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1. 

Samenvatting: 

Door het nog steeds toenemende gebruik van pesticiden en de 

voortschrijdende belasting met sommige verbindingen van onder-

meerrhet aquatisch milieu, dienen methoden in het toxicologisch 

onderzoek ontwikkeld te worden, die betrouwbare grenzen kunnen 

aangeven voor de maximale belasting van het water met diverse 

stoffen. 
In toenemende mate wordt onderkend dat de traditionele statische 

lethale doses-bepalingen, hoewel nuttig voor snelle informatie, 

niet toereikend zijn om de complexe faktoren, die een rol spelen 

bij de werking van pesticiden op levende organismen en hun lot in 
het milieu, weer te geven. Een nieuv/e tendens is het gebruik 

van zogenaamde microecosystemen, stukjes levende natuur, waarmee 
onder laboratoriumomstandigheden de complexiteit van de natuur
lijke ecosystemen beter benaderd kan worden. 
In dit verslag worden, de methode die gevolgd werd en de resulta

ten die verkregen werden besproken, bij, de belasting van 
Daphnia magna Str. met dichlobenil, een herbicide, m.b.v. een 

vereenvoudigd type microecosysteem:, een doorstroomopstelling. 

Daphnia magna werd gedurende maximaal 6 uur'blootgesteld aan 

dichlobenilconcentraties respektievelijk van 0.5 tot Z* ppm. 
Hierbij werd de invloed van dichlobenil op de voedselopname 
bestudeerd. Uit de resultaten bleek dat dichlobenil, afhankelijk 
van de concentratie, een negatief effekt op de voedselopname 
uitoefent. De bepaling van de voedselopname blijkt een gevoelige 

parameter voor dichlobenil te zijn. 
Tevens bleek dat, mits enige ongemakken worden opgeheven, een 

doorstroomopstelling in principe een bruikbaar instrument is 
om ook langduriger toxiciteitsexperimenten uit te voeren. 
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Summary: 

On behalf of the still increasing use of pesticides and the 

proceeding loading of the aquatic environment with persistant 

compounds, methods have to be developed in the toxicological 

research to give reliable limits for the use- of these compounds 
in the aquatic environment. 

At the moment the traditional static lethal-dose-methods are more 

and more acknowleged not to be sufficient enough to descripe the 
complex factors which play a part in the operation of the 

pesticides on living organisms and their fate in the environment. 

A new tendency is the use of so called microecosystems, pieces 
of living nature under lab-conditions, which are used to approach 
the constitution of nature. 
In this paper a method is given to study to exposure of Daphnia 

magna Str. to dichlobenil, a herbicide, with help of a continuos-
flowing system, a kind of simplified microecosystem. 

The effect of dichlobenil on the food-uptake of Daphnia magna was 

studied. The daphnids were exposured to concentrations of DCB, 
which varied from 0.5 r k ppm. Results will be discussed. 

As it appears from the results DCB:, depending on the concentrations 
has a negative effect on the food-uptake of Daphnia magna. 

The results show that measuring the food-uptake is a sensitive 
parameter for DCB'.. 
It seems that the use of a continuos-flowing system is a useful 
method for studying the effects of some compounds over a longer 
period. 
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1• Inleiding: 

Onder de methoden die toegepast worden bij de bestrijding van 

waterplanten in sloten of drainage- en irrigatiekanalen nemen de 
chemische bestrijdingswijzen een belangrijke plaats in. Door hun 

relatieve goedkoopte ten opzichte van mechanische bestrijdings-
methoden met hun hoge arbeidskosten, de inzetbaarheid op grote 

schaal, de mogelijke selektieve werking op bepaalde soorten en 

de aanvullende werking bij mechanische en biologische methoden, 

worden de chemische middelen nog dikwijls in veel landen op 

soms grote schaal ingezet. 

Daarnaast is echter het besef gegroeid dat het toenemend gebruik 

van herbiciden in het aquatisch milieu (en van pesticiden 'in het 
algemeen) tot nadelige gevolgen voor mens, dier en plant kan 
leiden. 

Nadelige gevolgen van het gebruik van herbiciden (vergiften die 
gebruikt worden om op grote schaal plantenaantallen te reguleren) 
in aquatische gemeenschappen of als gevolg van het uitspoelen 
van landbouwvergiften kunnen ondermeer zijn: 
-afname van de voor het herbicide gevoelige aantallen planten 

met als gevolg een mogelijk optredend zuurstoftekort door de 

afbraak van het plantemateriaal. Geen substraat meer voor be
paalde organismen om zich aan te hechten of in te schuilen. 

Verminderde voedselhoeveelheid voor planteeters en door het 
vrijkomen van grote hoeveelheden nutriënten kans op algenbloei, 

waarbij toxische verbindingen vrij kunnen komen. 

Dit zijn de zogenaamde indirekte effekten. 

-direkt toxische effekten op de fauna met mogelijk aantalsafname 

van bepaalde soorten. 
Deze effekten kunnen acuut (op korte termijn) zijn of chronisch 

(op langere termijn) afhankelijk van de wijze van toediening, 
de bestendigheid in het water, absorptie aan de bodem of andere 
materialen en fysische omstandigheden in het water (licht, tem
peratuur etc.). Door het wegvallen van bepaalde soorten kunnen 
voedselketens ontregeld raken. Tenslotte kunnen bepaalde 
stoffen door hun grote bestendigheid en hun goede oplosbaar

heid in vet t.o.v. water accumuleren in organismen en dus in 
de loop van de voedselketens zich ophopen met catastrofale ge-
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volgen voor de toporganismen. 

In Nederland werd aandacht geschonken aan deze problematiek onder

meer in het Indicatief Meerjarenplan van het ministerie van Verkeer 

en Waterstaat van 1975» waarin gesteld wordt dat aandacht besteed 

moet worden aan de instandhouding en terugwinning van het natuurlijk 
ecosysteem, daar gebleken was dat indien het ecosysteem optimaal 
funktioneert, de kwaliteiten van zwem-, drink- en viswater ook 
goed bleken te zijn. De organismen in een aquatische ecosysteem zijn 

immers in een veel direkter contact met de gifstoffen. Het I.M.P. 

stelt dat onderzoek gedaan moet worden naar gaten in de kennis van 

de effekten van allerlei stoffen in het aquatisch milieu. 

Toxicologisch onderzoek moet dan voor de verschillende stoffen de 
gevarengrenzen aangeven. 
In de toxicologie wordt in principe bij de bepaling van toxische 

eigenschappen van een stof met twee typen testen gwerkt: 
1. de acute toxiciteitsproeven en 
2. de chronische toxiciteitsexperimenten. 

Bij de acute testen wordt het niVeau van een stof bepaald dat een 
effekt veroorzaakt bij een bepaald percentage van de testorganismen 

in een bepaalde periode. Algemeen is dat de mortaliteit; LD^q of 

LC^q (lethale doses of -concentratie waarbij 50% van de organismen 
sterft binnen een bepaalde periode; meestal if8-96 uur of korter) en 

de immobilisatie; EC^q. Bij. deze werkwijze, die snel informatie 
geeft, zijn echter wel enige nadelen verbonden (Leeuwangh, 1978): 
1. de onmogelijkheid in een laboratorium een natuurlijk systeem 

na te bootsen met alle combinaties van biologische, chemische en 
fysische condities als absorptie van de stof aan klei, tempera

tuur, tijdsduur/wijze van blootstelling, pH, biodegradatie enz. 
2. het moeilijk onderkennen van secundaire effekten, bijvoorbeeld 

metabolieten of het optreden van zuurstofgebrek in het water 

tengevolge van de afbraak van plantaardig materiaal. Deze 
effekten kunnen lethaler zijn dan de oorspronkelijke stof. 

3. dood of onbeweeglijkheid zijn eenvoudig herkenbare stadia, maar 

vormen daarom nog geen veilige criteria, daar lagere concentra
ties over langere tijd (chronisch) ook nadelige effekten kun

nen veroorzaken; mutagenese, carcinogenese, gedragsafwijkingen, 

verminderde voortplanting etc., effekten die voor een populatie 
eveneens bedreigend zijn. 

De gegevens worden verkregen bij geselekteerde testorganismen onder 



geconditioneerde omstandigheden. Dit is echter niet voldoende voor 

een zekere representativiteit voot een natuurlijk milieu. Dit geldt 

ook in zekere mate voor de chronische testen, die echter wel over 

langere tijd lopen. 

Wil men toch de complexiteit van een natuurlijk systeem in een test 

betrekken dan kan men natuurlijk veldexperimenten uitvoeren. Deze 
hebben echter als nadeel de moeilijk te realiseren repliceerbaarheid, 
de grote invloed van wisselende omgevingsfaktoren, de bemonsterings
problemen en de verschillende eigenschappen van de proefdieren, wat 

de interpreteerbaarheid van de resultaten niet vereenvoudigt. 
Een andere mogelijkheid is het op laboratoriumniveau opbouwen van 
een natuurlijk ecosysteem, een werkwijze die de laatste tijd meer in 
zwang lijkt te komen. Aquatische microecosystemen zijn bijvoorbeeld 

ontwikkeld door Kersting (1978), Cooper en Copeland (1973)» Hueck 

en Adema (1968). Deze microecosystemen zijn echte systemen met 

levende en abiotische componenten. Basaal bestaan ze uit een kunst

matig gevormd of getransplanteerd stukje natuur. De kracht van de 
\ 

microecosystemen ligt in het feit dat enerzijds waarnemingen aan 

enkele organismen geen informatie geven over de effekten die veroor

zaakt worden door de complexiteit van de natuurlijke omstandigheden 
en anderzijds waarnemingen bij veldexperimenten moeilijk interpre
teerbaar zijn en controle-systemen moeilijk realiseerbaar. 
De microecosystemen dienen om responsen van een systeem op een bepaal* 
de stimulus aan te tonen met zoveel mogelijk konstante parameters. 
Ze dienen echter wel aan bepaalde voorwaarden te voldoen (Ringelberg 

en Kersting, 1978): 
1. de systemen dienen herkenbare eigenschappen van een natuurlijk 

systeem te vertonen, de waargenomen resultaten moeten natuurlijke 

situaties beter helpen begrijpen. 
2. voordat experimenten gedaan kunnen worden moeten ze in een 

steady-state fase zijn of zo bekend funktioneren dat men hun 
situatie voorspellen kan indien er geen experimenten gedaan 

worden. 
3. observaties moeten over langere tijd mogelijk zijn, daar ecolo

gische processen en effekten daarop langere tijd vergen om tot 

uiting te komen. 
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Is aan deze voorwaarden voldaan, dan heeft men de mogelijkheid 
verschillende ecologische processen te bestuderen; bijvoorbeeld 

de interaktie tussen populaties, het lot van elementen, de groei 

naar rijpheid van een systeem of het effekt van toxische stoffen. 

Er kan dus gemanipuleerd en gerepliceerd worden onder zelf te 

handhaven condities. 
Volgens Ringelberg en Kersting (1978) zijn er vanuit technisch en 

biologisch standpunt gezien verschillende typen (aquatische) micro
ecosystemen: 

—technisch: het gesloten type wat betreft mineralen (Taub, 1971). 
het open type: mineralen worden kontinud toegevoerd 

(Taub, 1971, Cooper, 1973) of diskontinu (Uhlman, 1971 ) «i 
korcplete samenlevingen uit de natuur worden samenge

bracht (Odum en Hoskins, 1957» Whittaker, 1961)• 
Dus een flinke diversiteit en open systemen wat be-
treft de organismen. 

slechts enkele soorten worden samengebracht onder 

steriele condities, zogenaamde gnotobiotische micro

ecosystemen (Nixon, 19699 Hairston,' 1968). 
Verschillende combinaties zijn dus mogelijk. 

