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0 SAMENVATTING

Op basis van de karakteristieke eigenschappen van het aquatische mariene milieu
is voor het afbreekbaarheidsonderzoek een continue cultuur volgens het
chemostaatprincipe als modelsysteem gekozen. In de chemostaat houdt een gemengde
populatie van heterotrofe micro-organismen zich bezig met de afbraak van de
groeibeperkende organische verbindingen.

Aanvullend onderzoek naar het effect van de toetsverbindingen op de groei en de
afbraak in batchproeven leverde de noodzakelijke informatie op over de
toxiciteit van de bestudeerde toetsstoffen. Deze toxiciteit nam toe in de
volgorde methylfenolen, chloorfenolen, nitrofenolen.

Batch—afbraakproeven zijn uitgevoerd om de resultaten te kunnen vergelijken met
die van het continu cultuur-ounderzoek in het modelsysteem. Hieruit is
geconcludeerd dat voor zeer goed afbreekbare verbindingen met een batch-
afbraakproef kan worden volstaan.

In het modelsysteem wordt de afbraak van een toetsverbinding in aanwezigheid van
andere organische verbindingen onderzocht door het vari&ren van de verblijftijd
en dus de groeisnelheid van de aanwezige micro—-organismenpopulatie.

Van de toetsverbindingen zijn de monomethylfenolen, fenol en 4-hydroxybenzo&zuur
zeer goed afbreekbaar gebleken. De mono-chloorfenolen zijn veel minder goed
afbreekbaar, evenals de mono—nitrofenolen, waarvan voor 4-nitrofenol slechts in
één geval afbraak is waargenomen.

Het modelsysteem blijkt wat betreft de organisch koolstof-afbraak en de groei
redeli jk tot goed beschreven te kunnen worden met behulp van Monod en chemostaat
kinetiek. Hiervoor zijn_?e volgende kinetische parameters_hepaald: maximale
groeisnelheid u : 5_ , affiniteitsconstante X 75 gm 7, eg?te_§roei—
opbrengst Y 1.T§Xg g en het onderhoudsverbruik®m_ 0.006 g g h ". Voor het
vaststellen®van de kinetische parameters voor de afbraak van de
toetsverbindingen, die in niet-toxische en relatief lage concentraties (<10 7%
ten opzichte van de totale organisch koolstof concentratie) worden toegevoegd,
is het onderscheid metabolisme/co-metabolisme van groot belang. In tegenstelling
tot metabolisme is in geval van co-metabolisme de concentratie van de toets-
verbinding in de steady state afhankelijk van de ingangsconcentratie en de
hoeveelheid aanwezige biomassa.

Zeer waarschijnlijk worden de mono-chloor- en mono—nitro-fenolen volgens
co-metabolische routes getransformeerd waarbij de afbraak toch volledig kan zijn
als de afbraak wordt verzorgd door een consortium van micro-organismen. De
andere toetsverbindingen 1li jken volgens metabolische routes, dus gepaard gaande
met groei, te worden afgebroken.

De kinetische parameters voor afbraak konden niet via de gebruikelijke lineaire
regressie bepaald worden, maar zijn door middel van 'curve-fitting' op redelijk
betrouwbare wijze geschat.

Een poging is gedaan vanuit de resultaten van de chemostaat inzicht te krijgen
in de afbraaksnelheid in het milieu. Ook hierbij speelt het onderscheid
metabolisme/co-metabolisme een rol. De voor glucose afgeleide turnovertijden
benaderen goed de in het milieu gemeten turnovertijden. Het kinetisch gedrag van
de toetsverbindingen is vertaald naar een tijdsschaal waarop de tijd is afgezet
benodigd voor afbraak van de toetsverbinding tot een bepaalde concentratie.

In de discussie wordt ingegaan op een aantal aspecten die nog niet zijn
meegenomen of onderscheiden in dit onderzoek. Gesteld kan worden dat met het
modelsysteem een eerste stap is gezet naar een reele schatting van het kinetisch
gedrag van stoffen in het milieu. Aangegeven wordt waarom dit in ieder geval
niet kan worden gedaan op basis van batchexperimenten met de toetsverbinding als
enige bron van koolstof en energie.



0.1 SUMMARY

On basis of the characteristics of the aquatic marine environment a continuous
culture according to the chemostat priciple has been chosen as the modelsystem
for the biodegradation research. In the chemostat a mixed community of

heterothrophic micro-organisms degrades the growth-limiting organic compounds.

Supplementary research into the effects of the testcompounds on the growth and
the degradation in batch experiments provided the necessary information about
the toxicity of the testcompounds. The toxicity increased in the order methyl-
phenols, chlorophenols and nitrophenols.

Degradation experiments in batch cultures have been performed to compare the
batch results with the results of the chemostat research. It has been concluded
that a batch test is sufficient for soft ('readily' biodegradable) organic
compounds.

In the modelsystem the degradation of a testcompound is examined in the presence
of other organic compounds by variation of the residence time and so the growth
rate of the community of micro—organisms present. The mono- methylphenols,
phenol and 4-hydroxy-benzoic acid appeared to be very good biodegradable. The
mono-chlorophenols were much less biodegradable, just like the
mono-nitrophenols. For 4-nitrophenol degradation only has been observed in one
experiment.

The modelsystem can be described satisfactory by Monod and chemostat kinetics
with respect to the degradation of organic carbon and to the growth. The
following kinetic parameters have,been determined: maximum growth_fate Moax' 5
h 7, affinity constant K 7§lg m ", true growth yield Y 1.15 g g = and BRE rate
of maintenance m_ 0.006 § g h . &

For the determinition of the kinetic parameters of the degradation of the test-
compounds, which have been tested in non-toxic and relatively low concentrations
(less than 10 % of the total organic carbon concentration), the difference
between metabolism and co-metabolism is very important. In case of co—metabolism
in contrast to metabolism the concentration of the testcompound in the steady
state depends on the concentration of the testcompound in the influent and the
biomass present in the chemostat.

In all probability the mono-chlorophenols and mono-nitrophenols are transformed
by co-metabolic steps. The degradation could still be complete if a consortium
of micro-organisms takes care of the degradation. The other testcompounds appear
to be degraded by metabolic steps coupled with growth.

The kinetic degradation parameters could not be determined with linear
regression methods, but have been estimated reasonably reliable by means of a
'curve-fitting' method described.

An attempt has been made to gain imsight into the degradation kinetics in the
environment from the results in the chemostat. Again the difference metabolism
co-metabolism plays an important role. The turnover times determined for glucose
were good approximations for the turnover times measured in the environment.

The kinetic behaviour of the testcompounds has been interpreted.into a time
scale on which the time necessary for degradation of the testcompound to a
certain concentration has been given.

A number of aspects which have not yet been studied or distinguished in this
research are discussed. With this modelsystem a first step has been taken to a
realistic estimation of the kinetic behaviour of organic compounds in the
environment. The reasons why this cannot be done on basis of batch experiments
with the testcompound as only source of carbon and energy are discussed.
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1 INLEIDING

Een honderd jaar industri&le aktiviteiten hebben ons gedwongen maatregelen te
nemen tegen de daarmee gepaard gaande vervuiling van het milieu. De explosieve
groei van de bevolking, het daarmee toegenomen probleem van de
voedselvoorziening en toegenomen verbruik van energie (vooral in de vorm van
fossiele brandstoffen) hebben geleid tot een toegenomen grootschaligheid van de
industriele productie en tot de productie van een groot aantal chemische
stoffen. Door deze expansie van de chemische industrie zijn het aantal en de
verscheidenheid van de vervuilende stoffen bijzonder toegenomen en is de aard
van het probleem verschoven van kleine schaal locaal naar grote schaal globaal.
In de jaren 70 waren het de internationale verdragen van Oslo (Anon. 1972a),
London (Anon. 1972b) en Parijs (Anon. 1974) die regelingen troffen met
betrekking tot de zeevervuiling (Boehmer—-Christiansen 1984).

In het begin van de jaren 80 is via de EG (1979,1984) een richtlijn van kracht
geworden met betrekking tot de risico evaluatie van nieuwe chemicalien.
Afhankeli jk van het te verwachten productie-volume en daarmee de kans op
blootstelling moet een hoeveelheid basisinformatie geleverd worden op het gebied
van fysisch—-chemische parameters, toxiciteit en gedrag (fysisch—chemisch en
biologisch).

Als een stof zich in het milieu verspreidt en allerlei reacties kan ondergaan
zal deze uiteindeli jk, zeker in geval van een zekere persistentie, terechtkomen
in het mariene milieu (als gevolg van lucht- of watertransport of directe
lozing) en daar tot schadeli jke effecten aanleiding geven.

Goed afbreekbare verbindingen zullen aanleiding geven tot een niet meer dan
locale expositie en dus tot een verwaarloosbaar risico voor grotere gebieden, in
ieder geval op lange termi jn. Daarom heeft het RIVO aan het onderzoek naar de
afbreekbaarheid een hoge prioriteit toegekend.

Hoewel met name de laatste 10 jaren aandacht is besteed aan de ontwikkeling en
verbetering van de bioafbreekbaarheidstoetsen is nog slechts een beperkt gebied
onderzocht. Voor slecht oplosbare verbindingen en vluchtige stoffen zijn de
ontwikkelingen pas begonnen. Grote hiaten bestaan op het gebied van anaerobe
toetssystemen en van toetsmethoden voor het mariene milieu. Nauweli jks
onderzocht is het effect van de aanwezigheid van extra koolstofbronnen, die de
afbraak kunnen remmen of stimuleren. Vraagtekens moeten gezet worden bij de
interpretatie als het de vertaling naar het milieu betreft (Howard 1985 en
Howard en Banerjee 1984).

