethodiek. 
Deze methodiek stelt een lozet of beherende 
instantie in staat de kwaliteit van complexe 
effluenten te beoordelen aan de hand van een 
reeks van effectgerichte parameters?). 
Verontreinigde watetbodems wotden beoor-
deeld op toxiciteit met behulp van de TRIADE-
benadering6! 

Bij geconstateerde toxiciteit van een afval-
water of een waterbodem ontstaat meestal de 
behoefte om te weten welke stoffen voot het 
effect verantwoordelijk zijn. Met deze kennis 
ontstaat immers de mogelijkheid om gerichter 
iets aan de toxiciteit te kunnen doen. Zo kan 
inzicht in de oorzaak van de toxiciteit van een 
watetbodem helpen bij het beoordelen van het 
nut van een herstel ingreep. 

Identificatie-methodiek (TIE) 
De methode bestaat uit dtie fasen waarin 

stap voot stap de oorzaak van de gemeten toxi-
citeit achterhaald kan worden. Het principe in 
de eetste fase berust op het behandelen of frac-
tioneren van een monster (afvalwater of porie-
watet uit een watetbodemmonster), waarbij 
toxicanten afhankelijk van hun fysisch-chemi-
sche eigenschappen wel of niet in een fractie 
achtetblijven. De toxiciteit van deze fracties 
wotdt vergeleken met die van het onbehan-
delde monster. In tabel 1 staat weetgegeven 

welke fractioneringstechnieken in fase 1 
worden toegepast en op welke stofgroepen de 
bewerking van invloed is. Op basis van de 
informatie uit fase i wotden in fase 2 technie-
ken en analysemethoden gesclecteetd om de 
toxicant(en) in het monster te identificeren. 
Nadat de toxicant(en) zijn geïdentificeerd kan 
in fase 3 bevestigd worden dat de juiste toxi-
cant(en) zijn geïdentificeerd. 

Bioassays 
Voor een TIE moet een bioassay regel-

matig worden herhaald. Daarom is het van 
gtoot belang dat de gebruikte bioassay niet 
alleen effect geeft, maar ook snel en gemakke-
lijk uitvoetbaat is. De Mictotox voldoet aan 
deze eisen. In deze test wordt gebruik gemaakt 
van bacteriën ( Vibrio fischeii] die licht uitzen-

den als gevolg van hun stofwisseling. Toxische 
stoffen kunnen deze stofwisselingsreactiviteit 
negatief beïnvloeden. Het gevolg is een verla-
ging van de hoeveelheid licht die wordt uit-
gezonden. Doot de bacteriën bloot te stellen 
aan een monster en vervolgens de licht-
remming te meten wotdt een maat voor de 
toxiciteit verkregen. Deze wordt weergegeven 
als de effect concentratie waarbij 20 ptocent of 
50 procent lichtremming optreedt (EC20 of 
EC50) na een bepaalde blootstellingsperiode 
(5,15 of 30 minuten). 

Er is ook gebruik gemaakt van de 
Thamnotoxkit F. In deze bioassay wotdt 
gebtuik gemaakt van een kteeftachtige 
[Thamnocephalusplatyurus). Aan een vetdun-
ningsteeks van het monster worden de orga-
nismen gedurende 24 uur blootgesteld. Na 
deze blootstelling wotdt de sterfte per testcon-
centtatie geteld. Uit deze resultaten kan een 
LC.0 waarde (concentratie met 50 procent 
sterfte) berekend worden. 

Toepassingsvoorbeelden 
Afvalwatermonster 

Een aantal fase 1 bewerkingen is toegepast 
op een complex industrieel afvalwatermonster 
dat toxisch was voot de Microrox. Het monster 
is genomen na de fysisch-chemische zuive-
ringsinstallatie van een bedrijf dat onder meer 
organotinvetbindingen produceert. Alvorens 
geloosd wotdt op oppetvlaktewater, wordt dit 
afvalwater nog nagezuiverd in een biologische 
zuiveringsinstallatie. De resultaten zeggen 
daarom alleen iets over de toxiciteit van deze 
deelstroom. Naast het volgen van de toxici-
teitsveranderingen als gevolg van de fase 1 
bewerkingen is een aantal bewerkingen ook 
fysisch-chemisch geconttoleetd. 

Waterbodemmonsters 
Op acuur roxisch poriewater van twee 

watetbodems zijn de meest zinvolle bewerkin-

Tabel 1: Type toxicanten waarvoorfase 1 bewerkingen specifiek zijn1!. 

TTE-bewerking 

Beluchten (met perslucht) 
Fütteren 

EDTA-chelatie 
Extraheren (Ct8-kolom) 
Reduceren (met 
natriumthiosulfaat) 
pH-aanpassing 

Type toxicant waarvoor de bewerking specifiek is: 

De toxicant is oxydeerbaat of vluchtig 
De toxische stoffen zijn geassocieerd met gesuspendeerd 
materiaal of met deeltjes. 
Metalen 
De toxicant is een (apolaite) otganische stof 
De toxicanten zijn oxydanten. Ook de toxiciteit van een 
aantal metalen kan verlaagd worden 
De toxiciteit is afhankelijk van de pH, bijvoorbeeld 
ammonia 
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en 3). Eén monstet is onderzocht met de 
Thamnotoxkit, terwijl voor het andere 
monster de Microtoxtest is gebruikt. 
Veranderingen in de chemische samenstelling 
van de monsters als gevolg van de fractione-
ringen zijn bij deze monsters ook gevolgd. 