Micro-ecosystemen kunnen dus gebruikt worden om eigenschappen van 

ecosystemen beter te begrijpen, heeft men bepaalde steady state 

condities, dan kan men experimenten uitvoeren met bepaalde te 
variëren faktoren. 
Zo heeft Kersting m.b.v. een micro-ecosysteem proeven gedaan over 
het effekt van diuron op Daphnia magna. Het micro-ecosysteem was 
opgebouwd ùit 3 niveau*s: een compartiment geënt met Chlorella 

vulgaris is aangesloten op een compartiment met een Daphnia magna-
populatie, die weer een afvoer heeft naar een decomposercomparti-
ment. Dit laatste staat weer in verbinding met het algencomparti-
ment. Na het bereiken van een steady state (interne faktoren), 
kan de te testen stof toegevoegd worden. Optredende effekten 
kunnen dan op naam van de stof geschreven worden. Deze werkwijze 
past Kersting ook op het ogenblik toe met dichlobenil als te 
testen stof. Het voordeel is dat je precies weet waar iets gebeurt, 

op welk niveau de te testen stof effekten oproept en bovendien 
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vermindert men de kans op uitroeiing van een soort door de daarop

volgende soort. 
Hueck en Adema (1968) wijzen op het belang van langdurige (chroni
sche) toxiciteitstesten en vestigen daarbij de aandacht op 

(kontinue) doorstroomsystemen. Hun betoog is hierop gebaseerd dat 
indien men de toxische eigenschappen van een stof wil testen, men 
in principe êên soort kan beproeven. Wil men meerdere soorten aan 

de stof onderwerpen dan kan men deze soorten gescheiden testen, 

maar dan ontbreken eventuele gegevens over mogelijke interacties. 

Men kan ook de verschillende soorten samenbrengen: het micro

ecosysteem-idee, maar dat is moeilijk op te bouwen en een goede 
analyse van wat er biologisch of chemisch gebeurd is niet eenvoudig. 

Bovendien kan een soort de andere(n) uitroeien. De oplossing is 

dus een systeem waarbij de organismen in principe met elkaar ver

bonden zijn, maar toch afzonderlijk analyseerbaar. In schema: fig 1. 

Zulk een systeem kan dus (mineralen-) open of gesloten zijn. In het 

schema van fig 1. open. 
Een voordeel van een doorstroomopstelling is bovendien 'dat in te

genstelling tot een statische proef de concentratie van de te tes

ten stof goed op het juiste niveau te handhaven is. De concentratie 
kan in statische testen afnemen ten gevolge van afbraak, evaporaties 
precipitatie etc. In een doorstroomopstelling wordt de stof kon-

tinu aangevoerd. Ook het eventuele noodzakelijke voedselaanbod is 

eenvoudiger op peil te houden, zodat hongereffekten uitgeschakeld 
kunnen worden. De doorstroomopstellingen kunnen in principe lange 
tijd lopen, zodat op langere termijn optredende effekten meetbaar 

zijn en de verschillende faktoren zijn eenvoudiger manipuleerbaar 

fig 1. A-»C organismen opeenvolgend in een 

voedselketen. 

C 
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zonder dat de proef weer afgebroken of opnieuw gestart moet worden. 

Deze methode biedt de mogelijkheid de invloed van een toxische 

stof op de organismen over langere tijd te bepalen met kontinue 

metingen. 

2. Proe fob.iekten: 

Alvorens de vraagstelling van het onderzoek en de doorstroomop-
stelling te bespreken zullen nu kort enkele eigenschappen van de 
te testen stof: dichlobenil en het te testen organisme: Daphnia 

magna Str. gerecapituleerd worden, die van belang kunnen zijn voor 

de interpretatie van de resultaten die met bekhulp van de door-
stroomopstelling werden verkregen. Voor een uitgebreide beschrij
ving verwijs ik naar het verslag van Henk van de Honing (1979)• 

Dichlobenil: 

Dichlobenil (2,6-dichloorbenzonitril) is een herbicide dat op de 

markt is gebracht door Philips-Duphar B.V. onder de merknaam 

Casoron. De stof is een zogenaamd totaal-herbicide en werkt in het 

aquatisch milieu op vrijwel alle makrofyten. Drijvende planten en 

algen worden niet aangetast. Dichlobenil wordt door de wortels op
genomen en werkt remmend op delend planteweefsel en ook kiemings-

remmend, het doodt dus voornamelijk jonge en groeiende planten 

(Newbold, 1975)* Oudere en volgroeide planten worden alleen bij 
hoge doseringen beschadigd (Koopman, 1960). 

Dichlobenil wordt op twee wijzen aan het aquatisch milieu toege
diend: als wettable powder en in granulaire vorm, de laatste vorm 
is vooral ontworpen om de stof langzaam in oplossing te doen gaan 

en werkt dus langere tijd. 
De oplosbaarheid in water is vrij slecht: 18 mg/1 bij 20°C en 

dichlobenil kan weer snel uit het watër verdwijnen door verdamping, 
absorptie aan materialen als lignine, humus en lipiden ,of door 
adsorptie aan de bodem, waar het lange tijd kan blijven (Frank en 

Comes (1967) vonden 160 dagen na dosering nog dichlobenil in de 
modder). Micro-organismen kunnen de stof omzetten in 2,6-dichloor-

benzamide (Verloop, 1972). Toch kan dichlobenil nog lange tijd na 

dosering in het water voorkomen; van Valin (1966) vand 189 dagen 
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mol. gewicht: 172 
smeltpunt: 1Jf5-lM>°C 
kookpunt: 270°C bij 1.013 bar 

O 

Als gevolg door sterfte van de makrofyten na gebruik van dichlobenil 
neemt het C^-gehalte in het water af. Deze kan echter door het 
optreden van algenbloei, veroorzaakt door het vrijkomen van nu

triënten, weer sterk oplopen (Walsh, 1971)• Walsh vond na dosering 

van 1 ppm in een water geen veranderingen in de temperatuur, gelei
dingsvermogen, nitraat-stikstofgehalte, fosfaatgehalte, hardheid, 
COg-gehalte en pH in het water. Wel traden er verschuivingen in de 
fytoplanktonaantallen op. 

Dichlobenil heeft een lage (acute) toxiciteit voor de meeste inver
tebraten, maar kan een hoge (acute) toxiciteit voor vissen hebben 

en zich in weefsels ophopen. (Cope, 1969» Van Valin, 1966, Tooby, 

1972), waar het zich lange tijd na dosering nog kan bevinden. Ook 
beschadiging van weefsels (o.a. kieuwen) bij vissen zijn beschre

ven (Wiersma-Roem, 1978). Voor enkele acute toxiciteitsgegevens 
zie tabel 1. 

Voor warmbloedige dieren is de toxiciteit vrij laag (Beynon, 1972), 
dichlobenil wordt snel via urine en faecalieën uitgescheiden, voor
namelijk in de vorm van 2,6-dichloro-3-hydroxy-benzonitril, de 
^-hydrxyvorm en 2,6-dichloro-3-hydroxy-benzoïsch zuur en andere 
verwante derivaten. Accumulatie lijkt niet op te treden. .De effekten 
verschillen echter van soort tot soort (Wit en van Genderen, 1966). 

Een belangrijke eigenschap van dichlobenil is ook de sterke affini
teit voor materialen als polytheen, PVC-rubber en Para-rubber, 

zowel vanuit waterige oplossing als dampfase (Verloop, 1972). 

Da]ohnia_magna : 

Daphnia's behoren tot de familie der Daphnidae, subfamilie Daphnoï-

dae, orde Cladocera, subklasse Brachiopoda, klasse Crustaceae, 

phylum Arthropoda. Er zijn maar weinig wateren in Nederland die niet 
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Tabel 1: Acute toxiciteitsgegevens van dichlobenil. 

soort: 

Daphnia magna 

Daphnia magna 

Daphnia pulex 
Gammarus fasciatus 
Gammarus lacustris 

Asellus brevicaudus 

Cypridopsus vidua 
(garnaal) 

Oronectes nails 
(rivierkreeft) 

Lepomis macrochirus 

(vis) 
Rutilus rutilus 

(vis) 
Salmo gaviderni 

(vis) 

Ptenonarcys species 

(Plecoptera) 
rat 

konijn 

muis (oraal) 

muis (intraperiton.) 

tijdsduur: 

48 uur 

48 uur 

48 uur 
48 uur 

24 uur 

48 uur 

48 uur 

48 uur 

48 uur 

10 dagen 

24 uur 

24 uur 

14 dagen 

14 dagen 

T in °C LD/LCr-Q auteur: 

21 10 mg/1 Sanders (1970). 

18 3*6 mg/1 v.d. Honing (1979) 

3»7 mg/1 Cope (1966). 

15*5 18 mg/1 Sanders (1970). 

16 mg/1 Sanders (1969). 

15«5 34 mg/1 Sanders (1970). 

21 7.8 mg/1 Sanders (1970). 

15.5 22 mg/1 Sanders (1970). 

24 20 mg/1 Sanders (1970). 

1.6 mg/1 Tooby (1972). 

^ 13 23 mg/1 Van Valin (1966). 

42 mg/1 Cope (1965). 

4500 mg/kg van. Genderen ( 1.968 
lich.gew. 

270 mg/kg van Genderen (1968 
lich.gew. 

>6 gr/kg Koopman (1960). 
lich.gew. 

>3 gr/kg Koopman (1960). 
lich.gew. 
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door een soort van de Daphnidae bewoond worden. Het genus Daphnia 

bestaat uit ongeveer 30 soorten over de gehele wereld met 5 daarvan 

in Nederland die aanmerkelijk verschillen in grootte en gewicht en 

in habitats » Daphnia magna, de grootste soort, woont in kleine en 

ondiepe plasjes met modderige of organische bodems. Ze kunnen in 

grote concentraties (1000 individuen per liter) voorkomen. 

Biologie van Daphnia magna: 

In fig. 2 is de morfologie/anatomie aangegeven naar Green (1957)» 

Vrouwlijke exemplaren kunnen tot 5 à 6 mm groot worden, mannetjes 

blijven veel kleiner en komen ook veel minder voor. Het dier wordt 

omgeven door een carapax, een harde en onbuigzame chitinelaag die 
aan de ventrale zijde van het dier open is en als twee kleppen om 
het dier sluit. Deze cuticula kan niet meegroeien en wordt perio
diek vervangen door een nieuwe laag die onder de oude aangelegd 

wordt. Het tijdsinterval tussen twee opeenvolgende "vervellingen" 

wordt instar genoemd. Vanaf de geboorte van een Daphnia (als vol
ledig copy van een adult) tot de sexuele volwassenheid worden if-6 

"V 
instars doorlopen, in het adulte stadium kunnen er nog + 2b volgen. 
De levensduur van het dier varieert met de temperatuur; 108 dagen 
bij 8°C, dagen bij'l8°C en 29 dagen bij 28°C (Anderson, 19^2). 

Voor de voortbeweging maakt een Daphnia gebruik van zijn antennes 

die roeibewegingen maken en het dier sprongsgewijs door het water 

stuwen. Tussen de beide valvae van de carapax bevinden zich de 
thoracale extremiteiten die door het voor- en achterwaarts bewegen 
een vloeistofstroom in stand houden. Via 'haren' op de thoracale 

extremiteiten worden voedseldeeltjes; algen, bacterieën en flagel-

laten afgefiiterd en dorsaal naar de voedselgleuf getransporteerd, 
waarvandaan het naar de mandibulae wordt getransporteerd. Daphnia's 
zijn dus filterfeeders. Het voedsel doorloopt de darmtractus vrij 
snel (een half uur bij 18-20°C) en faecalieën worden weer uitge-» 

scheiden. De thoracale extremiteiten zouden door de aanwezigheid 

van epipodyten tevens een rol in de zuurstofvoorziening kunnen 

spelen. 
Over de voedingswijze van Daphnia-soorten en de faktoren die daar
bij een rol spelen is veel literatuur verschenen. Achtereenvolgens 

zullen nu de faktoren besproken worden die een rol kunnen spelen 

bij de voedselopname van Daphnia magna. 
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Voedselconcentratie: de feeding-rate (het totaal volume voedsel 

per tijdseenheid door een Daphnia gegeten) is proportioneel aan 

de voedselconcentatie tot een zekere grens, boven deze kritieke 

concentratie (incipient limiting level) is de feeding-rate 

onafhankelijk van de voedselconcentratie (Kersting en van der 

Leeuw, 1976, McMahon en Rigler, 1965» Burns, 1968). De filtering-
rate (het volume van een medium bevattende het aantal gegeten 

cellen in een bepaalde tijd gefilterd) is aan de feeding-rate . 

op de volgende wijze gerelateerd: 
feeding-rate = filtering-rate x voedselconcentratie. 