Op basis van de reeds aanwezige kennis, de voortschrijdende ontwikkelingen en
nog resterende hiaten is besloten om op het RIVO in eerste opzet onderzoek te
gaan doen met de volgende doelstelling:

DE BESCHRIJVING VAN EEN TESTMETHODE OM EEN REDELIJKE VOORSPELLING IN
KWANTITATIEVE ZIN TE KUNNEN DOEN VAN HET GEDRAG VAN ORGANISCHE STOFFEN IN HET
AQUATISCHE MARIENE MILIEU.

Dit zou aanleiding kunnen zijn tot opname van een dergelijke toetsmethode in de
nationale en internationale wetgeving, bijvoorbeeld als simulatietoets.

In dit rapport zullen achtereenvolgens besproken worden: de motivering van de
keuze van de testmethode (hoofdstuk 2) en de toetsverbindingen (hoofdstuk 3), de
algemeen gebruikte methoden en materialen (hoofdstuk 4), de opzet en resultaten
van inleidend en parallel onderzoek (hoofdstuk 5), de opzet en de resultaten van
het onderzoek met de toetsmethode (hoofdstuk 6) en van daaruit de vertaling naar
het milieu (hoofdstuk 7), de discussie met de beperkingen van de toetsmethode en
suggesties voor voortgezet onderzoek (hoofdstuk 8) en tenslotte de conclusies
(hoofdstuk 9). De figuren en tabellen zijn apart bijgevoegd na de tekst, evenals
de appendices. Appendix 4 betreft een 1lijst van symbolen, synoniemen en
afkortingen.



2 KEUZE VAN DE TESTMETHODE

Bij het kiezen van de testmethode moet worden getracht de natuurlijke situatie
zoveel mogelijk te benaderen. In het geval van het aquatische mariene milieu kan
het afbreekbaarheidsonderzoek niet in de veldsituatie uitgevoerd worden. Mariene
micro-organismen leven in een sterk verdunde oplossing waar elk proces moeili jk
te meten is. Micro—-organismen reageren snel op veranderingen in hun omgeving
zodat elke ingreep het systeem kan verstoren en het resultaat kan beInvloeden.
Daarom is gekozen voor onderzoek in een modelsysteem.
Alvorens een modelsysteem te kunnen kiezen is het noodzakelijk de randvoor-
waarden, karakteristieken van het te simuleren milieucompartiment — oceaan:
aquatisch marien - vast te leggen.
Voor de afbraak van organische stoffen zal vooral de koolstofcyclus in het
milieucompartiment een belangrijke rol spelen (Joint en Morris 1982, Fasham 1984
en Hobbie en Williams 1984a, 1984b). De weg van organische stoffen in het
aquatische mariene milieu (figuren 1 en 2) bestaat uit de volgende stappen:
1. de fixatie van kooldioxide in de vorm van organische stoffen door
fytoplankton;
2. het vrijkomen van organische stoffen door exudatie (Sharp 1984),
verspilling etc. gedurende het gehele voedselketenproces; een deel komt
natuurlijk weer vrij als CO2 als de organische stof als energiebron gebruikt
wordt;
3. de opname en omzetting van de vrijgekomen organische stoffen door
heterotrofe micro—organismen (Azam en Hodson 1977, Williams 1970); een gering
deel van de particulaire organische stof zinkt naar de bodem waar het
beschikbaar is als koolstof- en energiebron voor micro—organismen in het
sediment;
4. het uiteindelijk weer beschikbaar komen van organische stoffen voor opname
en afbraak door grazen op en afsterven van de bacterien.
Deze koolstofcyclus is in een dynamisch evenwicht dat wil zeggen dat noch
afbraak, noch opbouw van de organisch koolstofconcentratie in_§ee plaatsvindt
(Billen 1984). De steady state concentratie is ongeveer 5 g m ~ waarvan zo'n 10
%z - 0.5 gm "~ - beschikbaar is in de vorm van redelijk afbreekbare stoffen
(Wiliams 1975). De rest is persistent materiaal.
Van de hoeveelheid koolstof vastgelegd gedurende de primaire productie wordt
ongeveer 50 % (Azam en Fuhrman 1984) teruggevoerd via de heterotrofe
micro-organismen waaruit de zeer belangrijke rol van deze micro-organismen in de
koolstofcuyclus blijkt (Azam en Ammerman 1984, Williams 1981, Fuhrman en Azam
1980, Azam en Fuhrman 1984).
De afbraak door de gemengde populatie van heterotrofe micro-organismen vindt
plaats in de aerobe eufotische zone - de bovenste 100-200 m van de oceanen -
(Williams 1981), waar dus ook de primaire productie plaatsvindt.
De organische stoffen in zee bestaan voor zover het de instabiele fractie
betreft voornamelijk uit aminozuren en koolhydraten.
Ter bepaling van de aktiviteit van de microbi&le biomassa is veel onderzoek
gedaan naar de (potentiele) snelheid waarmee deze stoffen worden opgenomen door
de heterotrofe micro—organismen. Met behulp van de C-methode van Parsons en
Strickland (1962), gemodificeerd door Wright en Hobbie (1966) zijn maximale
opnamesnelheden en turnovertijden gemeten. Voor het vastleggen van de secundaire
productie en de heterotrofe afbraak zijn in de laatste jaren enkele nieuwe
methodieken ontstaan. Een overzicht van methoden voor aktiviteitsmetingen is
opgesteld door Van Es en Meyer—Reil (1982).

Op basis van de vastgestelde karakteristieken was een onderzoek met batch-
technieken uitgesloten. Batchsystemen geven een soort aaneenschakeling van
overgangsfasen waarin geen steady state ontstaat, waardoor over het kinetisch
gedrag in zee ook geen gegevens zijn te verkrijgen. Daarom werd gekozen voor de
continue cultuur als experimenteel systeem. Eppley e.a. (1973) trokken als
eersten de analogie tussen de steady state in de continu cultuur en een segment
van de open oceaan. In de continue cultuur worden de nutriénteninvoer en de



biomassa afvoer geregeld door mechanisch pompen en in de oceaan door nutri&nten

regeneratie, grazen en andere processen. De definitie van de steady state is

primair gebaseerd op de tijd- en ruimteschaal van de gekozen metingen (Goldman

e.a. 1981).

Van de mogelijke varianten voor de continu cultuur werd gekozen voor het

chemostaat principe (Tempest 1970) waarbij een van de nutri&nten de groei

beperkt. De affiniteit tot de nutriénten N en P is zeer hoog voor
micro—organismen en daarom is gekozen voor organische koolstof als de
groeibeperkende factor. In de continue cultuur wordt alleen het afbraakdeel van
de koolstofcyclus onderzocht. De beperkende factor, opgelost organisch koolstof
wordt in de vorm van in het milieu voorkomende, afbreekbare organische stoffen
toegevoerd. De feitelijke 'ingangsconcentraties' van deze stoffen in zee zijn
daarbij overigens niet bekend. Bekend zijn alleen de steady state concentraties.

De concentraties in het medium zijn gekozen naar aanleiding van deze steady

state concentraties. De stikstof- en fosfaatbronnen worden in overmaat

toegevoegd.

Om redenen van analytische gevoeligheid en tijdsduur van de experimenten zijn de

concentraties waarmee in de continue cultuur experimenten gewerkt werd verhoogd

ten opzichte van de milieuconcentraties. Figuur 3 toont dat bij het gebruik van
lagere ingangsconcentraties langduriger experimenten nodig zijn om een

duideli jke afbraak (> 50%) waar te nemen. Het verlagen van de ingangscon-

centratie met een factor 100 zou bijvoorbeeld een verlenging van de tijdsduur

met een factor 30 van de hier beschreven proeven betekenen. De proefduur van een

gemiddeld experiment met een verblijftijd van 20 uur zou toe moeten nemen van 3

weken tot bijna 2 jaar! Het versnellen van de experimenten door het verhogen van

de ingangsconcentraties wordt uiteindeli jk gelimiteerd door de toxiciteit van de
toetsverbinding en de mogelijkheden voor stofoverdracht (vooral van zuurstof) in
het testsysteem.

In de chemostaat ontstaat net als in zee een dynamisch evenwicht, in dit geval

tussen de aanvoer en de afbraak van organische stof. Door de verblijftijd van

micro-organismen en stoffen in de chemostaat te variéren wordt de contacttijd
micro—-organisme - stof gevariéerd en de verwachting is dat er bij langere
contacttijd een grotere kans op afbraak is. Voor verschillende teststoffen
zouden dan verschillen in de afbraakkurven gevonden kunnen worden, overeenkomend
met verschillen in de afbraaksnelheid. De afbraaksnelheid zou vergeleken kunnen
worden met de opnamesnelheid, een parameter waarvan gegevens bekend zijn over
metingen in het natuurlijke milieu.

Door het toevoegen van de groei beperkende factor - opgelost organisch koolstof

- in de vorm van een groot aantal verschillende suikers, aminozuren en andere

organische verbindingen worden twee zaken bevorderd:

1. het in stand houden van een gemengde populatie van micro-organismen (Yoon
1977, Higstrom 1984)

2. co—metabolische reacties (Horvath 1972, Hulbert 1977, Dalton 1982 - figuur
4). Door de aanwezigheid van andere koolstofbronnen naast de xenobiotische
stof kunnen allerlei enzymen geInduceerd worden en wordt de kans op afbraak
vergroot.

