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DEEL C: METHODEN VOOR DE BEPALING VAN DE ECOTOXICITEIT

ACUTE TOXICITEIT VOOR VISSEN
METHODE

INLEIDING

Het doel van deze test is het bepalen van de acute letale toxiciteit van een stof voor vissen in zoet water. Met het
oog op de keuze van de testmethode (statisch, semi-statisch of doorstroming) die het meest geschikt is om
concentraties van de teststof gedurende de testperiode voldoende constant te houden, is het wenselijk om, voor
zover mogelijk, te beschikken over gegevens over de oplosbaarheid in water, dampspanning, chemische
stabiliteit, dissociatieconstanten en biologische afbreekbaarheid van de teststof.

Zowel bij de voorbereiding van de test als bij de interpretatie van de resultaten moet rekening worden gehouden
met aanvullende gegevens (bijvoorbeeld scructuurformule, zuiverheidsgraad, aard en percentage van van belang
zijnde verontreinigingen, aanwezigheid en hoeveelheden van additieven en de n-octanol/water-verdelingscoéffi-
ciént).

DEFINITIES EN EENHEDEN

Acute toxiciteit is het waarneembare schadelijke effect dat in een organisme wordt teweeggebracht binnen een
korte tijd (dagen) van blootstelling aan een stof. In deze test wordt de acute toxiciteit uitgedrukt als de mediaan
Jetale concentratie (L.Csp), dat wil zeggen de concentratie in water waardoor 50 % van een groep vissen in de
proef wordt gedood binnen een continue blootstellingsperiode, die moet worden vermeld.

Alle concentraties van de teststof worden opgegeven in gewicht per volume (mg/1). Ze kunnen ook worden
uitgedrukt als gewicht per gewicht (mg/kg~1).
REFERENTIESTOFFEN

Een referentiestof kan worden getest om aan te tonen dat de respons van geteste diersoorten onder
laboratoriumomstandigheden niet in belangrijke mate is veranderd.

Voor deze test worden geen referentiestoffen gespecificeerd.

PRINCIPE VAN DE TESTMETHODE

Er kan een limiettest met 100 mg per liter worden uitgevoerd, om aan te tonen dat de LCyq groter is dan deze
concentratie.

De vissen worden gedurende 96 uur blootgesteld aan de teststof die in een reeks concentraties aan het water is

toegevoegd. De sterfte wordt ten minste elke 24 uur genoteerd en de concentraties waarbij 50 % van de vissen
sterft (LCgp) wordt indien mogelijk berekend voor elke waarnemingstijd.

KWALITEITSCRITERIA
De kwaliteitscriteria zijn zowel op de limiettest als op de volledige test van toepassing.

De sterfte in de controlegroepen mag aan het einde van de test niet hoger zijn dan 10 % {of één vis indien
minder dan tien worden gebruikt).

Het zuurstofgehalte moet gedurende de gehele test meer dan 60 % van de verzadigingswaarde voor lucht zijn
geweest.
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De concentraties van de geteste stof dienen gedurende de gehele test binnen 80 % van de oorspronkelijke
concentraties gehouden te worden.

Bij stoffen die gemakkelijk oplossen in het testmedium en stabiele oplossingen geven en bijvoorbeeld niet in
belangrijke mate vervluchtigen of worden afgebroken, gehydrolyseerd of geadsorbeerd, mag de beginconcentra-
tie als gelijk aan de nominale concentraties beschouwd worden. Evenwel dient aangetoond te worden dat de
concentratie gedurende de gehele test gehandhaafd werden en dat aan de kwaliteitscriteria is voldaan,
Voor stoffen die:
(i)  moeilijk oplosbaar zijn in het testmedium

of
(ii)  in staat zijn stabiele emulsies of dispersies te vormen

of
(iii) niet stabiel zijn in waterige oplossingen,

dient de bij het begin van de proef in de oplossing (of, indien dit technisch onmogelijk is, in de waterkolom)
gemeten concentratie als de beginconcentratie te worden beschouwd. De concentratie moet na een equilibratie-
periode maar voordat de proefvissen worden ingebracht, worden bepaald.

In al deze gevallen dienen gedurende de test verdere metingen te worden uitgevoerd om de acruele
blootstellingsconcentraties te bevestigen of om te bevestigen dat aan de kwaliteitscriteria is voldaan.