Dus is de filtering-rate konstant beneden de kritieke concen
tratie en neemt de filtering-rate af boven de i.1.1. Kersting 

en van der Leeuw (1976) vonden een i.1.1. van 2.9 x lO^ji/ml.D. 
bij 18°C. Zie fig. 3* 

f. 

fig. 3"- Feeding-rate 

van Daphnia magna 
bij verschillende 
Chlorella vulgaris 
concentraties in 

>l3x 106 /hr.D. 
(Kersting, en van 
der Leeuw, 1976). 

to 
•2 C 

Chlorella vulgaris-conc. x 10 /ml.) 

6 •z 
De gemiddelde maximale feeding-rate is 9»2 x 10 jr-yhr.D., de gem-
middelde maximale filtering-rate (onder de i.1.1.) is 3«2ml/hr.D. 

(Kersting en van der Leeuw, 1976). 
Kersting en Holterman.(f973) vonden dat Daphnia magna non-selek-
tief Chlorella vulgaris eet tussen 2 en 165J^ celgrootte van 
C. vulgaris. Gedeeltelijk afgebroken cellen (faecalieën) Kunnen 

opnieuw door Daphnia magna opgenomen worden; deeltjes kleiner 

dan 15 )i^. McMahon en Rigler (1965) vonden dat de filtercapaci

teit van Daphnia magna onafhankelijk is van de grootte van 



13. 

voedseldeeltj.es tussen 0.9 en 1.8 x 1o\i^. Het opgenomen voedsel-

volume zou bepaald worden, door de verteerbaarheid_yan_de_deeltjes. 

McMahon (1965) en Burns (1969) zagen een toename in de filtering-
rate van 4 Daphnia soorten bij toenemende lichaamsgrootte en 

X±chaamsgew±clit. Ook nemen de feeding-rate en de i.1.1. toe. De 
filtering-rate is positief-gecorreleerd via een wortelfunktie aan 
de lichaamsgrootte van de Daphnia's. 
Ook de temperatuur kan van invloed zijn; een stijgende temperatuur 
lijkt de filtering- en feeding-rates doen toenemen (McMahon, 1965» 

Burns, 1966, Nauwerk, 1959 en Schindler, 1968). McMahon (1965) vond 
optimale filtering- en feedingrates bij 2^°C. Ook de i.1.1. is 

temperatuursafhankelijk, de maximale i.1.1. is 2.9 x 10 p/ml bij 
18°C (Kersting, 1976). 

Nauwerk (1959) wijst op een seizoensinvloed op het eetgedrag van 

Daphnia longispinna. Deze soort vertoont hogere filtering-rates 
in de maanden mei t/m augustus en dit zou kunnen samenhangen met 
de hogere temperatuur en -lichtintensiteit en het reproduktiestadium 

van het dier. > 
Onderzoek betreffende het effekt van licht op de filtering-rate 

hebben weinig consistente resultaten opgeleverd; Schindler (1968) 
rapporteerde geen significant verschil in filtering-rates in 
groepen van Daphnia magna in donker en 1000 ft-c lichtintensiteit. 
McMahon (1965) vond geen verschil tot 500 ft-c met iets grotere 
filtering-rates onder hogere lichtintensiteiten. Buikema (1973) 
vermeldt de invloed van lichtintensiteit en acclimatisatie in 

filtering-rates bij Daphnia pulex bij donker tot 115 ft-c. 
Nauwerk (1959) indiceert dat de voedselopname van D. longispinna 

s'nachts groter is dan overdag. Ook Haney (1975) wijst op een toe
name s'nachts, afhankelijk van de verticale migratie naar hogere 

sferen. Starkweather (1975) vond dat Daphnia magna s'nachts een 

hogere filtering-rate vertoonde, die bovendien temperatuursafhan

kelijk is en endogeen van oorsprong bleek te zijn; een circadiane 

ritmiek. 
De pH is volgens Kring (1963) ook van invloed. Kring vond een ' 
maximale feeding-rate bij Daphnia pulex bij de pH waarbij het dier 

was opgegroeid. 
Crowding resulteert normaliter in een afname van de filtering-rate 

(Marshall en Orr, 1955, 1962) bij planktonische Crustaceae. 
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McMahon en Rigler (1963) vonden dat de feeding-rate beïnvloed 

wordt door de hoeveelheid voedsel in de darm, een uitgehongerd 

dier eet in een bepaalde tijdseenheid meer dan een gevoed dier 

als er voldoende voedsel aanwezig is, dus ook de conditie van het 

dier is van invloed. Volgens Schindler (1968) consumeert D. magna 
minder detritus en nutriëntenarme algen dan energierijk voedsel. 
De laatste hier te noemen faktor en waar dit onderzoek goed op 

te baseren is, is de invloed van toxische_stoffen op de voedsel-
opname. McMahon en Rigler (1965) vonden een verschil in opname 
van senescente Chlorella vulgaris algen en cellen die in log-phase 

waren door Daphnia magna. Bij senescenten. (oude cellen) trad een 
effekt op bij de filtering-rate beneden de i.1.1.-concentratie 

en bij de feeding-rate. De filtering-rate bij de log-phase céllen 

was 2,7-3»k ml/hr.D. en bij senescenten 0.7 ml/hr.D. De maximale 
feeding-rate was 30 x 10^ cellen/hr. en 3 x 10^ cellen/hr. bij 
log-phase cellen en senescenten respektievelijk. Ook Ryther (195^) 
vond een dergelijk effekt. Hierbij werd waargenomen dat D. magna 

cellen gaat 'weigeren1-doormiddel van een verminderde slagfrequen
tie van de thoracale extremiteiten, weigering van voedsel uit de 
voedselgroeve door deflectie van het labrum en afname van de kaak-

bewegingen. Ook de stand van de carapaxkleppen veranderde (Burns, 
1968). Deze effekten werden ook waargenomen bij het aanbod van 
diverse blauwgroene algen (Anabaena, Oscillatoria). Dit, impliceert 
dus dat senescente algen produkten afscheiden die de filtratie door 
Daphnia's belemmeren; om minder senescenten of andere slechte 
voedseldeeltjes binnen te krijgen neemt de filtering-rate af, 
waarschijnlijk onder kontrole van sensoren in de darm, mogelijk 

in combinatie met externe receptoren. De conclusie die hieruit 

opgemaakt kan worden, is dat verminderd opneembare of toxische 

voedseldelen of stoffen in het water de voedselopname doen afnemen 

en dus ontdekt zouden kunnen worden aan hun effekt op de filtering-
rate beneden de i.1.1.-concentratie. Dan is de bepaling van de 
filtering-rate voldoende om na te gaan of een voedsel(medium) 
giftig is of niet. McMahon en Rigler (1965) noemen een abnormaal 
filtering-rate de beste en eenvoudigste aanwijzing van remming, 
gemeten als de slagfrequentie van de thoracale extremiteiten of 
de snelheid van voedselopname in een beperkte concentratie te 
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onderzoeken voedsel. 
Daphnia's zijn door veel onderzoekers bij uiteenlopende experi

menten als proefdieren gebruikt. Hun gebruik heeift vele voordelen: 
Ze zijn klein en hebben een relatief korte levensduur. Eenvoudig 

te kweken zijn ze snel volwassen en ze reproduceren vlot, zodat 
ze meestal in voldoende aantallen voorhanden zijn. Door de voor
namelijk parthenogenetische voortplanting blijft genetische kon-

standheid gewaarborgd (bij Daphnia's komen alleen mannetjes voor 

onder ongunstige omstandigheden, waarna na paring zogenaamde 

wintereieren geproduceerd worden). Hun grootte en doorzichtigheid 

laat microscopische observatie toe. Bovendien vormen de Daphnia's 

door hun herbivore levenswijze een belangrijke schakel in het 

aquatisch milieu. Voor toxicologische experimenten zijn ze naast 

bovengenoemde eigenschappen ook nog zeer geschikt door hun grote 

gevoeligheid voor diverse pesticiden (Frear en Boyd, 1967). Het 
is echter van belang rekening te houden met de diverse faktoren 
die een rol spelen bij de Daphnia's als leeftijd, sexualiteit, 
reproduktiestadium, fysisch/chemische omgeving etc.en van invloed 
kunnen zijn bij toxicologische experimenten. Standaardisatie is 

geboden (Anderson, 1942). 

3» Vraagstelling, doel van het onderzoek: 

Uit eerdere experimenten van H. van de Honing (1978) was gebleken 
dat dichlobenil een negatieve invloed uitoefent op de voedsel-

opname van Daphnia magna. Er waren aanwijzingen dat er in de loop 

der tijd herstelmechanismen op zouden kunnen treden. Getracht 
werd nu na te gaan of dichlobenil inderdaad een negatief effekt 

uitoefent op de filtering/feeding-rate van D. magna en of er in 
de loop def tijd hèritël öptreêdt. Ue experimenten werden nu echter 

met een doorstroomopstelling uitgevoerd. Het voordeel van deze 
methode is dat over redelijk lange tijd kontinue metingen verricht 
kunnen worden, zodat de vraag wanneer effekten optreden te be
antwoorden is. Manipulatie is eenvoudig en de opstelling biedt een 

goede acclimatisatiemogelijkheid voor de Uaphnia's. Eventuele 

hongereffekten die bij statische testen voorstelbaar zijn of het 
verlies aan DCB zullen in een doorstroomopstelling minder optreden. 
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if. Materiaal en methode; 

Voor de bepaling van mogelijke effekten van dichlobenil op de 

voedsel opname van Daphnia magna werd gebruik gemaakt van een 

sinds 1969 op het laboratorium te Leersum in kuiture gehouden 

populatie. De dieren worden daar op de volgende wijze gekweekt: 

Twintig volwassen vrouwtjes worden in een aquarium van 5 liter 
gehouden met een Chlorella vulgaris-concentratie van 4 x 10^ji*Vml 
bij oen temperatuur van 18°C en een licht-donker ritme van 

14 uur licht en 10 uur duisternis. Iedere maandag, woensdag 

en vrijdag wordt het water met de voedselconcentratie van de 
Daphnia's ververst. De werkwijze is hierbij als volgt: vijver
water uit de vijver van het kasteel Broekhuizen wordt gefilterd 

bij een poriëngrootte van 0.45JQ- Sartorius. Vervolgens wordt 
m.b.v. de Coulter-Counter (model zBj) de concentratie aan algen, 
uit een kontinue algenkulture verkregen, bepaald, waarna m.b.v. 
een rekenprogramma voor een Hewlett Packard HP 25-rekenmachine 

bepaald wordt hoeveel mi's algenmedium aan 5 liter filterwater 
-y ^ *2 

toegevoegd moet worden om een concentratie van l+ x 10 jivml te 
verkrijgen. Dit algenmedium wordt gecentrifugeerd, de boven

staande vloeistof afgegoten en het (algen)bezinksel bewaard. 
Uit het aquarium van de 20 volwassen vrouwtjes wordt 2.5 liter 
water afgetapt en overgebracht in een schoon 5 liter aquarium. 