3 KEUZE VAN DE TOETSVERBINDINGEN

Als toetsverbindingen werden fenolverbindingen gekozen omdat deze stoffen
redeli jk goed te analyseren leken, een redeli jke afbreekbaarheid (en daarmee
proefduur) verwacht werd en ook nog een zekere milieurelevantie bezitten als
afbraakproducten van en/of productie—intermediairen voor pesticiden.

Om enig inzicht te verkrijgen in het effect van de substituent en de plaats van
de substituent werden de volgende fenolen onderzocht: alle mono-chloorfenolen,
mono-nitrofenolen, mono-methylfenolen (cresolen), alsmede fenol en
4-hydroxybenzoé&zuur.



4 METHODEN EN MATERIALEN ALGEMEEN

4.1 Voedingszoutenoplossing

Voor de chemostaatexperimenten werd het medium gebruikt zoals beschreven in
tabel 1. De voedingsoplossing heeft een zoutgehalte van 35 g kg = en een C-N-P
verhouding van 20-7-1. Het medium werd gesteriliseerd door filtratie door een
0.2 im cellulose nitraatfilter (Schleicher & Schiill MD 110/1). Ten behoeve van
de3chg?ostaatexperimenteg werd het medium aangezuurd door het toevoegen van 2.2
dm™ m © van een 1 kmol m ~ HCl oplossing om bacteriegroei in het verse medium te
voorkomen. In dit geval werd de carbonaat-waterstofcarbonaat buffer niet
toegevoegd.

In enkele van de batchexperimenten is met verhoogde concentraties organisch
koolstof gewerkt door de media B t/m F in veelvoud toe te passen.

Om de micro-organismengemeenschap die in de chemostaat ontstaat zo min mogeli jk
te verstoren/beInvlioeden moeten de extra concentraties van de toetsverbindingen
zo laag mogelijk zijn (en natuurlijk beneden de toxiche concentratie liggen). De
in de chemostaatexperimenten toegepaste ggncentraties staan in tabel 2. De
hoogst gebruikte concentratie was 10 g m ~ overeenkomend met circa 8 % extra
koolstof ten opzichte van de totale organische koolstof invoer.

De gebruikte chemicalien waren van zo hoog mogeli jke zuiverheid en afkomstig
van: Aldrich, Baker, BDH, Fluka, Merck en Oxoid.

4.2 Chemische analyses

4.2.1 Glucose analyse. (Appendix 1.1)

De analyse van glucose wordt gedaan met behulp van de GOD Perid testmethode
(Boehringer). Deze op enzymreacties gebaseerde analyse met colorimetrische
detectie is na gebruik als handmethode omgezet in een auto—analyzermethode.

4.2.2 Analyse van opgelost organisch koolstof (DOC). (Appendix 1.2)

De bepaling van opgelost organisch koolstof is met twee verschillende methoden

uitgevoerd.

1. Hoge temperatuurverbrandingsmethode met infrarood-detectie van het ontstane
kooldioxide met de Beckman TOC Analyzer (appendix 1.2.1)

2. Natte oxidatie onder invloed van UV licht en kaliumpersulfaat met
colorimetrische analyse van het kooldioxide dat ontstaat met een cartridge
van Technicon voor de auto-analyzer (appendix 1.2.2)

4.2.3 Fenol analyses. (Appendix 1.3)

De fenolen zijn wat betreft de analysemethode in 3 groepen te verdelen:
1. directe methode - 4-nitrofenol

2. AAP methode - fenol, chloorfenolen, ortho- en meta—-cresol en
4-hydroxybenzo&zuur
3. MBTH methode = cresolen, chloorfenolen, fenol en 2- en 3-nitrofenol.

4.2.3.1 Directe methode (appendix 1.3.1)

Met deze methode wordt gebruik gemaakt van de eigenschap dat de toetsverbinding
een sterke eigen kleur heeft in zuur/basisch/neutraal milieu. Van de gekozen
toetsverbindingen was deze methode alleen toepasbaar voor 4-nitrofenol dat in
neutraal/basisch milieu geel gekleurd is.



4.2.3.2 4-A(mino)-A(nti)P(yrine) (4-aminophenazon) methode (Appendix 1.3.2)

Deze methode wordt gebruikt voor de bepaling van totaal fenol gehalten (Standard
Methods 1971). Deze oxidatieve koppelingsreactie tussen de fenolverbinding en
het 4-aminoantipyrine middels roodbloedloogzout (K, Fe(CN),) is korte tijd als
handmethode toegepast. Daarna is een zelf ontwikkelde auto-analyzermethode
gebruikt.

4.2.3.3 3-M(ethyl)-2-B(enzo)T(hiazolinon)H(ydrazon) methode (Appendix 1.3.3)

Deze methode betreft een oxidatieve koppeling tussen MBTH en de fenolverbinding
met ceriumammoniumsulfaat als oxidator. Deze reactie bleek gevoeliger en voor
meer fenolverbindingen (vooral para-gesubstitueerde) geschikt. De analyses zijn
uitgevoerd met een MBTH-fenol cartridge (Technicon, uitvoering naar Gales 1975)
waarin nog een aantal punten zijn geoptimaliseerd.

4.3 Spectrum analyse

De afbraak van de toetsverbindingen is gevolgd aan de hand van de specifieke
analyses van de toetsverbindingen, dus alleen als primaire afbraak. De
toetsverbindingen vertonen een duidelijke absorptie, vooral in het UV gebied en
eerst bij afbraak (opensplitsing) van de ringstructuur zou deze verdwi jnen.
Daarom zijn regelmatig, al dan niet steekproefsgewijs, absorptiespectra
opgenomen van de chemostaatmonsters en afhankelijk van de proef en het
analyseresultaat van de monsters uit de batchproeven (appendix 1.5).
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5 BATCHONDERZOEK

5.1 Inleiding

Voor de experimenten in continu cultures konden worden uitgevoerd moesten een
aantal vooronderzoeken worden gedaan naar de groeibeperkende factor en de
toxiciteit. Het onderzoek naar de groeibeperkende factor had als doel na te gaan
of organisch koolstof in de vorm van de media B en C (tabel 1) in de gekozen
mediumsamenstelling (tabel 1) inderdaad de groeibeperkende factor vormde.
Daarbij is tevens gestreefd naar een optimalisering van de nutriéntenoplossing.
Het toxiciteitsonderzoek werd uitgevoerd om vast te stellen bij welke
concentraties van de toetsverbindingen effecten op de afbraak van aanwezige
koolstofbronnen en op de groei van de micro—organismen zouden optreden.

Naast deze beide onderzoeken, die als batchproeven zijn uitgevoerd, zijn ook
batch—afbraakproeven gedaan. Deze batch-afbraakproeven hadden als doel een
vergeli jking van de afbraakresultaten met die van de chemostaatexperimenten
mogelijk te maken.

5.2 Methoden batch onderzoek

5.2.1 Groeicondities en experimentele opzet.

De proeven werden uitgevoerd in 500 cm3 konische flessen met 200 cm3 medium en
geént met 2 cm” entmateriaal (natuurlijk zeewater). GeIncubeerd werd op een
schudmachine (Orbital_{ncubator, Gallenkamp) bij 22+2 °C in het donker bij een
schudsnelheid van 3 s .

De toxiciteitsproeven en de beperkende factorproeven duurden 4~5 dagen en werden
elke dag bemonsterd (10 cm™). De batch-afbraakprqeven duurden bijna 4 weken,
waarbij na vijf dagelijkse bemonsteringen (10 cm™) de monsterfrequentie
geleideli jk verlaagd werd tot €én keer per week. De groei werd na monstername
gevolgd door meting van de absorptie/trog?elbeid bij 410 en 480 nm. De monsters
werden eventueel na centrifugeren (100 s =, Labofuge III) ingevroren (-15 oC)
voor nadere analyses.

5.2.2 Beperkende factor proeven.

Deze proeven zijn uitgevoerd door ten opzichte van het normale medium (tabel 1)
steeds een van de nutri&nten in concentratie of in chemische vorm te laten
variéren. Experimenten zijn uitgevoerd met de macro-nutriénten C, N, P en S, de
micro-nutri&nten Fe en andere spoorelementen, vitaminen en groeifactoren. Het
effect op de groei werd beoordeeld. Om verschillen in de groei significant te
kunnen aantonen, werden deze batchexperimenten uitgevoerd met viervoudig
verhoogde concentraties van de media B tot en met F van de voedingsoplossing
(tabel 1). Op grond van deze experimenten is de uiteindeli jke samenstelling van
de voedingsoplossing vastgesteld (tabel 1).

5.2.3 Toxiciteitsproeven.

De toxiciteitsproeven zijn in twee fasen uitgeyoerd. Allereerst vond een ruwe
screening met concentraties van 1 - 1000 kg m ~ plaats en vervolgens in de
tweede fase een nauwkeuriger proef uitgevoerd bij concentraties die gekozen zijn
op grond van de screeningsresultaten. Op grond van de troebelheidsmetingen en de
afbraak van opgelost organisch koolstof (DOC) werden de EC (concentratie
waarbij 50 Z van een effect optreedt) en het NTEL ('no toxic effect level',
concentratie waarbij geen effect meer waarneembaar is) bepaald.

5.2.4 Batch-afbraakproeven.

De aerobe batch-afbraakproeven zijn uitgevoerd met de teststof als enige
koolstofbron of in de aanwezigheid van andere koolstofverbindingen, in de vorm
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van het koolstofmedium B en C. De concentratie van de toetsverbinding was in
deze proeven gelijk aan die in de chemostaatproeven (tabel 2). Beoordeeld werd
vooral de afbraak van de toetsverbinding.