Resultaten 
Afvalwattrmonstet 

In afbeelding 1 staan de resultaten van de 
toepassing op het afvalwatermonster uit de 
fysische-chemische zuivering. In het 
oorspronkelijke TIE-monster was sprake van 
een EC20-waarde van ongeveer 80 ml/l (dat wil 
zeggen dat bij een verdunning van ongeveer 
1 op 13 20 procent lichtremming optreedt). Uit 
de resultaten blijkt dat de toxiciteit sterk 
afneemt door Ci8-kolom-extractie (toename 
EC20-waarde). Vooral organische verbindingen 
lijken dus verantwoordelijk voor de gemeten 
toxiciteit. 

Zowel het onbehandelde monster als de 
op de C18 kolom geadsorbeerde stoffen zijn 
geanalyseerd met GC/MS. Ook organotinver-
bindingen zijn bepaald. Een aantal organische 
oplosmiddelen en diverse organotinverbin-
dingen werden in de monsters aangetroffen. 
In de literatuur zijn voor de verschillende stof-
fen vervolgens toxiciteitsgegevens opgezocht. 
Voor lang niet alle stoffen bleken die aanwe-
zig. Op basis van expert judgement zijn in die 
gevallen schattingen gemaakt. Met de fysisch-
chemisch gemeten gehalten en toxiciteitsge-
gevens zijn vervolgens TU's (toxic units) bere-
kend (tabel 2). Een TU voor een stof is gedefi-
nieerd als de gemeten concentratie gedeeld 
door de effectconcentratie van die stof Door 
de per stof berekende TU's op te tellen kan de 
totale toxiciteit van een monster voorspeld 
worden (onder de aanname dat de toxiciteit 
van de verbindingen additiefis)8). 

D onbehandeld 
D beluchten 
• filtreren 
BC18-kolom 
B EDTA-chelatie 
O natnumthiosulfaat reductie 

Resultaten TIE fase 1 toepassing op het afvalwatcrmonstcr. 

Tabel 2 laat zien dat er een behoorlijke 
overeenkomst bestaat tussen de totaal voor-
spelde (TU » 3.8) en daadwerkelijk gemeten 
toxiciteit (TU = 3.9) in het onbehandelde 
monstet. De bijdrage van organotinverbindin-
gen aan de toxiciteit van het monster lijkt 
relatief onbelangrijk. Na passage van de C18-
kolom blijkt de voorspelde (TU = 1.1) en echt 
gemeten toxiciteit (TU = 2.5) aanmerkelijk 
gedaald. Dit komt gezien de aard van de stof-
fen overeen met de verwachting. In tabel 2 valt 
op dat de relatief vluchtige stoffen xyleen en 
tetrahydrofuran een behoorlijk aandeel van de 
gemeten TU's voor hun rekening nemen. Ook 
voor en na beluchting zijn deze stoffen in het 
afvalwatermonster geanalyseerd. Op grond 
van deze analyses en TU berekeningen werd na 
beluchten een forse reductie in toxiciteit 
verwacht. De toxiciteit bleek echter vergelijk-
baar met die van het onbehandelde monster. 
Het lijkt er dus op dat toch andere verbindin-
gen bijdragen aan de toxiciteit van het 

Tabe l/er̂ eltjkin^ tussen (gemeten' en voorspelde TU's op basis van geanalyseerde stoffen1). 

Stof 

butyltin verbindingen 
fenyltin verbindingen 
tolueen 
xyleen 
2-ethylhexanol 
n-butanol 
tetrahydrofuran 

totaal voorspeld 
'gemeten' TU in monster2 

voorspelde TU's 
onbehandelde monster 

0.258 
0.002 

0.002 

0.625 

1.725 

< 0.001 

1.143 

3.8 
3-9 

voorspelde TU's na 
Ci8-kolom extractie 

0.011 
0.00009 

0.0015 

0.565 

0.565 

< 0.001 

niet geanalyseerd 

1.1 

ï-5 

1 De TU's in deze tabel zijn gebaseerd op Microtox EC 15 min. 
2 TU gemeten = 100/EC„-15 min. 

monster. Deze stoffen zijn nog niet als 
zodanig geïdentificeerd. Eén en ander maakt 
ook duidelijk dat heel voorzichtig moet 
worden omgegaan met dergelijke TU-ver-
gelij kingen. 