Vervolgens wordt aan beide aquaria 2.5 liter gefilterd vijver
water toegevoegd. Aan beide aquaria wordt daarna het algenbezink-
sel toegevoegd. Uit de bak met de 20 volwassen vrouwtjes worden 
de jongen gehaald m.b.v. een zuigbuis en daarna geteld, 
50 jongen werden op vrijdag en later ook op woensdag in het 
nieuwe aquarium gedaan, de rest (en op maandag alle jongen) 
werd weggegooid. Gezorgd werd dat er steeds 20 volwassen vrouw
tjes aanwezig waren. Naast deze 2 aquaria met volwassen vrouwtjes 

en jongen waren er nog 2 bakken met oudere jongen (naar datum 

gerangschikt) die iedere vrijdag en later ook woensdag een 
plaatsje opschoven. De oudste bak werd op die dagen weer opge

ruimd. Ook deze bakken kregen 3 x per week een nieuwe Chlorella-
hoeveelheid. 
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Bij de experimenten die op woensdag en vrijdag uitgevoerd werden, 

werd altijd gebruik gemaakt van de dieren die op de woensdag en 

de vrijdag respektievelijk van de voorafgaande week als jongen 

in het nieuwe aquarium waren overgebracht en dus bij het inzet

ten van een proef; respektievelijk op dinsdag en donderdag 

ongeveer 7 dagen oud waren. (Eerst werden de experimenten alleen 
op woensdag uitgevoerd met dieren op de voorafgaande vrijdag 

'geboren', dus 5 dagen oud, later toen bleek dat ook 2 experimen

ten per week mogelijk waren, werden voor de woensdagproeven dieren 

van de voorafgaande woensdag en voor de vrijdagproeven dieren 
van de voorafgaande vrijdag gebruikt, dus 7 dagen oud.) Deze 

leeftijden werden gekozen omdat bij enkele voorbereidende proeven 

was gebleken dat nogal vaak een aantal jongen in de•proefvaatjes 
geboren werden, hetgeen de berekeningen en de metingen aan de 

proeven beïnvloed. Bij de 5 en 7 dagen oude dieren is dit nooit 
het geval geweest. 

z-*-e °°k 3» 

De doorstroomopstelling was als volgt opgebouwd: 

Vanuit een erlemeyer'van 5 liter gevuld met (bij de eerste proe
ven) gefilterd vijverwater of (bij de latere experimenten) een 

fi ^ 
Taub-oplossing met een concentratie van 6x10 ̂ji-yml aan algen 

loopt een siliconenslang naar een slangenpomp. Evenzo loopt een 
slang van een 5 liter erlemeyer die alleen gefilterd vijverwater 
of de Taub-oplossing bevat naar de slangenpomp. Een derde slang 
liep van een 5 liter erlemeyer, ook gevuld met gefilterd vijver
water of de.Taub-oplossing, met daarin een bepaalde concentratie 

dichlobenil (2 x de gewenste concentratie in de proefvaatjes), 
naar de slangenpomp, maar deze werd nog niet aangesloten. Deze 

slang werd later door een glazen buis vervangen. Via een aantal 

T-stukjes en stukjes met meerdere verdelingen werden de slangen 

uit de erlemeyers aangesloten aan de pompslangen in de slangen

pomp. De pompslangen hadden een capaciteit van O.i+65 ml/min. 

doorstroming en waren van PVC-materiaal. De pompslangen waren via 
T-stukjes weer zodanig gecombineerd dat naar elk van de /+ proef

vaat jes gefilterd vijverwater (of de Tauboplossing) met algen 
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HT : 

0 D 0 o 

0 Q 0 o 0 o o 

o O o o o o Q 

0 0 o Q 0 o o 0 f 

o O 0 o D o 0 o 

r> O o o o c o 
I 0 d o 0 

C U4 tfco**: "tÂac&M Çï&cfcoc 
• fcirpa ?o«o). 

5 vt/r iwfc plûfc< (*|iM 

p2xsi£(.h>n̂ cci«}* 

LtA.ci*.kin&mk 



18. 

en 'schoon' vijverwater (of Tauboplossing) gevoerd werd, half 

om half, zodat de concentratie aan algen in de proefvaatjes dus 

3x10 ja-yml was. Bij de experimenten kon het verdunningsmedium 

vervangen worden door het verdunningsmedium met dichlobenil, 

eenvoudigweg door enige pompslangen aan of af te sluiten van de 

T-stukjes. De afvoer van de pompslangen naar de proefvaatjes 

geschiedde bij de proefvaatjes waar later de dichlobeniloplos-

sing door zou stromen doormiddel van glazen buizen, bij de overige 

vaatjes via siliconenslangen. 

Do 4 proefvaatjes waren opgebouwd uit Sovirel onderdelen (zie 

fig» 3) en hingen in een waterbad met een temperatuur van om en 
nabij de 18°C. Een thermostaat hield de temperatuur op peil en in 

het waterbad bevond zich een koperen koelwaterrooster. De vaatjes 

hadden een inhoud van ongeveer 35 ml en op de uitvoeropening 
bevond zich een planktongaasje (200 )i) dat met siliconenkit be

vestigd was» Vanuit de vaatjes voerde een glazen buis naar een 
monsterverzamelaar waarvan de verplaatsingssnelheid regelbaar was. 
Daar mondde iedere buis boven een.reageerbuis uit waar de door 
de opstelling gestroomde oplossing in opgevangen werd om de 
aantallen algen te meten. Het geheel bevond zich in een kast met 

1i+ uur licht en 10 uur donker. 

Principe van de doorstroomopstglling: 

Het principe van deze doorstroomopstelling is dus als volgt; een 
bekende concentratie algenoplossing wordt door de slangenpomp 

uit het voorraadvat gepompt en 1 x verdund (door het verdunnings

medium) door de vaatjes gestuwd. In deze vaatjes bevinden zich 
Daphnia's die een hoeveelheid algen consumeren. Het aantal algen 

dat in de reageerbuizen opgevangen wordt, wordt gemeten en het 

verschil tussen de begin- en de eindconcentratie is datgene dat 

verondersteld mag worden door de Daphnia's gegeten te zijn. Dit 
wordt vergeleken met de concentraties aan algen in de vloeistof 

die door een vaatje zonder Daphnia's gestroomd is en die in 
principe dus de helft van de concentratie in het voorraadvat moet 

zijn. Via enkele formules (Kersting, 1978) kan dan de filtering-
respektievelijk feeding-rate berekend worden. Deze uitkomsten 
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kunnen vergeleken worden met de gevallen waarin, dichlobenil aan 

het vaatje wordt toegevoegd. 

Met behulp van deze apparaten is het mogelijk deeltjes in een op
lossing te tellen. Hierbij werd op de volgende wijze gewerkt: 
van de te onderzoeken oplossing wordt 1 ml in een vaatje gepippe-

teerd en 25 ml 0.9$ NaCl-2% formaline oplossing doormiddel van 

een spuit met een membraanfilter van 0.2 )i Sartorius toegevoegd. 
Dit vaatje wordt onder de telbuis gezet. Deze buis zuigt 0.1 ml op 

door een gaatje van 70 y. doorsnede. Aan weerszijden van het gaatje 
bevinden zich elektroden waartussen zich een lage weerstand Devindt 
in geval er alleen NaCl-oplossing opgezogen wordt. Passeert echter 
een deeltje (alg) de elektroden dan wordt de weerstand groter. 
Deze veranderde weerstand wordt omgezet in een puisje die evenre
dig is met de grootte van het passerende deeltje. Het aantal puls-

jes is een maat voor het aantal deeltjes die de elektroden passeren. 

Boven- en ondergrens van de te bepalen pulsen (de grootte van het 
> 

deeltje) zijn instelbaar. Het aantal pulsjes is getalsmatig af te 

lezen. Verder is het mogelijk met behulp van een versterker de 

'range' van de te bepalen celgrootten sterk te vergroten. 

In het geval van de bepaling van de filtering-rate (concentratie 

algen beneden i.1.1.) werd volstaan met het tellen van het aantal 
deeltjes tussen 30 yt? en Z*00 y? celgrootte, daar Kersting en 
Holterman (1973) geen selektiviteit vonden in de opname van deeltjes 
boven 30 door Daphnia magna en omdat er dan geen deeltjes geteld 
worden die de darm van de dieren al eens gecasseerd waren (deel

tjes kleiner dan 15 y?) * 
Bij de bepaling van de feeding-rate (algenconcentratie boven i.1.1.) 

werd daarentegen gebruik gemaakt van de Coulter Channelyzer. Dit 

apparaat werkt volgens hetzelfde principe als de C. Counter, maar 
heeft bovendien de beschikking over een geheugen, waardoor het 

mogelijk is na éénmaal opzuigen door de zuigbuis snel via het 
instellen van boven- en ondergrenzen de aantallen deeltjes van 

een bepaalde klassegrootte te bepalen, wat noodzakelijk is voor 

de bepaling van de feeding-rate (zie ook Appendix). 
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Bij. de proeven werd over het algemeen de volgende werkwijze ge

volgd: de voorraad-erlemeyers werden gevuld met respektievelijk 
basismediüm met een bekende algenconcentratie (voor bepaling zie 

Appendix), een basismedium zonder algen en een basismedium met 
een bekende dichlobenilconcentratie. In 3 van de l\. vaatjes werden 

8 of 10 Daphnia's met behulp van een zuigbuis gebracht. De algen-

oplossing en de verdunningsoplossing werden aangesloten, en de 

slangenpomp in werking gesteld. De doorgestroomde oplossing werd 

in een grote erlemeyer opgevangen. De proef werd altijd s'middags 

ingezet. De dag daarop werden dan voor de verschillende vaatjes 
de concentraties algen in de reageerbuizen m.b.v. de Coulter. 

Counter respektievelijk C. Channelyzer gemeten, afhankelijk van 
de filtering- of feeding-rate bepaling. Op een bepaald tijdstip 

werd van 2 vaatjes (1. + 4) de verbinding met de verdunningsoplos
sing verbroken en de dichlobeniloplossing aangesloten, vervolgens 
werden de metingen voortgezet. Onder de proef werd af en toe een 
dichlobenilbepaling uitgevoerd om te kijken of de gewenste con
centratie ook inderdaad in de vaatjes voorkomt, ook werd de pH 

gemeten. Na een bepaalde periode werd de proef afgebroken, de 
Daphnia's werden gedood en de verschillende onderdelen van de 
opstelling zo goed mogelijk schoon gemaakt. Daarna kon de bere

kening uitgevoerd worden; zie pagina 21. 
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Berekening: 

Voor de berekeningen van de filtering-rates werd gebruik gemaakt 

van de formule door Kersting (1978) ontwikkeld: 

F = V x (CB-CD) / 
—s / aantal Daphnia's in het vaatje 
°D / 

waarin F = filtering-rate in ml/hr.D 

V = volume dat per uur door het betreffende vaatje stroomt 
in ml/hr. 

Cg = aantal deeltjes groter dan 30 P^ en kleiner dan ̂ 00 p? 

in het blancovaatje. (Zonder Daphnia's). 

Cjj = idem in een vaatje met Daphnia's. 

aangezien de stroomsnelheid van de gebruikte pompslangen 0.^65 ml/mi 

v/as, wordt de formule: 

F = 2 x 28 ml/hr. x C^-C-p = 56 x Cg-C-p 

Voor experimenten met voedselconcentraties boven de i.1.1. werd de 

feeding-rate bepaald volgens de formule: 

feeding-rate = Filtering-rate x voedselconcentratie. 