5.3 Resultaten batch onderzoek

5.3.1 Beperkende factor proeven

In figuur 5 zijn de resultaten weergegeven van het onderzoek naar de macro-
nutriénten C, N en P als groeibeperkende factor. Deze resultaten zijn
weergegeven door de groei (gemeten via de troebelheid) als functie van de
concentratie van de macro-nutriént.

Uit figuur 5 kan afgeleid worden dat organisch koolstof de groei beperkende
factor vormde in het medium zoals beschreven in tabel 1. Bij proeven met een
verlaagd stikstofgehalte blijkt de stikstofbeperking op te treden bij
koolstofgehalten hoger dan 1.25 - 1.5 X de nominale concentratie.
Fosfaatbeperking speelt geen rol. Op basis van deze resultaten is voor de
chemostaatproeven gekozen voor een koolstof - stikstof - fosfor verhouding van
20 - 7 - 1. In tabel 3 zijn de resultaten samengevat van het onderzoek naar een
verdere optimalisering van de voedingsoplossing, welke niet leidde tot verdere
wijzigingen in de voedingsoplossing.

5.3.2 Toxiciteitsproeven

Als voorbeeld van de resultaten van een toxiciteitsproef met de
toetsverbindingen zijn weergegeven de effecten van de teststof 3-chloorfenol op
de groei (figuren 6A en 6B) van de micro-organismen van mariene herkomst en op
de afbraak van de organische verbindingen (figuur 6C).

Op grond van deze resultaten kunnen de effecten ten opzichte van het blanko
experiment uitgezet worden als functie van de logaritme van de concentratie.
Deze grafieken zijn gegeven in de figuren 7 en 8.

Hieruit kunnen dan de concentraties worden bepaald waarbij nog geen effect
optreedt (het No Toxic Effect Level — NTEL) of waarbij 50 % van een effect
(remming van groei of afbraak) optreedt (de 50% Effect Concentration - EC5 ).

In het algemeen geldt dat de EC5 en het NTEL bepaald voor de remming van ge DOC
afbraak lager zijn dan die voor ge remming van de groei. De afbraak van DOC is
dus gevoeliger voor de toetsverbinding dan de groei.

Hoewel met de beschreven testmethode slechts ruw de toxiciteit werd vastgesteld
kon een goede indruk worden verkregen over de toxiciteit van de
toetsverbindingen.

Om een hogere nauwkeurigheid te bereiken zouden deze toetsen herhaald moeten
worden met nog nauwkeuriger testranges. In tabel 4 zijn de resultaten verzameld.
Uit de vergelijking van de vastgestelde toxiciteit en de toegepaste concentratie
van de toetsverbinding (tabel 2) volgt dat naar alle waarschijnli jkheid geen van
de toetsverbindingen de micro—organismen in het chemostaattestsysteem nadelig
befnvloed zal hebben.

De toxiciteitsexXperimenten kunnen ook uitgelegd worden als kortdurende batch
afbraakproeven met verschillende concentraties aan toetsverbindingen.

In tabel 5 zijn de resultaten verzameld van de afbraak van de specifieke stof.
Gedurende de 4-daagse proef werd van fenol, glucose, 4-hydroxybenzo&zuur en de
methylfenolen volledige primaire afbraak geconstateerd.

5.3.3. Batch afbraakproeven

In de 4 weekse aerobe batchproeven bleken lang niet alle toetsverbindingen te
worden afgebroken (tabel 6). Fenol, glucose, 4-hydroxybenzo&zuur en de methyl-
fenolen werden binnen een tijdsduur van 1 tot 3 dagen volledig (primair)
afgebroken. De afbraak van 4-chloorfenol volgde na ongeveer een week, van
3-chloorfenol en 2-nitrofenol werd na 2 tot 3 weken afbraak waargenomen, maar
van 2-chloorfenol en 3= en 4-nitrofenol werden binnen de proefduur (25 dagen)
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geen afbraak waargenomen.

De aanwezigheid van extra koolstofverbindingen versnelde enigszins de afbraak
(initieel hogere biomassa en dus meer kans op 'afbrekers') maar had geen
wezenlijke invloed op het resultaat. Deze resultaten kwamen overeen met de
resultaten van de toxiciteitsexperimenten (tabel 5).

Alexander en Lustigman (1966) onderzochten de afbraak van gesubstitueerde
benzeenverbindingen, waaronder fenolen, in batchsytemen. Ook in hun onderzoek
met grondsuspensies als entmateriaal en de stoffen als enige koolstofbron nam de
persistentie toe bij de introductie van een chloor- of nitrogroep. De
nitrofenolen werden sneller afgebroken dan de chloorfenolen: binnen een termijn
van 64 dagen werd geen afbraak van 2- en 3-chloorfenol en 2-nitrofenol
waargenomen maar wel van 4-chloorfenol (16 dagen) en 3—- en 4-nitrofenol (4 resp.
16 dagen). Ook Haller (1978) constateerde een snellere afbraak van nitrofenolen
ten opzichte van chloorfenolen met afvalwater en grondsuspensies. Buikema e.a.
1979) vatten de relatieve afbreekbaarheid van fenolen met betrekking tot de
positie van de substituent samen tot: chloorfenolen 4 > 3, nitrofenolen 4 > 3 >=
2 en alkylfenolen 3 > 2 > 4.

Afgezien van 4-nitrofenol komen de resultaten uit dit onderzoek goed overeen met
het afbreekbaarheidsonderzoek met niet-mariene micro—-organismen.

Het niet constateren van de afbraak van 4-nitrofenol komt overeen met de
resultaten van Spain e.a. (1983,1984). Deze constateerden dat de afbraak van
b-nitrofenol vertraagd en volledig geremd werd bij toename van het zoutgehalte
van het testmedium. Street (1984) concludeerde dat tussen zoet—zout media geen
grote verschillen in afbraaksnelheid optraden. Wel was sprake van een
geleideli jke afname in het niveau van de afbraak bij toename van het
zoutgehalte. Het afbraakniveau in zeewater was in het algemeen 60-80 % van dat
in zoet water.

5.4 Conclusies batch experimenten

- Organisch koolstof vormt de groeibeperkende factor in de voedingsoplossing.

- Het_No Toxic Effect Level van de toetsverbindingen liep uiteen van 5 tot 50
g m ~, terwijl de cqncentratie waarbij 50 %Z van een effect optrad variéerde
van 30 tot 600 g m ~. In het algemeen was de DOC afbraak gevoeliger voor de
toetsverbindingen dan de groei.

De toxiciteit van de toetsverbindingen nam toe in de volgorde:

4-0H-benzo&zuur -  fenol - nitrofenolen
methylfenolen - 2- en 4-chloorfenol - 3-chloorfenol

- De afbreekbaarheid van de toetsverbindingen, gemeten als de tijdsduur tot
afbraak in batchproeven optrad, nam af in de volgorde:

(1 - 2 dagen) (3 - >25 dagen) (17 - >25 dagen)
fenol

glucose < chloorfenolen << nitrofenolen .
methylfenolen 4 <3<2 2<3<4

4—-0H-benzo&zuur

De aanwezigheid van extra koolstofverbindingen versnelde enigszins de afbraak
maar had geen wezenlijke invloed op het resultaat.
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6 CHEMOSTAAT ONDERZOEK

6.1 Inleiding

Het doel van de chemostaatexperimenten was om met behulp van het kinetisch
gedrag van de toetsverbindingen in de chemostaat het gedrag van de stoffen in
het aquatische mariene milieu te voorspellen. Daarom moesten van de
toetsverbindingen de parameters vastgelegd worden die het kinetisch gedrag
kunnen beschrijven. Hiertoe zijn met de toetsverbindingen experimenten
uitgevoerd waarbij de concentratie in de steady state werd bepaald als functie
van de verblijftijd ofwel groeismelheid van de micro-organismenpopulatie.
In figuur 3 is de ideale relatie (afgeleid uit vergelijking 5 van appendix 2)
gegeven van de concentratie van een verbinding als functie van de verblijftijd.
Hierin zijn twee fasen te onderscheiden:
I. de eerste fase waarin geen afbraak optreedt. Dit kan veroorzaakt worden
door:

1. kataboliet respressie; remming van de afbraak ten gevolge van de
aanwezigheid van bepaalde koolstofverbindingen die bij langere
verbli jftijden afwezig of in lagere concentraties aanwezig zijn,

2. selectie, de verwijdering van de populatie van 'afbrekers'; het is ook
mogelijk dat een eventuele afbraakcapaciteit als gevolg van de
aanwezigheid van zeer weinig 'afbrekers' niet tot expressie komt in een
meetbare afname van de concentratie van de toetsverbinding.

II. de fase waarin de enzymen, nodig voor afbraak, aanwezig zijn en de

kinetische parameters het verdere verloop van de afbraakkurve vastleggen.
Selectie is een van de mogelijkheden om de afwezigheid van afbraak te verklaren.
Duidelijk zal zijn dat vanaf het moment van bemonsteren van het entmateriaal
selectie wordt toegepast. Geen voedselarm oceaanwater wordt als ent toegepast
maar havenwater. Bemonstering van een beperkt volume verkleint de kans op
aanwezigheid van soorten die in zeer lage concentraties aanwezig zijn, maar
misschien juist 'afbrekers' zijn. In de batchfase kunnen de relatieve
verschillen afhankelijk van de groeisnelheid sterk toenemen, waarna in de
continue fase de selectiedruk opgelegd wordt door de benodigde groeisnelheid op
de aanwezige substraten. Als gevolg van de selectie die niet zozeer wordt
bepaald door de toetsverbinding (te lage concentraties) zal in het algemeen de
afbraak in het milieu met deze methode onderschat worden.