Waterbodemmonsters 
De toxiciteit van poriewater van water-

bodemmonster 1 is gemeten met de 
Thamnotoxkit F. Door het toevoegen van 
EDTA en in mindere mate door natriumthio-
sulfaat, werd de toxiciteit van het monster 
verlaagd. De Ci8-kolom extractie had geen of 
nauwelijks invloed op de toxiciteit van het 
monster (zie afbeelding 2). Dit resultaat wijst 
op toxiciteit veroorzaakt door metalen. Uit een 
TU-benadering bleek dat zink en chroom de 
toxiciteit konden verklaren. De concentratie 
organische microverontreinigen in het porie-
water was zeer laag (beneden de detectiegren-
zen). De toxiciteit van het monster lijkt 
daatom niet door deze groep van verbindingen 
veroorzaakt te worden. Dit blijkt ook uit het 
niet veranderen van de toxiciteit als gevolg van 
de Ci8-kolom exttactie. 

Met de Microtox is de toxiciteit van porie-
water van waterbodem 2 gemeten. Door het 
monster te extraheren met een Ci8-kolom 
werd de toxiciteit van het monstet volledig 
verwijderd. De overige bewerkingen hadden 
nauwelijks of geen invloed op de toxiciteit van 
het monster (zie afbeelding 3). De toxiciteit 
lijkt daarom veroorzaakt te worden door orga-
nische verbindingen. Uit een analyse blijkt 
ook dat er zeer veel organische microverontrei-
nigingen in dit sediment voorkomen (klasse 4 
voor PAK en olie). 

Voor het tot op stofniveau verklaren van 
organische toxiciteit is een diepergaande fase 2 
identificatiemethodiek beschikbaar2). Het 
principe van deze methodiek bestaat uit het 
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O Onbehandeld 
OC18-kolom 
BEDTA 
D Natriumthiosulfaat reductie 

A/b. z: Resultaten TIE Jose i toepassing op ponewater van waterbodemmonster 1. 

gezien uitvoerbaar, maar wel tijdrovend. Er 
kan nog geen garantie worden gegeven dat de 
toxicant(en) werkelijk geïdentificeerd worden. 
De uiteindelijke identificatie van de toxische 
verbinding hangt sterk af van de beschikbare 
analysemethoden om de identiteit van verbin-
dingen vast te stellen. 

Concluderend kan gesteld worden dat de 
identificatie methode van de EPA een goede 
systematische benadering in zich bergt. De 
methode geeft inzicht in de oorzaken achter 
waargenomen toxiciteit. Tegelijkertijd 
kunnen de resultaten ook richtinggevend zijn 
bij het vinden van oplossingen om de toxici-
teit van effluenten effectief te reduceren of 
kunnen saneringsbeslissingen beter worden 
onderbouwd. «T 

D Onbehandeld 
SC18-kolom 
DEDTA 
a Natriumthiosulfaat reductie 

A/b. 3: Resultaten TIE fase 1 toepassing op ponewater van waterbodemmonster 2. 

verdergaand fractioneren van op de Ci8-kolom 
gebonden stoffen met behulp van een HPLC. 
De HPLC-fracties worden daarna op toxiciteit 
getest met bioassays en vervolgens kunnen in 
toxische fracties de toxicanten geïdentificeerd 
worden. Deze methodiek wordt door het PJZA 
op dit moment getest op een industrieel afval-
water en waterbodemmonster 2. Uit de eerste 
resultaten blijkt dat de routinematig gemeten 
EPA-PAK gehalten in het sediment van water-
bodemmonster 2 hoogstwaarschijnlijk niet 
verantwoordelijk zijn voor de gemeten toxici-
teit. In de toxische HPLC-fracties van het 
monster konden namelijk geen EPA-PAK's 
aangetoond worden (deze PAK's bleken juist in 
de niet toxische fracties aanwezig te zijn). Een 
niet te identificeren aromaat (mwid8) bleek 
wel in een aantal toxische fracties en het 
oorspronkelijke poriewater in een relatief hoge 
concentratie (30 ug/1) aanwezig te zijn. 

Er bestaan nog een aantal onderzoekstech-
nische problemen. De acute toxiciteit van 
poriewater uit veel waterbodemmonsters is 
laag. Meestal beperkt de toxiciteit van water-

bodems zich tot chronische effecten. Deze op 
zich positieve constatering beperkt de toepas-
sing van de identificatiemethode tot de zeer 
sterk verontreinigde locaties. Door de toepas-
sing van chronische bioassays zal de methode 
op meer locaties toepasbaar zijn. Omdat chro-
nische testen bewerkelijk zijn, wordt de 
methode dan wel erg kostbaar. Er is dus 
behoefte aan kortdurende testen die gevoeliger 
zijn dan de huidige bioassays. 

Ook is duidelijk geworden dat toepassing 
van elemenren uit de identificatiemethode van 
de EPA vooral op zijn plaats lijkt indien de 
toxiciteit veroorzaakr wordt door organische 
verbindingen. Metalen zijn immers vrij 
eenvoudig en goedkoop te analyseren en toxi-
citeitsgegevens zijn veelal voorhanden. Wel is 
nog steeds informatie noodzakelijk over de 
vorm waarin de metalen voorkomen en even-
tuele combinatiewerking. Organische stoffen 
zijn veel moeilijker te analyseren en deze 
analyses zijn soms kostbaar. Daarnaast is 
essentiële informatie over de toxiciteit van veel 
aangetoonde organische verbindingen onbe-
kend. De fase 2 fractionering is technisch 
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