Hierbij dient rekening gehouden te worden met recirkulatie van 
"2 / 

deeltjes kleiner dan 30 y • Hekentechnisch werd de ondergrens y» 

t =  V  x  ( C ^ - C ^ 5 )  x C j  /  

7*/ D 

v/aarin V = volume dat per uur door het betreffende vaatje stroomt in 

ml/hr. 
f = feeding-rate in ps*/hr.D 

Ĉ = volume aan deeltjes groter dan i+5 yP in het blanko vaat je 

C^= idem in een vaatje met Daphnia's. 

Crj, = totaal volume aan deeltjes in een vaatje met Daphnia's. 

(C = 260 x aantal deeltjes (totaal) over de betreffende celgrootte-

klasse). Voor een rekenvoorbeeld zie Appendix. 
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Bepaling dichlobenilgehalte: 

Bij experimenten waarbij de invloed van verschillende dichlobenil-

concentraties op de filtering/feeding-rates bepaald werd, werden 

enige monsters getrokken om na te gaan of de gewenste dichlobenil-

concentratie ook inderdaad in de betreffende vaatjes voorkwam, 

daar bekend is dat dichlobenil de neiging vertoont zich aan 

diverse materialen te adsorberen. 

De werkwijze was hierbij als volgt: 

Van de opgevangen vloeistof werd 2 ml in een 10 ml schudcilinder 

gepippeteerd. Hierbij werd 2 ml waterige Na2S0^ en 2 ml petroleum-
ether doormiddel van een dispensette toegevoegd, waarna minimaal 
2 minuten krachtig geschud werd. De bovenstaande vloeistof 
(petroleumether met dichlobenil) werd met behulp van een Pasteur
pipet afgezogen en in een 5 ml flesje overgebracht. Afhankelijk 
van de te verwachten concentratie werd dit 10, 50 of 100 maal 
met petroleumether verdund. Deze flesjes met de verdunde 
dichlobenil-petroleumether oplossingen werden opgestuurd naar 
het R.I.N.-Arnhem alwaar een aantal in een gaschromatograaf 
werd geïnjecteerd, met een werktemperatuur van 130°C, een gas-

snelheid van 30 ml/min» en een kolomvulling van 3% 0V-17 of 

2% 0V-17 + QS-1. 
De uitslag van de bepalingen bestond uit een aantal pieken, waar

van de oppervlaktes (hoogte x breedte op halve hoogte) vergeleken 
werden met een ijkgrafiek die het verband aangaf tussen bekende 
concentraties (standaard) en de oppervlaktes van de standaard

concentraties. Gebruik werd gemaakt van een schuifmaat ( 0.05 mm 
nauwkeurig). 

Voor de recovery (een maat voor de nauwkeurigheid van de bepa
lingen) werden de waarden bepaald van de ingewogen (dus bekende) 

hoeveelheid dichlobenil in de 5 liter erlemeyer, per experiment. 
Deze hoeveelheden werden afgewogen op een analytische balans: 
Mettler H AR. 
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Hi^Seyoerde_experimenten: 

Na het inwerken met de Coulter Counter en de doorstroomopstelling, 
v/erden de volgende experimenten uitgevoerd: 

1 • de bepaling van het eetgedrag van Daphnia magna over uur, 

teneinde na te gaan of er een cyclus optreedt in het eetgedrag. 

Dit is van belang om af/toename van filtering/feeding-rates 

niet ten onrechte aan invloeden van dichlobenil toe te schrij

ven (Haney, 1975> s'nachts hogere filtering-rates)• 

2. het volgen van het gedrag van dichlobenil in de doorstroom

opstelling, om de meest geschikte materialen te gebruiken. 

Tevens werd gekeken hoe snel de gewenste dichlobenil-concen-
tratie in het vaatje bereikt werd, als golf of geleidelijk, 

3« experimenten met verschillende dichlobenil-concentraties, om 

daarvan mogelijke effekten op de filtering-rate te onderschei
den. (bij algenconcentraties beneden de i.1.1.). 

k» Idem experimenten om effekten van dichlobenil op de feeding-
rate te bepalen, (bij algenconcentraties boven de i.1.1.). 

Voor een overzicht van de experimenten zie tabel 2. 

De type 1. proeven wérden 2 maal uitgevoerd over ruim Zb uur. 
Type 2. bestond uit 2 onderdelen die ieder 1 maal uitgevoerd 

werden. Deze proeven, waren in feite voorbereidende experimenten, 

welks resultaten in de opzet van de andere typen betrokken werd. 

Beschrijving yan_de uitgevoerde experimenten: 

Type 1: hierbij werd bij beide experimenten van 3 vaatjes gebruik 
gemaakt, waardoor het mogelijk was om na een acclimatisatieperiode 
van k uur de proef toch ruim over een etmaal te laten verlopen. 

De monsters werden met tussenperioden van êên of een half uur ge
meten. Een vervelend bij-effekt bij deze experimenten en later 
ook bij de andere experimenten was het optreden van algenaanslag 
in de T-stukjes en de siliconenslangen en een bruine aanslag in de 
pompslangen. 
Type 2: deze experimenten werden om de volgende redenen uitgevoerd; 
ten eerste om te kijken waar dichlobenil in de doorstroomopstel

ling verdwijnt, het was gebleken uit enkele proefexperimenten dat 
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ruim 90?o van de verwachte dichlobenilconcentraties in de reageer

buizen niet gevonden werd en dus ergens geabsorbeerd moest zijn. 
Ten tweede om na te gaan of de algen soms invloed uitoefenen op 
het dichlobenilgehalte, daar het verschijnsel beschreven is dat 
algen in staat zijn gechloreerde koolwaterstoffen (DDT, Clophen A) 
te absorberen (Södergren, 1973) en waardoor een hoeveelheid DCE 
misschien niet gemeten wordt met de bestaande methode. Deze 
problemen werden onderzocht in proef 2A. En op de derde plaats 
werd gekeken hoe snel dichlobenil in de vaatjes komt; proef 2B. 
Bij'proef 2A werden k vaatjes gebruikt: vaatje 1 kreeg een 

siliconen toevoer zonder algen, vaatje 2 een siliconen toevoer mét 
algen, vaatje 3 een glazen toevoer zonder algen en vaatje k een 
glazen toevoer met algen. De dichlobenilconcentratie was 1 ppm. 

Het experiment duurde 3 dagen. Zowel voor de inlaat van de vaatjes 
als uit de reageerbuizen werd de DCB-concentratie gemeten. 

Bij experiment 2B werd ppm dichlobenil naar de vaatjes gevoerd 

waarin zich algen bevonden en met tussenpozen van 5 min. en later 
15 min. de dichlobenilconcentratie gemeten na aansluiting van het 
DCB. 

Type 3 en /+: bij deze experimenten werd van Z* vaatjes met 8 à 10 
Daphnia's gebruik gemaakt. De proeven werden de middag voor de 

experimenteerdag ingezet zodat de dieren een nacht konden accli
matiseren. Drie vaatjes kregen Daphnia's: de vaatjes 1 en 1+ waarop 

later dichlobenil werd aangesloten (aangegeven met een peil in de 
grafieken) en vaatje 2 met Daphnia's die geen effekt van dichlo
benil zouden ondervinden. Vaatje 3 kreeg geen Daphnia's en vormde 

de blanco. Ook bij deze experimenten traden vaak algenaanslag 
en bruine aanslag op, reden waarom ik op een gegeven moment niet 

meer vijverwater als medium gebruikte maar een Taub-oplossing 
(voor rücept zie Appendix), een voedingsoplossing waar Daphnia's 
goed in kunnen leven en bovendien was er dan geen risico meer van 

schadelijke elementen in het vijverwater (bij sommige proeven met 

vijverwater aten de Daphnia's helemaal niet, bij Taub is dit nooit 

gebeurd). Tegen de algenaanslag was de enige remedie het tikken 

tegen het glas, waarna de zaak schoonspoelde maar de waarnemingen 
op dat moment onbruikbaar waren. 
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De maximale concentratie dichlobenil die getest werd was k ppm 

en de reden daarvoor was dat het oplossen van 8 ppm dichlobenil 

(voor het voorraadvat) veel tijd vergt (bijna een week) en dat 

dan nog vaak klonten in het medium zichtbaar waren. De experimenten 

duurden nooit langer dan 7 à 8 uur daar tegen die tijd de voor-

raaderlemeyers leeg waren en de aan- en afvoerslangen/buizen met 
algen begroeid raakten. 
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Tabel 2: Overzicht van de uitgevoerde experimenten. 

Type proef tijdsd. Daphn./vaat. Temp, medium alg.conc. DCBconc. 'bloot, duur 
( graf . Huur) (°C) (u-Vl) ("Düm) (uur) 

1. 1 27 8 18 
6 vijverw. 3.10 - -

2 30 6 18 vijverw. 3*1° - -

2 3 3 x 24 . - 19 
c 

vijverw. 3.10 1 — 

k 2 - 1.8 Taubnu 3.10 4 -

3 5 8 8 18 Taubm. 3.10^ 0.5 5.75 
6 7.75 8 19 Taubm. 3.1O 1 5.5 
7 8. •' 8 19 Taubm. 3.10^ 1 5.5 
8 7.5 8 18 vijverw. 3«10^ 2 4-5 
9 8.5 10 19 vijverw. 3*10^ 2 6 • 
10 8 + 5 10 19 vijverw. 3.10^ 2 . 6 + 5 
11 7.75 8 19 Taubm. 3.10^ 

y» 
2 5.5 

12 8 8 19 Taubm. 3.10b 2 5.75 
13 7.5 8 18 vijverw. 3.10^ 3 5.5 
14 7.5 8 19 Taubm. 3.10^ 3 5 
15 8 8 19 Taubm. 3.lOb /• 3 5.75 
16 8.5 8 . 18 Taubm. 3« 10 

/• 
4 6 

17 8 8 18 Taubm. 3.10 4 5.75 

it- 18 7.5 8 19 
r 

Taubm. 4.10 
X» 

— — 

19 8.5 8 19 Taubm. if. 10° 1 5.5 
20 8.5 8 18 Taubm. 4.10^ 2 5.5 
21 8.5 8 19 Taubm. 4.10^ 3 6 
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5. Resultaten: 

De resultaten, zijn in grafiekvorm weergegeven. De aangegeven pun

ten in de grafieken die de resultaten aangeven van de bepalingen 

aan de filtering- respektievelijk feeding-rates zijn bewerkt via 

het zogenaamde voortschrijdend gemiddelde, d.w.z. dat de waarde 
die de Coulter Counter/Channelyzer voor een monster aan deeltjes 
aangaf gladgetrokken werd met de voorafgaande waarde en de 
daaropvolgende waarde via de formule: 

X. = Xj - + Xj + x. 1-1 i 1+1 

3 
x^ werd verkregen door het gemiddelde van 3 opeenvolgende tellingen, 

van de Coulter Counter te nemen, dit omdat er een grote variatie 

in de tellingen zit van één monster. 

Voor een voorbeeld van het 'smoothen1 zie grafiek 5 en Bijlagen. 

Voor een rekenvoorbeeld zie Appendix. 

ËB-iZP®-!: grafiek 1 en 2. 

Uit de verkregen, resultaten blijkt dat er onder de heersende om
standigheden geen cyclus in het eetgedrag van Daphnia magna op te 
treden. Nog bij de overgang licht-donker (21.00) nog bij de over

gang donker-licht (7.00) bleken er belangrijke verschuivingen in 
de filtering-rate op te treden. De filtering-rate bleef over 
het algemeen vrij konstant en tussen de 2 à 3»5 ml/hr.Daphnia 
schommelen. Deze resultaten geven de aanleiding te veronderstellen 

dat waargenomen effekten bij de type 3 en ̂  experimenten op naam 

van dichlobenil geschreven mogen worden. 