6.2 Methoden chemostaat onderzoek

6.2.1 Groeicondities en experimentele opzet

De opstelling die gebruikt is voor de continue cultuur proeven is weergegeven in
figuur 9. Voor de proeven werd gebruik gemaakt van apparatuur van Gallenkamp (G)
en Biolafitte (B). De experimenten werden uit§evoerd in een cylindrisch vat met
een maximaal volume van 1.2 (G) of 2.0 (B) dm™. Het Biolafitte vat was uitgerust
met twee keerschotten. Het roeren werd verzorgd door een mechanisch aangedreven
4-bladige turbineroerder (B) met een snelheid van 10 s of door een magnetisch
aangedreven roerblad in geval van de Gallenkamp opstelling. Beluchting vond
plaats door het invoeren van lucht onder het roerderblad met een flow van 30 dm
h 7) via een flowmeter (Brooks-Mite 2-2001-V, Brooks Sho-rate 150 R2-15A en
R2-15AA of GAP). Getracht werd de temperatuur door directe koeling op l6+1 °c.
te handhaven. Deze temperatuurgrenzen werden regelmatig overschreden, -
afhankelijk van het seizoen. De verschillende gasstromen (in- en uitvoer) werden
via membraanfilters (0.2 um) (Microflow, Schleicher & Schull FP025/3)
gesteriliseerd.

De voedingsoplossing werd toegevoerd via siliconenslang met behulp van een
peristaltische slangenpomp (Modular Fermentor Pump Gallenkamp, Minipuls II HP4
Gilson, Peristaltic Pump P3 Pharmacia, Ismatec Mini § 820) uitgerust met
polyvinylchloride pompslangen. Om adsorptie in/aan de slangen te voorkomen werd
in de betreffende experimenten gebruik gemaakt van een glazen toevoersysteem,

3
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dat voorzien werd van zo weinig mogelijk slangverbindingen en van een
polyvinylchloride pompslang ten behoeve van he§ gg?ruik van de slangenpomp.

De toevoersnelheden vari&erden van 6 — 1500 cm™ h ~. De toevoer plaats via twee
druppelbollen waar een kleine luchtstroom op stond om teruggroei in de slangen
te voorkomen. De overtollige (meer dan het ingestelde volume) cultuurvloeistof
werd via een zuigpijpje met dezelfde slangenpompen afgevoerd. Het werkvolume
werd afgankelijk van de proefopzet ingesteld op 600 (G), 750 (G), 1000 (B) of
1200 cm™ (B).

Af en toe was sprake van sterke schuimvorming gedurende de proeven. Deze is
bestreden met anti-schuimmiddelen. Poly Propyleen Glycol 2000 (Gallenkamp) bleek
de organisch koolstof analyses te befnvloeden en werd daarom vervangen door
siliconenolie (Merck).

Na &&n jaar experimenten werd besloten de voedingsoplossing aangezuurd toe te
voeren. Deze aanzuring was noodzakelijk om voortijdige groei en stofafbraak in
het medium te voorkomen. Daarom moest de pH geregeld gaan worden. De -3
neutralisatie werd uitgevoerd tot pH 8.1+0.1 met natriumcarbonaat (68.5 kg m
met een toevoersnelheid die 1 % van de mediumtoevoersnelheid zou moeten zijn),
zodat toch de juiste bufferwerking bereikt wordt.

Alle chemostaatproeven zijn in het donker uitgevoerd om de eventuele
beinvloeding door algengroei en fotodegradatie te voorkomen.

De bemonstering van de cultuurvloeistof werd afhankelijk van de ingestelde
verbli jftijd uitgevoerd met een frequentie van een keer per twee dagen tot drie
keer per dag.

Om te kunnen refereren aan de ingangsconcentraties van de toetsverbindingen en
organisch koolstof werden periodiek monsters genomen van het medium in het
voorraadvat en het medium bij het toevoerpunt in het vat. Op deze wijze kon
eventuele adsorptie van de toetsverbinding worden vastgesteld.

6.2.2 Proefuitvoering.

De chemostaatexperimenten werden als volgt opgestart. Na vulling van het
kweekvat werd ge&€nt met een vers genomen monster havenwater. Na het enten werd
de chemostaat als een batchcultuur behandeld. Eé&n tot twee dagen na het enten
bereikte de cultuur zijn maximale biomassa waarbij alle beschikbare en bruikbare
organische verbindingen waren verbruikt. Op dat moment werd begonnen met de
continue toevoer van het medium met de gewenste snelheid. Deze continue fase
werd minimaal 10 verblijftijden of 15 monsternames aangehouden, waarna weer een
batchfase werd aangehouden van ongeveer 1 week. Deze tweede batchfase is
ingevoerd om eventuele afbraak in deze tweede fase te kunnen constateren in
geval van het ontbreken van afbraak in de continue fase. De tweede batchfase is
op basis van de ervaringen ingevoerd en in 60 7 van de experimenten toegepast.

6.2.3 Metingen tijdens de chemostaatproeven

De temperatuur werd tijdens de bemonsteringen opgenomen door middel van de
thermometers aangebracht in de thermometerbuizen in de deksels. De toevoersnel-
heid van de lucht werd gemeten met flowmeters. Continu werden gemeten en
geregistreerd de concentratie opgeloste zuurstof dO, (LH Engineering, Western
Biological Equipment, Biolafitte) en de pH (Ingold, Pye Unicam). Tijdens de
proeven werd bij te grote pH afwijkingen van de chemostaatmetingen ten opzichte
van een controlemeting in een monster de pH-meting bijgesteld. Door het
toevoeren van de carbonaatoplossing vanuit een pipet of maatcylinder kon deze
hoeveelheid gekwantificeerd worden en afgezet worden tegen de theoretisch toe te
voeren hoeveelheid (1 % van de mediumflow).
Om de verblijftijf van de cultuurvloeistof in de chemostaat te kunnen berekenen
werd tijdens de bemonsteringen de toevoersnelheid van het medium gemeten met
behulp van een pipet opgenomen in de toevoerleiding tussen voorraadvat en pomp.
Aan de chemostaatmonsters werden de volgende metingen verricht:
a) biomassa, gebruik makend van de optische dichtheid (OD) bij 410 en 480 nm
(UPM fotometer, Vitatron)
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b) snelle glucose meting (Glucotest, Boehringer)

c) pH controle meting (Radiogeter PHM64). -1
Vervolgens werd 2 keer 10 cm™ van het monster gecentrifugeerd (100 s ~, Labofuge
III) in 2 voorgewogen centrifugebuizen en het supernatant afgegoten in
monsterflesjes ten behoeve van de analyses. De neergeslagen biomassa werd
vervolgens 2 keer gewassen met bidest en opnieuw gecentrifugeerd, waarna de
buizen gedroogd werden gedurende minimaal 24 uur bij 110 °C. Hierna werden de
buizen opnieuw gewogen en daarmee het drooggewicht aan biomassa bepaald.

Het systeem is wat betreft de microbi&le samenstelling van de populatie slecht
gedefiniéerd. Pogingen ondernomen om de micro—organismenpopulatie te
beschrijven, zijn om redenen van isolatie en identificatie mislukt en gestaakt.

6.3 Resultaten chemostaat onderzoek

In het volgende worden de resultaten van het chemostaatonderzoek besproken.

In een aantal figuren (10, 11, 21 en 22) is de gemeten parameter voor alle
experimenten tezamen uitgezet in een frequentieverdeling. In de andere figuren
(12 t/m 18 en 23 t/m 37) is de gemeten parameter voor alle chemostaatproeven
gegeven als functie van de verblijftijd. Om redenen van de presentatie van de
gegevens is hierbij op de X-as de logaritme van de verblijftijd uitgezet. Naast
het gemiddelde is steeds ook de standaardafwijking weergegeven.

6.3.1 Fysisch-chemische parameters

Figuur 10 geeft een frequentieverdeling van de temperaturen die gemiddeld
gedurende de chemostaatexperimenten gemeten zijn. Ondanks de redelijk goede
regeling van de temperatuur gedurende de experlmenten werd in zo'n 50 % van de
proeven toch een temperatuur hoger dan 17 °c ingesteld. Meer dan 95 7 van de
experimenten werden bij een temperatuur lager dan 18.5 °c uitgevoerd. De te hoge
temperaturen werden vooral veroorzaakt door hoge buitentemperaturen, zodat het
als koelwater gebruikte leidingwater ook een te hoge temperatuur had. In
vergeli jking met open Noordzeewater (4-15 C) blijft de temperatuur ingesteld
tijdens de experimenten (14-19 C) nog te hoog. Van een temperatuurshock van de
micro—-organismen in het entmateriaal hoeft echter geen sprake te zijn. Op grond
van temperatuur—aktiviteitsrelaties zou een versnelling van de afbraak in de
chemostaatproeven verwacht mogen worden.

De frequentieverdeling van de beluchting (luchttoevoersnelheid) tijdens de
proeven is gegeven in figuur 11). Mede uit de resultaten van de metingen van de
opgeloste zuurstof (figuur 12) kan geconcludeerd worden dat in vrijwel alle
experimenten de beluchting voldoende is geweest. Alleen bij experimenten met
korte verblijftijden, dus hoge groeisnelheden (< 1 uur) zou sprake geweest
kunnen zijn van onvoldoende beluchting en dus zuurstofloosheid. Gedurende deze
experimenten is echter nooit geconstateerd dat anaerobe afbraak (in de vorm van
sulfaatreductie) optrad. Niet geheel uitgesloten zijn eventuele
denitrificatieprocessen.