Experimenten type 2: grafieken 3 en Zf en tabel 3* 

Het bleek dat bij experiment 2A (grafiek' 3 e*1 tabel 3) de siliconen-

slangen veel meer dichlobenil adsorberen dan de glazen buizen. In 

de vaatjes gaat weinig dichlobenil verloren ondanks de aanwezig
heid van het siliconengaasje. De aanwezigheid van algen heeft 
geen grote invloed op de dichlobenilconcentratie. Bij alle combi

naties bleek dat er in de loop der tijd verzadiging van het 
materiaal optreedt, zodat na 3 dagen weinig dichlobenil geadsorbeerd 

wordt. 
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Tabel 3' 

1 1.1.  
slangen 1.2 
toevoer ~ i 
zonder * 
algen 

2 
slangen 
toevoer 
met 
algen 

3 
glazen 
toevoer 
zonder 
algen 

2.2 

2.3 

2.4 

3.1 

3.2 

1 . 1  

1.2  
2 .1  
2.2 

2.3 

2.4 

3.1 

3.2 
3.3 

1 . 1  

1 . 2  
2 .1  
2.2 

2.3 

2.4 

3.1 

3.2 
3.3 

1 . 1  

1 . 2  
4 

glazen 
toevoer 
met 2.1 
algen 2.2 

2.3 
2.4 

28. 
Concentratieverloop dichlobenil in de doorstroomopstelling. 
Concentratie DCB in voorraadfles: 2 ppm, in de vaatjes 
verwacht: 1 ppm. 

vaatje dag 
bep. 

ppm 
fles 
verw. 

ppm recovery ppm ppm 
fles % vaatje vaatje 
gem. verw. gem. 

1.6 80 0.8 

1 . 6  80 0.8 

0.2 
0.22 

0.43 

0.43 
0.44 
0.42 
0.59 
0.65 
0.54 

0.16 

0.17 

0.28 

0.36̂  

O.37' 
0.35 

0.44 
O.40 

0.35 

0.55 
0.56 
0.82 

0.81 
0.77 

0.85 
O.70 

0.80-
0.75 
0.58 
0.63 
0.68 
0.80 

0.73 
0.73 

verlies ppm voor verlies 
% het vaatje % 

75 

73 

46 
46 

45 
47 
26 

19 
32 

79 
79 
65 

55 

54 
56 

45 
50 

.55. 
31 
30 
0 
0 

4 
0 

12 

0 
6 

42 

37 
14 
0 

9 
0 

O.32 

0.5 

O.63 

0.22 

0.37 

0.43 

0.61 

0.7 

0.8 

0.73 

0.80 

60 

37 

21 

72 

54 

46 

24 

12  

0 

9 

0 
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Vervolg tabel 3: 

vaatje dag ppm ppm recovery ppm ppm verlies ppm voor verlie 
bep. fles fles % vaatje vaatje % het vaatje & 

verw. gem. verw. gern. 

k 3.1 2 1.6 80 0.8 0.83 O 0.80 O 

3.2 0.79 1 

3.3 0.73 9 
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Deze resultaten gaven aanleiding tot het gebruik van glas voor 

de dichlobeniltoevoer en de veronderstelling dat algen het 

dichlobenilgehalte kunnen beïnvloeden werd verworpen. 

Uit experiment 2B bleek dat de concentratie dichlobenil in de 

vaatjes slechts geleidelijk toeneemt en pas na ruim een uur op 

het gewenste niveau komt, m.a w. de effekten van dichlobenil 

zullen waarschijnlijk in de tijd afhankelijk zijn van het concen-

tratieverloop» 

Exg_erimenten__type_3*• grafieken 5 t/m 18. 

Uit deze proeven blijkt dat dichlobenil over het algemeen een 

negatief effekt uitoefent op de filtering-rate van Daphnia magna, 

maar dat dit effekt afhankelijk lijkt te zijn van de concentratie 

en over kortere of langere tijd binnen de proefperiode kan duren. 

Ook bij. experimenten met overeenkomende dichlobenilconcentraties 

kunnen de effekten uiteenlopen. In het hiernavolgende overzicht 

zullen de effekten naar oplopende concentraties besproken worden. 

Hierbij dient opgemerkt te worden dat de gewenste concentraties 

dichlobenil in de vaatjes 1 en /+ ondanks het zoveel mogelijk 

gebruik maken van glasmateriaal lang niet altijd bereikt werd. 

In tabel ^ is een overzicht gegeven van de gewen; te dichlobenil

concentraties in de vaatjes 1 en Zf van de doorstroomopstelling 

en de gemeten concentraties in die vaatjes. Hieruit blijkt dat 

de recovery die aan de hand van de bekende (ingewogen) concentra

ties bepaald werd goed was; 85-100#, met slechts één enkele 

uitschieter omlaag. Uit deze tabel blijkt verder dat de gemeten 

concentraties in de vaatjes meestal tussen de 60 en 80% van het 

gewenste niveau liggen overeenkomstig de resultaten van proef 

2A die ook te zien gaven dat bij het gebruik van glazen materiaal 

ongeveer kO% van het dichlobenil 'verdwijnt'. 

Met dit in gedachten kan men de effekten van de verschillende 

concentraties beschouwen. 

0.5 ppm: 1. x uitgevoerd met een Taubmedium (grafiek 5) 

Over de effekten van deze concentratie kan ik kort zijn; er lijkt 

op uitzondering van een snelle halvering van de filtering-rate 

in vaatje k geen effekt op te treden. Bovendien blijft de fil-



Tabel l±: Dichlobenilbepaling bij de experimenten type 3 en 4» 

type grafiek ppm fles ppm fles recovery ppm vaatje ppm vaatje verlies 
gedoceerd gemeten % verwacht gemeten % 

14 14 

3 5 1 1 100 0.5 0.4 0.43 20 14 

6 2 2 100 1 0.56 0.59 44 41 

7 2 1.9 95 1 0.65 0.54 35 46 

8 4 4 100 2 1.7 1.5 15 25 

9 4 4.1 100 2 1.4 1.6 30 20 

10 4 4.1 " 100 2 1.7 1.6 15 20 , 

11 4 3.7 93 2 1.4 1.37 30 35 

12 4 3.3 88 2 1.5 1.5 25 25 

13 6 2.1 35 3 0.56 0.77 80 74 

1 4 6 5.2 87 3 1.98 1.75 34 42 

15 6 5.9 98 3 2 1.9 34 35 

16 8 6.8 85 4 3.8 2.6 5 35 

17 8 8 100 4 2.4 2.6 40 35 

4 19 2 2 100 1 0.6 0.6 40 40 

20 4 4 100 2 1.3 1.4 35 30 

21 6 6 100 3 2.3 2.4 23 20 

Gemiddelde recovery = 92.3% 
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tering-rate van vaatje k in de buurt van vaatje 2; de onbehandelde 
dieren. De gemeten concentratie dichlobenil in de vaatjes was 

0.^-0 in vaatje 1 en 0.if3 in vaatje 4 met een recovery van 100$. 

De Daphnia's waren 7 dagen oud. 

1 ppm: 2 x uitgevoerd, beide met een Tauboplossing (grafieken 6 en 7). 

Deze concentratie .is een duidelijk voorbeeld van het hierboven be

weerde, dat gelijke concentraties heel verschillende effekten kunnen 

veroorzaken. In het geval van grafiek 6 blijkt na een half uur een 

effekt op te treden, de filtering-rate die tussen de 3*5 à 5 ml/hr.D 

schommelt neemt geleidelijk af tot. 1 à 2 ml/hr.D na 1.5 uur, 
waarna weer een herstel lijkt op te treden. Na 3 uur is er geen ver
schil meer met de filtering-rate van de niet-blootgestelde dieren. • 
De gemeten concentratie dichlobenil in de vaatjes was O.56 in vaatje 1 
en O.59 in vaatje /* (ppm) met een recovery van 100%. De Daphnia's 

waren 5 dagen oud. 
Daarentegen was de reaktie in grafiek 7 veel heftiger en langduriger; 

nà 1 uur is de filtering-rate beneden de 1 ml/hr.D en na 3*5 uur 
zelfs een poosje negatief (uitstoten van deeltjes door de Daphnia's). 

De gemeten concentratie dichlobenil was O.65 ppm voor vaatje 1 en 

0*54 ppm voor vaatje kt de recovery: De Daphnia's waren 7 dagen 

oud. 
Aangezien de DCB^-concentraties tussen de twee experimenten niet veel 

verschillen zou het verschil in leeftijd misschien het verschil in 
effekt kunnen verklaren. Zekerheid daarover heb ik echter niet. 
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2 ppm: 5 x uitgevoerd; 3 x met vijverwater (grafieken 8,9 en 10) 

en 2 x met een Tauboplossing (grafieken 11 en 12). 

Ook bij deze concentratie worden verschillende effekten waargenomen, 

waarvan de oorzaak niet duidelijk is. 

Grafiek 8 vertoont een duidelijk eefekt, reeds 1 uur na toediening 

van dichlobenil is de filtering-rate in beide vaatjes negatief en 

blijft vervolgens rond de O-waarde schommelen. De gemeten concentratie 

dichlobenil was 1.7 ppm voor vaatje 1 en 1.5 ppm voor vaatje 4> de 

recovery 100$>, de Daphnia's 5 dagen oud. 

Een mindèr duidelijk beeld vertoont grafiek 9, vooral omdat de fil-

tering-rates van de DCB-vaatjes konstant lager v/aren dan het blanco
vaatje. De gemeten dichlobenilconcentratie was 1.4 ppm (vaatje 1) en 

1.6 ppm (vaatje 4)> de recovery 100$ en de Daphnia's waren 5 dagen oud 
Totaal anders zijn de effekten bij de grafieken 10, 11 en 12. Bij. 

elk. van deze proeven treedt snel een heftig effekt op met een snelle 
afname van de filtering-rate, maar tevens treden beelden van herstel 

op; konstant in beide vaatjes (grafiek 10) of tijdelijk in één van 

beide vaatjes (grafieken 11 en 12) met'een neiging tot herstel aan 
het eind van de proef. De gemeten 'concentratie dichlobenil was voor 
grafiek 10: 1.7 ppm voor vaatje 1 en 1.6 ppm voor vaatje 4, recovery 
1 0 0 #  en de Daphnia's 7 dagen oud. Voor grafiek 1 1 :  1.4 ppm (vaatje 1 )  
en 1.3 ppm (vaatje 4)» recovery 93% en 7 dagen oude Daphnia's. 
Voor grafiek 12: concentratie dichlobenil 1.5 ppm (vaatje 1) en 
1.5 ppm (vaatje 4)> een recovery van 88% en 7 dagen oude Daphnia's. 
Noch leeftijd van de Daphnia's, noch grote concentratieverschillen, 

noch het verschil in medium lijken de waargenomen variabiliteit 

te kunnen verklaren. 
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3 k  

"5 PTDiri: 3 x uitgevoerd, 1 x met vijverwater (grafiek 13) en 2 x 
met een Tauboplossing (grafieken 1^ en 15). 

Bij deze concentratie zijn de effekten al wat duidelijker dan bij 

de voorafggande, al blijft er soms een grote variabiliteit binnen 

één proef. 

Zo vertoont grafiek 13 een snelle afname van de filtering-rate, 
maar in het geval van vaatje 1 ook weer een licht herstel, dat 

echter verdacht parallel loopt met het blanco-vaatje 2. De gemeten 

concentratie dichlobenil was 0.56 ppm voor vaatje 1 en 0.77 ppm 

voor vaatje k met een recovery van 35% (die waarschijnlijk op een 

foute DCB-bepaling berust) en 5 dagen oude Daphnia's. 

Bij de grafieken 1 en 15 zien we een overeenkomstig beeld, er 

treedt geen herstel op en de uiteindelijke filtering-rate blijft 

laag. De gemeten concentratie dichlobenil was voor grafiek 14: 

1.98 ppm (vaatje 1) en 1.75 ppm (vaatje k), een recovery van 87% 
on 5 dagen oude Daphnia's. Voor grafiek 15: 2 ppm (vaatje 1) en 
1.9 ppm (vaatje Z+), een recovery varç 98% en 7 dagen oude Daphnia's. 

k ppm: 2 x uitgevoerd (grafieken 16 en 17) beiden in een Taubmdeium.; 

Beide experimenten vertonen een snelle afname van de filtering-rate 

en geen herstelfases binnen de proefperiode. De gemeten concenbra-

tie dichlobenil was voor grafiek 16: 3.8 (vaatje l) en 2.6 ppm 

(vaatje k)» een recovery van 85% en 5 dagen oude Daphnia's. 
Voor grafiek 17: 2 . » k  ppm (vaatje 1) en 2.6 ppm (vaatje k ), een 

recovery van 100% en 7 dagen oude Daphnia's. 

Een algemeen beeld in de grafieken is dat de filtering-rate stijgt 

gedurende de eerste waarnemingen. Dit wordt verklaard door het 

feit dat de doorstroomopstelling na een nacht acclimatisatie 

vuil was (veel algenneerslag), die ik door 'tikken' liet wegspoe

len. Waarschijnlijk bleef dit nog een poosje effekt uitoefenen, 

zodat teveel algen geteld werden en er dus een te lage filtering-

rate gemeten werd. Ook 'werd er per proef een monster genomen om 

de pH te meten, deze bleek echter niet onder invloed van het 

dichlobenil te verschuiven. (pH-Tauboplossing was 8.1). 
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Experimenten type k: de feeding-rate bepalingen (grfieken 19 t/m 21). 

Deze proeven zijn vanwege het naderend einde van mijn stageperiode 

slechts een maal uitgevoerd, zodat minder waarde aan eventuele uit

spraken gehecht mag worden dan bij de filtering-rate bepalingen. 

Ook hiervan zijn de dichlobenilbepalingen in tabel ̂  samengevat. 

1 ppm: (grafiek 19) in Taubmedium. 

Het beeld vertoont een duidelijk effekt op de feeding-rate, maar een 

herstel lijkt erin te zitten, echter niet meer binnen de proefperiode. 
Opvallend is wel het verschil in reaktie tussen vaatje 1 en vaatje 

traag afnemende feeding-rate in vaatje 1 - snel afnemende feeding-

rate in vaatje k en een duidelijk herstel in vaatje 1. De indruk is 
dat de invloed van dichlobenil in deze concentratie een overeenkomst 
vertoont met de invloed die dichlobenil in deze concentratie op de 
filtering-rate heeft. Gemeten concentratie dichlobenil: 0.6 ppm voor 
vaatje 1 en 0.6 ppm voor vaatje een recovery van 100% en 7 dagen 
oude Daphnia's. 

2 ppm: (grafiek 20), Taubmedium. 

Ook hier is het effekt duidelijk, overeenkomstig in het geval van 

1 ppm, echter een herstel lijkt er hier minder duidelijk in te 

zitten. Gemeten dichlobenilconcentratie: 1.3 ppm (vaatje 1) en 

1./f ppm (vaatje k)t recovery: 100% en 7 dagen oude Daphnia's. 

3 ppm: (grafiek 21), Taubmedium. 

Een vreemde variabiliteit tussen vaatje 1 en vaatje /+, vaatje 1 
vertoont een veel tragere en pas op de lange duur afnemende feeding-
rate, vaatje Zf een snelle en rigoreuze afname tot zelfs in het 
negatieve. Dit is des te opvallender als men de dichlobenilconcen-

traties vergelijkt: 2.3 ppm (vaatje 1) en 2.4 ppm (vaatje k)• In 
dit verschil zal deze variabiliteit niet liggen. De recovery was 

100% en de Daphnia's 7 dagen oud. 

Ook bij deze grafieken neemt de feeding-rate vergelijkbaar met de 

filtering-rate eerst nog toe, waarschijnlijk om dezelfde reden als 
bij de filtering-rate. 

Ook bij deze proeven werd af en toe de pH gemeten; deze verliep van 

8.1 (Tauboplossing) naar 7.6 + 0.1, zodat de effekten niet op pH-

verschuivingen na toediening van DCB gebaseers hoeven te worden. 
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6. Discussier 

In het hierna volgende zullen bediscussieerd worden: 

A. De resultaten van de filtering/feeding-rate bepalingen van de 

experimenten met de doorstroomopstelling. 

B. De doorstroomopstelling sec, de technische aspekten. 

ad A. 
Uit de resultaten blijken 2 aspekten: 1. voor een toediening van 

een hoeveelheid dichlobenil bevinden de filtering- respektievelijk 

feeding-rates zich over het algemeen op het niveau dat uit de 

literatuur naar voren komt: filtering-rate in de proeven tussen, 
•de 3 en 5 ml/hr.D, literatuur: 2.^ ml/hr.D (MacMahon, 1965) -

k»7 ± 0.6 ml/hr.D (Kersting, 1976), feeding-rate in de proeven: 
4-8 u5.l06/hr.D, in de literatuur: 12.9 ± 0.6 u-^.IO^/hr.D 
(Kersting, 1976). Dus de omstandigheden voor de Daphnia's lijken 
redelijk na een nacht acclimatisatie. 2. dichlobenil heeft een 
negatief effekt in meer of mindere mate, afhankelijk van de con

centratie, op de voedselopname van Daphnia magna. Dat dit effekt 
alleen op naam van het dichlobenil geschreven mag worden blijkt 

uit de feiten, dat op de eerste plaats er onder de heersende 

proefomstandigheden geen cycli in toe- of afname van de filtering-

rate verwacht hoeven te worden, zoals bleek uit de resultaten 

van de type 1 - experimenten en op' de tweede plaats dat tijdens 
de dichlobenilexperimenten het vaatje met Daphnia's, die niet 

blootgesteld werden aan dichlobenil, filtering/feeding-rates 

vertoonde die vrijwel op konstant niveau bleven. 
Hoewel het niet overduidelijk is, lijkt er een verband te bestaan 

tussen effekt en concentratieniveau van dichlobenil. Aangezien 
er bij een concentratie van O.Zf ppm (in de vaatjes) geen effekt 
optrad en wel bij een concentratie van 0.59 - 0.65 ppm (i^ de 
vaatjes), maar dan met een wisselend herstelbeeld, lijkt het erop, 
dat rond de 0.5 ppm een effektlevel ligt. Daarentegen lijken iets 
hogere concentraties noodzakelijk om een herstel te onderdrukken. 

Dit niveau lijkt rond de 1.5 - 2 ppm te liggen, boven deze concen
traties trad binnen de proefperiode geen herstel meer op. 

Met andere woorden dichlobenil kan in lagere concentraties dan 

bijvoorbeeld een bekende LC^q van 3*7 mg/1 (Cope, 1966) of 
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10 mg/1 (Sanders, 1970) reeds een effekt veroorzaken op Daphnia 

magna en ook een belangrijk effekt, daar verminderde voedselopname 

kan inwerken op de 'levendigheid' van de dieren die daardoor 

kwetsbaarder worden voor bijvoorbeeld predatie. Mogelijk is ook 

een invloed op de voortplantingscapaciteit, Kersting (1978) vond 
een uitstervende Daphnia magna populatie bij 1 ppm dichlobenil. 
Bekend is ook dat Daphnia's maar een beperkte periode buiten voed
sel kunnen, 

Hoe de stof op Daphnia magna inwerkt is onbekend. Volgens de Wit en 

van Genderen (1966) werken meteabolieten van dichlobenil; 
2,6 dichloor-3hydroxybenzonitril en de ^hydroxy vorm ontkoppelend 
op de oxidatieve fosforylering bij rat en konijn. Als dit bij 

Daphnia's ook het geval zou zijn, zouden twee effekten te verwach
ten kunnen zijn; een toename in de filtering-rate in verband met 
een optredend zuurstofgebrek, vooropgesteld dat de slagfrequentie 

van de thoracale extremiteiten gerelateerd is aan de zuurstofopname 
of een afname van de filtering-rate tengevolge van een optredend 

energie gebrek, dan is echter een toeame in de feeding-rate vlak 

na toediening van dichlobenil te verwachten en dit kwam uit de 

grafieken niet naar voren. 

De hartslagfrequentie zou bij zoogdieren afnemen onder.invloed van 

dichlobenil (Mulder en de Wit, 1966). Het is dan interessant te 

weten, dat het hart van Daphnia magna van hetzelfde type is als dat 
van de zoogdieren namelijk een myogeen gestimuleerd hart, d.w.z. 
dat de slagstimulatie in de spieren van het hart opgewekt wordt. 

Dit type hart is kwetsbaar voor verschillende drugs (Green, 1957). 
Ook is het mogelijk dat dichlobenil geregistreerd wordt door sen
soren in de darm in combinatie met mogelijk externe receptoren die 

de slagfrequentie van de thoracale extremiteiten controleren. 
Van belang is ook de standarisatie van dit type experiment. De 
resistentie tegen dichlobenil zou kunnen variëren met- bijvoorbeeld 
de leeftijd van de Daphnia's. De tijd binnen een instar (tussen 
twee vervellingen) kan van belang zijn, daar een nieuwe chitinelaag 

gevormd wordt en dit kan de permeabiliteit van.de stof beïnvloeden. 

Teneinde deze variatie te vermijden werden dieren van dezelfde 

leeftijd en sexe gebruikt. 

Interessant zou zijn. het uiterlijk gedrag van de Daphnia's tijdens 

de blootstelling te kunnen volgen hetgeen nu onmogelijk was. 
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Wasserburger (1952) beschrijft enkele gedragsafwijkingen betreffen

de zwemhouding/richting bij Daphnia's die aan verschillende stoffen 

werden blootgesteld. De enige indruk die ik kon krijgen van deze 

fenomenen was na het beëindigen van een proef door de Daphnia's in 

een bekerglas te gieten en enige tijd te observeren. Vreemd gedrag 

was inderdaad waar te nemen; het achterover hangen en het op de 
bodem liggen etc. 

ad B. 

Aangezien het primaire doel van mijn onderzoek het optimaliseren 

van de doorstroomopstelling was wil ik daar nog enige woorden aan 
wijden. 

Het voordeel van deze opstelling is dat kontinu metingen gedaan kun
nen worden aan de voedselopname van een organisme. Dit maakt het 
onderzoek aan tijdsaspekten mogelijk; responstijd, herstel etc. 

De omstandigheden kunnen eenvoudig gevarieerd worden zonder de proef 

af te breken. Verder zijn voedselconcentratie- en te testen stof-

niveau goed te handhaven. Desondanks verdwijnt er toch dichlobenil, 

zodat het gewenste niveau in de vaatjes helaas niet goed bereikt 

werd. Mogelijk wordt dichlobenil aan de (PVC) pompslangen geadsor

beerd. Een ander vervelend verschijnsel was de aanslag van algen in 
de buizen hetgeen de metingen natuurlijk beïnvloedt. Hiertegen zou 

je op kunnen treden door het gebruik van 'snellere' pompslangen of 
buizen met een kleinere diameter. Het eerste heeft als nadeel dat er 
kortere tijden tussen de metingen noodzakelijk zijn, hetgeen het werk, 
dat nu al in een hoog tempo verricht moest worden, aanzienlijk ver
zwaren doet. Goed reinigen van het materiaal blijft vereist. 
Wat betreft het verlies aan DCB zou je de proef al 2 dagen met DCB 

kunnen laten inwerken, daar blijkt dat dan de opstelling verzadigd 

raakt. 
Voor het bestuderen van herstelmechanismen zou het leuk zijn indien 

de experimenten langer dan 2if uur zouden kunnen lopen, maar dan 
moeten aigenklonten/aanslag ed vermeden worden. 

De tellingen aan een monster m.b.v. de Coulter Counter zijn variabel, 

het beste is het gemiddelde van 3 à if tellingen te nemen en vooral 

te letten op niet te veel schudden met het cuvet van 25 ml en niet 

te lang te wachten met de metingen daar het voorstelbaar is dat de 
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algen zich nog steeds delen. 