Ondanks de grote problemen met de zuurstofmetingen, die vooral duideli jk worden
uit de grote standaardafwijkingen bij de resultaten en het volledig ontbreken
van gegevens in sommige gevallen, is het hoge zuurstofverbruik bij de hoge
groeisnelheden (korte verblijftijden) goed te zien (figuur 13).

De pH kon met het gebruikte systeem (aangezuurd medium - natriumcarbonaat
neutralisatie) goed ingesteld worden (figuur 14). De pH schommelingen bleven in
het algemeen beperkt tot 7.8 - 8.3. De gemiddelde pH bedroeg 8.0. Slechts in een
beperkt aantal experimenten speelde verzuring gedurende de proef een zodanige
rol dat deze experimenten geen bruikbare informatie konden leveren. Bij te hoge
pH's (>8.3) ontstond soms een neerslag dat vooral de metingen van de biomassa
stoorde. De natriumcarbonaattoevoersnelheid voor de pH instelling was zodanig
berekend dat deze 1 % zou moeten zijn van de mediumtoevoersnelheid.

Uit de gegevens van de natriumcarbonaatneutralisatie (figuur 15) blijkt dat de
verhouding natriumcarbonaatflow — mediumflow vaak afweek van de verwachte
verhouding. Meestal werd te weinig natriumcarbonaat toegevoerd, maar desondanks
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werd de juiste pH instelling bereikt.

De metingen van de biomassa leverden resultaten met een grote spreiding op.
Vooral de meting van het drooggewicht (figuur 16) was niet nauwkeurig genoeg
uitvoerbaar vanwege de te kleine hoeveelheid cultuurvloeistof beschikbaar voor
deze meting in relatie tot de biomassa concentratie. De metingen van de
troebelheid door middel van absorptiemetingen bij 410 (figuur 17) en 480 nm
(figuur 18) zijn sterk gecorreleerd (figuur 19) en geven een beter beeld van de
biomassa betrokken bij de afbraakprocessen. De figuren 20a en 20b laten de
relatie zien tussen de drooggewicht resultaten en de troebelheidsmetingen. Voor
zover in de berekeningen de biomassa betrokken is zal deze gebaseerd zijn op de
metingen van de troebelheid bij 480 nm.

6.3.2 Opgelost organisch koolstof en glucose

De figuren 21 en 22 tonen de frequentieverdelingen van de gemiddeld gemeten
respectievelijk glucose en opgelost organisch koolstof concentratie in de
voedingsoplossing tijdens alle chemostaatexperimenten.

De glucose concentrggie in de ingaande voedingsoplossing lag in het,algemeen
tussen 40 en 54 g m ~. De gemiddelde concentratie bedroeg 47.0 g m ~. De
concentratie opgelogg organisch koolstof bevond zich in 90 %Z,van de experimenten
tussen 75 en 95 g m ~ ten opzichte van de berekegge 100 g m ~. De gemiddelde
concentratie over alle experimenten was 82.6 g m ~.

Figuur 23 geeft de resultaten van de metingen van de concentratie opgelost
organisch koolstof in de cultuurvloeistof als functie van de verblijftijd. Als
onderscheid gemaakt wordt in de resultaten met de beide analysemethoden (figuren
24a en 24b) is aantoonbaar dat de natte oxidatie methode (auto—analyzer) een
hogere nauwkeurigheid heeft en gevoeliger is. Terwijl bij,de droge oxidatie
methode het koolstofniveau niet verder daalge dan 10 g m ~ werden bij de natte
oxidatie methode niveaus gemeten tot 2 g m ~. Dit restant van organische
koolstof wijst erop dat de afbraak, of nooit volledig was (restanten van slecht
of niet afbreekbare verbindingen), of niet afbreekbare intermediairen_?pleverde.
Bij verbli jftijden korter dan 2.5 uur (groeisnelheden hoger dan 0.4 h ~) vond
een verminderde afbraak van de opgeloste organische verbindingen plgﬁts. Maar
ook bij zeer korte verblijftijden van 0.42 uur (groeisnelheid 2.3 h ~) vond nog
afbraak plaats, die mogelijk bevorderd werd door de hechting van
micro-organismen aan de wand van het cultuurvat. Deze gehechte organismen zouden
een veel lagere groeisnelheid kunnen hebben dan de via de mediumtoevoersnelheid
ingestelde groeisnelheid. Het beeld geschetst voor het gedrag van de opgeloste
organische verbindingen komt overeen met dat van glucose. In figuur 25 zijn
weergegeven de glucose concentraties gemeten in de cultuurvloeistof voor alle
experimenten. In figuur 26 zijn de glucosegegevens verzameld van de experimenten
waarbij geen toetsverbinding werd onderzocht en glucose als teststof beschouwd
werd. Er is geen verschil aantoonbaar tussen deze twee series van experimenten.
Het gedrag van de glucose afbraak en de populatie was in beide gevallen geli jk.

6.3.3 Toetsverbindingen

In de figuren 27 t/m 37 ig voor elke toetsverbinding de concentratie in de
cultuurvloeistof (in g m ~) weergegeven als functie van de verblijftijd (in
uren). Naast het gemiddelde is ook de standaardafwijking gegeven.

De basisverbinding fenol werd goed afgebroken en bij 1.5 uur verblijftijd vond
volledige afbraak nog plaats (figuur 27).

Voor 4-hydroxybenzo&zuur (figuur 28) konden de grenzen van volledige en totaal
geen afbraak goed vastgelegd worden. Bij een verblijftijd van 1.5 uur vond nog
een vrijwel volledige afbraak plaats, terwijl bij een verblijftijd van 1 uur
totaal geen afbraak meer kon worden vastgesteld. In de na-batchfase bleek dat de
inherente eigenschap om deze verbinding af te breken niet verloren was gegaan en
de afbrekers nog steeds aanwezig waren, maar de afbraak binnen de ingestelde
verblijftijd niet konden uitvoeren.

Ook de cresolen waren goed afbreekbaar. Van de drie isomeren was ortho-cresol
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het beste afbreekbaar (figuur 29). Zelfs bij verblijftijden van 0.75 uur was de
afbraak nog vrijwel volledig. Meta-cresol (figuur 30) en para-cresol (figuur 31)
bevonden zich op hetzelfde niveau als fenol en 4-hydroxybenzo&zuur. De eerste
proeven met para—cresol toonden door het ontbreken van een goede analyse-
methode (ook hoge concentraties in de blanko's) een te geringe afbreekbaarheid.
Door herhaling van enkele analyses met een verbeterde analysemethode en het
opnemen van de absorptiespectra kon vastgesteld worden dat ook deze verbinding
redeli jk goed afbreekbaar was.
2-chloorfenol vertoonde een redelijk sterke adsorptie aan de gebruikte slangen.
Daarom moest bij de experimenten met deze stof een glazen medium aanvoer-
systeem worden gebruikt. Bij een verblijftijd van 80 uur of langer vond
volledige afbraak plaats (figuur 32). Bij lange verbli jftijden (>= 40 uur)
vertoonde ook 3-chloorfenol enige adsorptie aan de slangen. Voor 3-chloorfenol
(figuur 33) is geconstateerd dat de afbraak vaak wel op gang kwam maar in de
loop van de tijd afnam zodat de proef beéindigd werd zonder 3-chloorfenol
afbraak. De vraag is of misschien een metaboliet ontstaat met vergeli jkbare
analytische eigenschappen of met een afbraak remmende werking ('dead end
metabolite'). De afbraak was bij verblijftijden korter dan 80 uur in ieder geval
niet volledig. 4-chloorfenol (figuur 34) vertoonde alleen bij 80 en 200 uur
verbli jftijd een lichte slangen—-adsorptie. Voor 4-chloorfenol werd een goede
afbraakkurve verkregen. Merkwaardig afwijkend zijn de experimenten met volledige
afbraak bij verblijftijden van 5 - 20 uur eruit. Deze resultaten zijn uit een
bepaalde tijdsfase van het onderzoek (maart—-juni 1980) en zouden mogelijk een
gevolg kunnen zijn van een seizoensselectie (temperatuur,
nutriéntenbeschikbaarheid). Door een veranderde samenstelling van de populatie
zou de afbraakcapaciteit befnvloed kunnen zijn. Hanstveit (1982a) constateerde
in batch—-onderzoek een seizoensvariatie in de afbraak van 4-chloorfenol in
Nederlands kustwater.
De slechte afbraak van 2- en 3-nitrofenol en de storing van de analyse van 2- en
3-nitrofenol door de fenolverbindingen in het micromedium C (tabel 1) maken
interpretatie van de afbraakresultaten moeili jk. Voor beide verbindingen geldt
dat de afbraak bij verblijftijden korter dan 40 uur niet optrad (figuren 35 en
36). Slechts in &é&n enkel geval kon met de gevolgde proefopzet afbraak van
4-nitrofenol worden waargenomen (figuur 37): na 120 dagen bij een verblijftijd
van 200 uur. Ten einde afbraak bij hogere groeisnelheden vast te kunnen stellen
werd dit experiment toen be&indigd en de cultuurvloeistof als entmateriaal voor
nieuwe experimenten gebruikt. Helaas kwam de afbraak niet opnieuw op gang en
ging de eigenschap tot 4-nitrofenol afbraak verloren. Herhaling van de proef bij
200 uwur leverde zelfs na 8 maanden geen afbraak van 4-nitrofenol op.
De belangri jke vraag is natuurli jk waarom in dat ene geval 4-nitrofenol werd
afgebroken. Nog niet onderzochte hypothesen zijn:
- pH-invloed en daarmee samenhangende membraantransportproblemen (zeewater:

4-nitrofenol 90 Z in ionvorm)
~ zuurstofloosheid (niet erg waarschi jnli jk)
— geen alternatieve koolstof- of energiebron meer aanwezig en voor handhaven

dus aangewezen op de afbraak van het 'niet zo aantrekkelijke' 4-nitrofenol
— het ontbreken van een noodzakelijk nutri&nt of juist het aanwezig zijn van een

remmende factor (ammonium in de voedingsoplossing).
Onderzoek van MI-TNO naar de afbraak van 4-nitrofenol in zeewater leverden in de
veldproeven ook geen afbraak op (Kuiper 1982) maar in de laboratorium-—
batchproeven werd in sommige gevallen wel afbraak waargenomen (Hanstveit 1982b).
Als meest waarschi jnli jke oorzaak voor het gedrag van 4-nitrofenol noemde
Hanstveit (1982b) diauxie of in de tot nu toe gebruikte termen: kataboliet
repressie. De afbraak van 4-nitrofenol treedt niet op zolang 'aantrekkeli jker'
alternatieve koolstofbronnen aanwezig zijn.