Het dichlobenil is bij hogere concentraties niet goed oplosbaar, er 
blijven veel deeltjes in de oplossing zichtbaar. Enkele tellingen 
aan een oplossing met algen en ppm dichlobenil en een. oplossing 

met enkel algen gaven echter geen signifikante verschillen te zien. 

in principe is het mogelijk met deze opstelling diverse toxiciteits-
experimenten uit te voeren, waarbij gedacht kan worden aan variabelen 

als temperatuur, lichtintensiteit, leeftijd en concentratie van de 
te testen stof. 



bO. 

Conclusie/Vermoedens: 
Aan de hand van de resultaten is het mogelijk de volgende conclu

sies te trekken en vermoedens uit te spreken: 

Conclusies: 

1. Dichlobenil oefent een negatief effekt uit op de voedselopname 

van Daphnia magna. Behalve bij een concentratie van 0.5 ppm 
gaven alle geteste concentraties; 1,2,3 en if ppm een afname in 

zowel de filtering-rate als de feeding-rate binnen 30-60 minuten. 
2. De geteste concentraties (tot Zf ppm) gaven geen mortaliteit bij 

de geteste organismen binnen de proefperiode van 6 uur maximaal. 
3. De doorstroomopstellingsresultaten tonen aan dat de bepaling, 

van de voedselopname een gevoeliger parameter op korte termijn 
is dan een eventuele (statische) LC Q̂-bepaling, daar reeds bij 

gemeten concentraties lager dan 1 ppm afname in de voedselopna
me optreedt. 

if. Een doorstroomopstelling is, mits' ontdaan van enkele kinderziek

ten, een goed werktuig om eventuele effekten van vreemde stof

fen op aquatische organismen te ontdekken. 

Vermoedens: 

1. De resultaten doen vermoeden dat herstelmechanismen op kunnen 

treden bij lagere concentraties, echter overtuigende voorbeel- . 
den van herstel binnen een maximale proefperiode van 6 uur 
blootstelling deden zich niet voor. Deze uitspraak is gebaseerd 
op de variabiliteit aan effekten en herstel bij geteste concen
traties van 1 en 2 ppm. 

2. De gemeten concentraties geven de indruk dat tussen de 0.5 en 

1 ppm een effektlevel ligt en tussen de 1.5 en 2 ppm de grens-r 
concentratie waarboven geen herstel meer optreedt bij Daphnia 
magna. 

3. Aangezien in de literatuur veel meldingen gedaan worden over de 

variabiliteit in filter- en feeding-rates veroorzaakt door 
fysische faktoren als temperatuur, hoge lichtintensiteiten, 

seizoensinvloeden, dag/nacht cycli en biologische faktoren als 

honger, sexe, reproduktiestadium, lichaamsgewicht etc., dienen 
voorafgaande aan relevante toxiciteitstesten gestandaardiseerde 
condities afgesproken te worden. 
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9. Appendix: 

Als aanvulling op het hoofdstuk Materiaal en Methode (4.) volgt 

hier het recept van het Taubmedium, de basisvloeistof voor de drie 

voorraaderlemeyers van 5 liter met respektievelijk algen, dichlo-

benil en het verdunningsmedium van de doorstroomopstelling en 
verder enkele rekenvoorbeelden voor de bepaling van de filtering
en feeding-rates met behulp van een Hewlett Packard HP 25 reken
machine • 

Taubmedium: voedingsoplossing.. Ingrediënten per 100 ml. 

opl • • mM Mol.gew. S/1 g/100ml 
A: NaNO^ 0.5 105.99 53.0 5.3 
B: MgS0^.7II20 0.1 246.48 24.6 2.46 

C: KHoP0, 2 4 0.04 136.09 54.4 5.44 ' 
NaOH 0.014 4O.O O.56 O.O56 

D: CaCl2.2H20 1.0 147.02 147.02 14T? 
F: FeS0^.7H20 0.022^ 278.02 6.23 O.623 

EDTA ' 0.0224 292.25 6.55 O.655 

NaOH 0.067 4O.O 2.68 0.268 
E: N.aCl 1.5 58.44 87.7 8.77 
G: EDTA 0.006 292.25 17.5 1.75 

NaOH 0.018 40.0 7.2 0.72 
H3BO3 0.015 61.83 • 9.3 0.93 
ZnS0^.7H20 0.0005 287.54 1.4 O.14 

MnCl2.ZfH20 0.005 197.91 9.9 0.99 
NaMo0^.2H20 0.0005 241.95 1.2 O.12 

CuS0^.5H20 0.0001 249.68 0.25 0.025 
Ca(N03)2. 0.00005 291.04 0.146 O.O146 

6H20 

H: AlpSO. . 
18H20 

0.0048 666.42 3.2 0i3 2 

I: Na2(SiO^)3 0.080 58$ gew. 44.42 • 4.442 
K: Na2HC03 0.42 84.01 35.0 3.5 

Maak 10 liter medium door toevoeging van elke stockoplossing in de 
volgorde AjR,C,D,E,F,H,I,G,(K) in aqua-dest. 
Breng het medium op pH = 8.1 en filtreer oplossing door een 
Norrit-kolom. 



46. 

Bepaling concentratie algen voor de voorraadfles met behulp van de 
(voorbeeld) 

Neem 1 ail algenmedium uit de algenkweek bij 25 ßil 0.9% NaCl, 2% for

maline, plaats het cuvet onder de elektrode van de Coulter Counter, 

stel toets op 'integrate' van de Channelyzer en bepaal het aantal 
deeltjes van de volgende klassen: 
(volume klasse C. Channelyzer) 

lowerchannel - upperchannel verst, aantal klasse gem. x aantal 
deeltjes gem. 

2 3 1 214 3 642 

4 7 » » 30/f 6 1824 
8 11 » » 200 10 2000 
12 19 > > 283 16 4528 
20 29 1226 25 30650 
30 39 » » 1961 35 68635 
40 49 » > 1422 45 63990 
50 59 > » 984 55 54120 
60 79 > j 1287 70 9OO9O 

7 ' 9 561 9 80784 
10 19 483 15 115920 
20 39 j > 21 30 10080 

40 79 » » - 1 60 960 

Totaal: 524223 

524223 x 260 (verdun.) = 1.36 x 10 jp/ml •> 6.10^—>20 x 
Dus algenmedium 20 x verdunnen met een Tauboplossing om een 

concentratie in het voorraadvat van 6.10^j^ml te verkrijgen. 



Li 7. 

m.b. y . de Coulter Counter. 

Gemeten deeltjes in 0.1 ml var) 1 26 x met 0 ,9% N.aCl, 2% formaline 

verdund monster (1 ml monster en 25 ral 0. 3% NaCl, 2% formaline. ) .  
Totaal aantal deeltjes tussen 30-400^5. 

tijd: vaatje met 8 Daphnia's vaa^met 8 Daphnia's 
F: gemeten (3 x) gemid. en voortschr. gem;. F: 

9.00 255 254 234 248 

voortschr. gem;. 
2.2 

9.15 201 195 172 189 210 4.2 
9.30 211 178 189 193 187 5.1 

9.45 170 183 182 178 186 4.7 
10.00 188 185 187 187 180 5.2 

10.15 168 171 189 176 181 5.6 
10.30 180 192 171 181 181 5.6 

10.45 174 186 199 186 187 5.1 
11.00 192 194 198 195 189 4.8 

etc. etc. etc. 

tijd: vaatje zonder Daphnia's vaatje zonder Daphnia's 
gemeten (3 x) gemid. en voortschr. gem: 

9.00 320 293 355 323 

voortschr. gem: 

9.15 316 360 360 345 335 
9.3O 316 340 352 336 322 

9.45 294 261 304 286 312 
10.00 349 •310 287 315 313 
10.15 326 341 347 338 326 
IO.3O 318 330 327 325 326 
IO.45 321 318 305 315 322 
11.00 318 344 320 327 319 

etc. etc. 

F = V x CR-CT) = 56 X (TO-210) = 4.2 (om 9.15) etc. 

D 8 210 
'D 

HP 25 programma voortschrijdend gemiddelde: stand: on-prg. 

01 Enter 

02 Sto 1 
vervolg zie omme zijde 



03 R/S 13 ' Sto i\ 

0^ Sto 2 lif KCl 2 

05 R/S 15 Sto 1 
06 Sto 3 RC1 3 
07 RC1 2 17 sto 2 

08 + 18 RC1 \ 

09 KCl 1 19 GTO 05 
10 +• 
11 3 switch to run —-p- î prgm, 

1 2  I 
eerst® getal R/S 

tweede getal R/S 

derde getal R/S —£ voortschrijdend 
gemiddelde. 

enz 
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Voorbeeld_van een feeding-rate berekening (graf. 19), m.b.v. de 

Gemeten deeltjes in 0.1 ml monster uit 1 ml monster en 25 ml 
0.97o NaCl, 2.% formaline. 
BCH stand = 1, versterking A = b. 8 Per vaati® 

klasse klassegrootte tijd: 9.00 tijd: 9»30 tijd: 10.00 

1 B 1 B 1 ^(vaatjes) 

0-0 4-8 181 133 132 86 107 132 
1-1 '8-12 98 68 67 64 60 61 
2-3 

4-5 

12-20 
20-28 

154 1} 
88 

1622) 
101 

16°5) 

81 
16\) 

95 

1365) 
61 

1616> h5 
90 Volume C4:? 

6-8 28-40 79 11.7 79 92 él 97 
9-11 40-52 71 64' 40 59 38 56 
12-14 52-64 31 31 34 27 16 36 
15-18 • 64-80 37 38 30 30 38 33 
19-23 80-100 38 60 31 69' 38 40 
24-28 100-120 39 52 42 49 22 37 
29-33 120-140 42 35 33 27 24 32 
34-43 140-180 33 27 27 30 21 17 
44-53 180-220 4 6 5 2 2 2 
54-63 220-260 0 0 0 1 0 0 

64-73 26O-3OO 1 0 1 0 1 0 

74-93 300-380 0 0 1 0 0 1 

volume CT 91^-7 9803 8066 9045 6342 7942 
voortschrijd, vol. CT - - 7852 8930 7084 8637 

Ck3: 1) = 1661, 2) = 1624, 3) = 1492, 4) = 1558, 5) = 1221, 6) = 1535. 

formule: feeding-rate = V x (C^- C^) x CT 

c45' 
dit leidt tot de formule: 

feeeding-rate = 56 x 260 x (CTB1+ C^- - C^) x CT 

Cj = totaal volume op tijd t in vaatje 1 

CTBi = idem in blancovaatje, ='volume <45in blancovaotje. 

= idem op tijd t in vaatje \ 
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Dit leidt tot de volgende feeding-rates: 

9.00 f = 1.5 x 106 )i3/hr.D 

9.30 f = 2.2 x 106 ;P/hr.D 

10.00 f = 3.3 'x 106 ji3/hr.D 

IIP 25 programma voor berekening van de feeding-rate: 

switch to run 

- f pgrm 

- 1820 Sto 5 

" CTB1 R/S 

A5 

01 Sto 1 
02 R/S 

03' Sto 2 

O k  R/S 

0 5  Sto 3 
06 R/S 

07 Sto k  

08 RC1 1 
09 RC1 2 
10 -

11 RC1 3 
12 + 

13 RC1 k  

U -

15 RCl k  

16 X 

17 RCl k  

18 Enter 

19 RCl 3 
20 -

21 • 

22 RCl 5 
23 X 

2/f GTO OZ* 

- eg R/S 

- C45 R/S 

- Cm R/S -+ antwoord vaatje 1 

4 

C - R/S 

- Cm R/S —* antwoord vaatje 2 

( - C^5 R/S 

- CT R/S —* antwoord vaatje 3 
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