De afbraak van de toetsverbindingen werd beoordeeld naar aanleiding van de
specifieke analyse van deze verbindingen. De vraag is dus of geen slecht of niet
afbreekbare metabolieten zijn ontstaan. De getoetste fenolverbindingen hebben
een duidelijke UV-absorptie. Zou een geringe transformatie plaatsvinden waarbij
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het fenol intact blijft dan wordt nog steeds een aantoonbare UV-absorptie
verwacht. Voor zover mogelijk is de afbraak of juist het ontbreken van afbraak
gecontroleerd aan de hand van de absorptiespectra van de monsters. In de meeste
gevallen kwamen de resultaten van de spectra en de analyses goed overeen.
Aangezien in die gevallen waar de afbraak volledig was de absorptiespectra geen
aanwi jzingen meer gaven voor een fenolverbinding, kan worden aangenomen dat in
ieder geval ringopening was opgetreden. Alleen bij 4-chloorfenol zijn

aanwi jzingen gevonden voor een metaboliet. Tijdens de afbraak van 4-chloorfenol
ontstond soms een geel gekleurde verbinding die een metaboliet kunnen zijn,
volgende op een meta-splitsing van de benzeenring. Ook in de literatuur (Janke
en Fritsche 1979) is dit beschreven en werd de metaboliet geldentificeerd als
2-hydroxy,5-chloormuconzuur—-semialdehyde.

Voor en na de continue fase is sprake van een batchfase gedurende welke in een
aantal gevallen de stofafbraak ook gevolgd is. In de voorfase die &&n tot enkele
dagen duurde, trad altijd afbraak van glucose op en meestal van fenol,
4-hydroxybenzo&zuur en de cresolen. Van 4- en 3-nitrofenol is nooit afbraak
waargenomen in deze fase en van de andere toetsverbindingen soms volledige of
gedeelteli jke afbraak.

In de batchfase na de continue fase die varigerde van enkele dagen tot twee
weken werd voor glucose, fenol, 4-hydroxybenzo&zuur en de cresolen altijd
volledige afbraak waargenomen en van 2- en 4-chloorfenol en 2-nitrofenol
meestal. Zelden was sprake van 3-chloorfenol afbraak en nooit van de afbraak van
3~ en 4-nitrofenol. Deze resultaten sluiten aan bij de waarnemingen van het
afzonderli jke batch—afbraak onderzoek.
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7 INTERPRETATIE VAN DE AFBRAAKRESULTATEN VAN DE TOETSVERBINDINGEN

7.1 Kinetische beschrijving van de afbraakprocessen in de chemostaat

De resultaten van de chemostaatexperimenten leveren de relatie tussen de
concentratie van de toetsverbinding en de verblijftijd. Om de afbraak in het
milieu te kunnen voorspellen moeten de kinetische parameters bepaald die het
gedrag in de chemostaat beschrijven. Dit kan met behulp van de relaties die in
appendix 2 (Kinetische beschrijving van de chemostaat) gegeven zi jn.

Het eerste proces dat beschouwd kan worden is de afbraak van de groeibeperkende
factor opgelost organisch koolstof, waarop de vergelijkingen uit appendix 2 van
toepassing moeten zijn. Hierbij wordt dan aangenomen dat ondanks de
samenstelling uit vele (>20) koolstofverbindingen het geheel zich toch als een
substraat laat beschrijven en dat de gemengde micro—-organismenpopulatie zich als
een organismenpopulatie gedraagt.

De figuren 16-18 laten zien dat de biomassa als functie van de verblijftijd een
optimum had. Bij korte verblijftijden (= hoge groeisnelheden) werd een deel van
de organische koolstof niet afgebroken en vond dus geen opbouw van biomassa (=
groei) plaats, maar de groeiopbrengst was constant. Bij lange verblijftijden (=
lage groeisnelheden) werd een relatief groot deel van de afgebroken organische
koolstof omgezet in energie ten behoeve van de onderhoudsprocessen zodat minder
beschikbaar was voor groei. Dit betekent dat de groeiopbrengst in de steady
state bij langere verblijftijden sterk afnam. Er was dus sprake van van
substraatverbruik voor onderhoud.

Met behulp van de schattingsmethoden beschreven in appendix 3 zijn parameter-
schattingen gemaakt voor de afbraak van/groei op opgelost organisch koolstof.
Figuur 23 toont dat ondanks lange verblijftijden niet alle opgelost organisch
koolstof (DOC) werd afgebroken. Er werd een basisniveau bereikt van 5-10 g m
organische koolstofconcentratie, die mogeli jk bestond uit persistente stoffen
uit de voedingsoplossing, slecht of niet afbreekbare intermediairen of gevormde
humusachtige stoffen.

Deze basis koolstof maakt toepassing van een lineaire regressie extra
gecompliceerd, zo niet onmogelijk. Voor de afbraak van organisch koolstof zijn
via curve—fitting of lineaire regressie (appendix 3).de volgende waarden geschat
voor de parameters:_?aximale groeisnelheid u % 5 h °, Monod- of affinifeigf-
constante K 75 g m 7, maximale specifieke aPB¥aaksnelheid qs 3geg h—l’ -1
echte groeigpbrengst Y 1.15 g g en het onderhoudsverbruik @ 0.006 g g h
(figuren 38a, 38b en 39§. 33

Uitgaande van een hoeveelheid persistente basiskoolstof (10 g m ~) kunnen op
basis van de bovenstaande geschatte parameters en het beschreven model (appendix
2) de afbraak (figuur 39) en de groei (figuren 40a-c) beschreven worden. De
beschrijving van de afbraak voldoet uitstekend. De spreiding in de resultaten
van de groeiparameters is zodanig dat beoordeling van het model hiervoor erg
moeilijk is, maar ook in dit geval 1ijkt het opgestelde model een goede
beschrijving te geven. Dit bevestigt dat de aanname gerechtvaardigd is alle
koolstofverbindingen tezamen als een substraat en alle micro—organismen-
populaties als &&n populatie te beschouwen.

3

Het probleem bij de kinetische beschrijving van de afbraak van de individuele
verbindingen (toetsverbindingen, maar ook de referentieverbinding glucose) vormt
de biomassa.Uit de resultaten van de experimenten valt niet op te maken welk
deel van de biomassa betrokken was bij de afbraak (dus onbekende groeiopbrengst)
en hoe. Het hoe valt uiteen in co—-metabolische en metabolische betrokkenheid.

In geval van metabolisme heeft het betrokken organisme profijt van de afbraak,
in geval van co—metabolisme niet. Dit laatste sluit niet uit dat andere
organismen of in een latere fase hetzelfde organisme profijt halen uit de
afbraak van het (de) intermediair(en) die ontstaat(n). In het volgende zullen
naast elkaar de kinetische parameters benaderd worden uitgaande achtereenvolgens
metabolisme en co-metabolisme.
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Bij het uitwerken van het metabolisme concept wordt aangenomen dat de toets-—
verbinding een constante groeiopbrengst heeft en dus niet bijdraagt aan het
onderhoudsverbruik waarin wordt voorzien door de basiskoolstofbronnen.

De maximale groeisnelheid u en de affiniteitsconstante K_ zijn benaderd met
behulp van de curve-fit nethade (appendix 3) en voor de toegsverbindingen
verzameld in tabel 7.

Als voorbeeld is de 'curve—-fitting' voor fenol gefllusteerd in de figuren 4la-d.
De eerste stap was voor alle toetsverbindingen geli jk en werd gerekend met een
in eeglmeetkundige reeks oplopende maximale groeisnelheid (M ) van 0.002 —>
2.0 h © in 10 stappen. De affiniteitsconstante (K ) werd gekozen als ongeveer 50
% van de ingangsconcentratie van de stof en gevari&erd met een factor 0.1, 1 en
10. Figuur 4la toont het rooster van 1lijnen dat na berekening via vergelijking 5
voor het verband tussen concentratie (s) en verblijftijd (T) volgt. Op grond van
deze fitmethode kunnen een groot aantaly - K combinaties verworpen worden
en met behulp van enkele geselecteerde combinatids de fit opnieuw worden
uitgevoerd (figuren 41b en 4lc) tot de beste fit (figuur 41d) verkregen is. Uit
de figuren 41la - 41d blijkt dat de verkregen parameter—~ schattingen redeli jk
betrouwbaar zijn en de orde grootte goed weergeven.

Vanwege de onbekende groeiopbrengst kan de specifieke afbraaksnelheid qs niet
berekend worden uit de afbraaksnelheid q en de onbekende biomassa en daarom kan

de maximale specifieke afbraaksnelheid gqs niet bepaald worden. Op basis van
L a1 max .

vergeli jking 8a zou gqs benaderd kunnen worden als u / Y, maar ook dat is
s . ma X max

onmogeli jk vanwege de onbekende groeiopbrengst Y.

Een schatting voor gs kan verkregen worden door aan te nemen dat de

groeiopbrengst op de %%étsverbinding op koolstofbasis gelijk is aan die van de
echte groeiopbrengst op opgelost organisch koolstof Y . De geschatte
groeiopbrengsten Y op substraatbasis staan in tabel 78tezamen met de geschatte
maximale specifieke afbraaksnelheid gs

Shamat en Maier (1980) bepaalden met micto—organismen opgehoopt uit slib van een
rioolwater zuiveringsinstallatie de kinetische parameters voor de afbraak van
gechloreerde verbindingen. Met behulp van Monod- en chemostaatkinetiek kon de
groei van de mengcultures van micro-organismen op de toetsverbindingen als enige
koolstofbron goed beschreven worden. Batch— naast chemostaatonderzoek leverde
eensluidende resultaten op. Voor de onderzochte mog?chloorbenzoézuren variéerde
de maximale groeisnelheid (u ) van 0.025- 0.05 h en de affiniteitsconstante
(K)van 1.0 - 2.4 g m ~. DeZe waarden liggen dus in dezelfde orde grootte als
dié bepaald voor de chloorfenolen in dit onderzoek. De groeiopbrengst berekend
volgens de bovenbeschreven methode (0.6 g_§ ) ligt echter beduidend hoger dan
de vastgestelde waarden van 0.14-0.25 g g .

In het geval van co—metabolisme laat de betrokken biomassa zich op geen enkele
wijze kwantificeren. Het aantal bij de afbraak betrokken micro—organismen kan
variéren van enkele tot allemaal. Als ondanks het co-metabolisme de populatie
reageert op concentratieveranderingen van de toetsverbinding met veranderingen
in de afbraakcapaciteit door veranderingen in de benodigde enzym—eenheden kan
via een pseudo—groeiopbrengst dezelfde vergelijking (14) afgeleid worden als
voor metabolisme.

De vergeli jkingen afgeleid in appendix 2 zijn in feite niet geldig voor
co—metabolische afbraak omdat geen groei optreedt op het af te breken substraat.
Baner jee e.a. (1984) gebruikten desondanks deze beschrijving onder de aanname
dat de groeisnelheid en de groeiopbrengst nul naderden, maar niet nul waren.

De resultaten van het kinetisch afbreekbaarheidsonderzoek van Baner jee e.a.
(1984) lieten zich ook in matuurlijke milieus goed beschrijven door de voor
metabolisme afgeleide vergelijkingen. Paris e.a. (1981),Larson en Payne (1981)
en Payne (1983) besteden in hun afbreekbaarheidsonderzoek in natuurli jke milieus
geen aandacht aan het onderscheid metabolisme/co-metabolisme en gebruikten voor
de beschrijving van de resultaten met succes de vergelijkingen voor metabolisme.
Voor de biomassa werd in al deze gevallen de totaal aanwezige biomassa genomen.
Daarom is voor het berekenen van de specifieke afbraaksnelheid in de beschreven
experimenten de totale biomassa genomen die gebaseerd is op de
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troebelheidsmetingen bij 480 nm. Ten gevolge van het co-metabolisme veranderen
M % en K niet, maar wel kan nu volgens de 'curve fit' methode beschreven in
appendix 3 een maximale specifieke afbraaksnelheid qs geschat worden voor de
toetsverbindingen (tabel 7). Als voorbeeld is in de f?%ﬁren 42a - 42d de ‘curve
fitting' procedure aangegeven voor 4—chloorfenol.

Als sprake is van echt co-metabolisme en dus een vaste afbraakcapaciteit
betekent het dat per biomassa-eenheid een maximale afbraaksnelheid gegeven is.
Wordt teveel stof aangevoerd dan zal geen volledige afbraak meer plaatsvinden,
maar als de capaciteit nog niet volledig benut was dan zal de extra toevoer
direct worden afgebroken. De afbraakcapaciteit wordt gegeven door:

s S D . Yg
q = 985, + Xt - s + K T Spax s + X : 2 .Y +D : (sdoc,in N Sdoc)'
s s e’ ’'g

De concentratie in de steady state volgt uit:
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Dit betekent dat bij het toenemen van de doorstroomsnelheid D tengevolge van een
optimum in de biomassa ook een optimum in de afbraak ontstaat en bij zeer lange
verbli jftijden afbraak in de chemostaat niet langer volledig optreedt. Mogeli jk
kunnen de experimenten met 2- en 3-chloorfenol hiervan een voorbeeld zijn
(figuren 32 en 33). Meer zekerheid hierover volgt pas uit herhaling van dit deel
van de experimenten.

Uit deze benadering volgt dat in geval van co-metabolisme de steady state
concentratie afhankelijk is van de biomassa en de ingangsconcentratie. Het
onderscheid metabolisme/co-metabolisme kan gemaakt worden door experimenten uit
te voeren bij (duidelijk) verschillende concentraties van de toetsverbindingen
of door vari€ren van de biomassa. In geval van metabolisme heeft het geen effect
op de steady state concentratie (figuur 43a), maar in het geval van
co-metabolisme zal de steady state concentratie veranderen (figuur 43b).

Op grond van de beschikbare gegevens:

— groei op de toetsverbinding in het toxiciteitsonderzoek

- qs — s gegevens met de fit-kurve in geval van metabolisme en

— zeer variabele en niet altijd reproduceerbare experimentele s-T gegevens kan
voorzichtig worden aangenomen dat de monochloor- en mononitroverbindingen
volgens (eerste) co-metabolische stappen werden afgebroken, terwijl de andere
toetsverbindingen werden gemetaboliseerd. Dit zal nog bevestigd moeten worden
door het onderzoek met het vari&ren van de ingangsconcentratie of de biomassa.
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7.2 Voorspelling van de afbraak in het aquatische mariene milieu

Aannemend dat de zee ook als chemostaat beschouwd mag worden en dat de voor het
modelsysteem afgeleide parameters ook hier geldig zijn, kan in z'n algemeenheid
de afbraaksnelheid in zee berekend worden als:

s
_ - zee
Qpee =~ 15z¢e ° Xzee Bpax ° ¢ Xzee (12)
s + K
zee s

De tijd die benodigd is voor afbraak (turnovertijd Tt) volgt hieruit:

Sin zee Szee Sin zee  Szee Szee + Ks
Tt = = . 2 . (13)

q qs « X s
zee max zee zee

Net zoals bij de bepaling van de kinetische parameters in de chemostaat moet
voor de berekening van de afbraaksnelheid in zee een onderscheid worden gemaakt
tussen metabolisme en co-metabolisme.

In geval van metabolisme geldt voor de turnovertijd Tt dat de betrokken biomassa

in zee: Xzee = Y'(Sin,zee - Szee)’ waarmee vergelijking 13 vereenvoudigt tot:
(szee + Ks) Ks
Tt = ———————— (14), als K >> s : Tt = (l4a).
s zee
. s M . S
Ymax zee -3 3 max zee

[gm”] (mgm ]

De relatie tussen de turnovertijd Tt in zee en de concentratie in zee (Szee)
wordt volgens vergelijking l4a vastgelegd door een hyperbole relatie:

Tt . S0 = KS /umax (15).
Uit vergelijking 15 blijkt dat naarmate de gewenste concentratie in zee (s
lager moet zijn een langere turnovertijd nodig is. De turnovertijden van 4&c®
toetsverbindingen zijn afhankelijk van de verhouding van de kinetische
parameters K en U en de concentratie in zee, welke bepaald wordt door de
toxiciteit. De verg?ﬁding moet geen toxisch effect veroorzaken en de toxiciteit
bepaald dus de hoogst toelaatbare 'veilige' concentratie.

Door zowel de turnovertijd Tt als de concentratie in zee s logaritmisch uit
te zetten wordt de hyperbole relatie van vergeli jking 15 wég%gegeven door een
rechte lijn. In figuur 44 is dit verband uitgezet voor alle toetsverbindingen.
Een relatieve schatting voor de afbreekbaarheid van de toetsverbindingen kan
verkregen worden door de turnovertijd voor een bepaalde concentratie s te
berekenen. Deze turnovertijden zijn berekend voor een concentratie in Zee = 1 ng
m ~ en gegeven in tabel 7 en in figuur 44 uitgezet op een tijdsschaal. Tabel en
figuur laten op relatieve schaal zien dat fenol, 4-hydroxybenzo&zuur en de
cresolen goed afbreekbaar zijn, hoewel sprake is van turnovertijden van
honderden tot duizenden uren. Het substitueren van fenol met een chloor- of
nitrogroep vertraagt de afbraak waarvan de nitrogroep de afbraak het meest
vertraagt. De invloed van de positie van de substituent aan de fenolring heeft
minder invloed dan de substituent zelf. Bij de chloor—- en nitro- fenolen neemt
de afbraak af in de volgorde: 2-3-4 en bij de methylfenolen is de meta-
gesubstitueerde trager.

Aangezien de persistentie en de toxiciteit van de toetsverbindingen toenemen in
dezelfde volgorde: methylfenolen, chloorfenolen, nitrofenolen, zullen de
verhoudingen in de turnovertijden berekend voor de maximaal toelaatbare
milieuconcentratie groter zijn dan die in geval een geli jke concentratie wordt
toegestaan.
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