De pH mag niet meer dan 1 eenheid variéren.

BESCHRIJVING VAN DE TESTMETHODE
Er kunnen drie verschillende procedures worden toegepast:

Statische test:

Toxiciteitstest waarbij de te onderzoeken oplossing niet stroomt. (Oplossingen blijven ongewijzigd gedurende
A \
ae test.;

Semi-statische test:

Test waarbij de oplossing niet stroomt, maar de testoplossing periodiek per bak wordt ververst na een langere
periode (bijvoorbeeld 24 uur).

Doorstroomtest:

Toxiciteitstest waarin het water voortdurend wordt ververst in de testbakken waarbij de te onderzoeken stof
wordt meegevoerd met het water ten einde het testmedium te verversen.

Reagentia
Oplossingen van de teststoffen

Stamoplossingen van de gewenste sterkte worden bereid door de stof op te lossen in gedeioniseerd water of
water volgens 1.6.1.2. )

De gekozen testconcentraties worden bereid door verdunning van de stamoplossing. Indien hoge concentraties
worden getest, kan de te onderzoeken stof rechtstreeks worden opgelost in het verdunningswater.

De stoffen moeten normaal gezien slechts worden getest tot aan de oplosbaarheidsgrens. Bij sommige stoffen
(bijvoorbeeld stoffen met lage oplosbaarheid in water of een hoge P, of stoffen die een stabiele dispersie
vormen in plaats van een echte oplossing in water) is het aanvaardbaar een testconcentratie te onderzoeken
boven de oplosbaarheidslimier van de stof, om te verzekeren dat de maximaal oplosbare/stabiele concentratie
werd bereikt. Het is echter belangrijk dar deze concentratie niet op andere wijze het testsysteem verstoort
(bijvoorbeeld een vlies van de stof op het water waardoor de zuurstofvoorziening van het water verhinderd
wordt).

Ultrasone dispersie, organische oplosmiddelen, emulgatoren of dispergeermiddelen kunnen worden gebruikr als
hulpmiddel bij het bereiden van stamoplossingen van stoffen met een lage oplosbaarheid in water, of bij het
dispergeren van deze stoffen in het testmedium. Indien dergelijke hulpstoffen worden gebruikt, moeten alle
testconcentraties dezelfde hoeveelheid hulpstof bevatten en moeten extra controlevissen worden blootgesteld
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aan dezelfde concentratie van de hulpstof als die welke is gebruikt in de testreeks. De concentratie van
dergelijke hulpstoffen dient zo laag mogelijk gehouden te worden en mag in géén geval groter zijn dan 100 mg
per liter testmedium.

De test dient te worden uitgevoerd zonder correctie van de pH. Indien er aanwijzingen zijn voor een duidelijke
verandering van de pH, wordt geadviseerd om de test te herhalen met gecorrigeerde pH en de resultaten te
vermelden. In dat geval dient de pH-waarde van de stamoplossing te worden aangepast aan de pH-waarde van
het verdunningswater, tenzij er speciale redenen zijn om dit niet te doen. Voor dit doel verdienen HCl en
NaOH de voorkeur. Deze pH-correctie dient zodanig te geschieden dat de concentratie van de teststof in de
stamoplossing niet in belangrijke mate wordt gewijzigd. Indien ten gevolge van de correctie een chemische
reactie of fysische neerslagvorming van de teststof mocht optreden, dan dient dit te worden vermeld in het

rapport.
Voorraad en verdunningswater

Leidingwater (waarin geen chloor, zware metalen of andere stoffen in mogelijk schadelijke concentraties mogen
voorkomen), goede kwaliteit natuurlijk water of synthetisch water (zie aanhangsel 1) kunnen worden gebruikt.
Water met een totale hardheid van 10 tot 250 mg per liter (als CaCO;) en met een pH van 6,0 tot 8,5 verdient
de voorkeur.

Apparatuur

Alle apparatuur dient te zijn vervaardigd van chemisch inert materiaal.
— Automatisch verdunningssysteem (voor doorstroomtest).

— Zuurstofmeter.

— Apparatuur voor de bepaling van de hardheid van water.

— Apparatuur voor de temperatuurbeheersing.

— pH-meter.

Testvissen
De vissen dienen gezond te zijn en vrij van elke waarneembare misvorming.

Het verdient aanbeveling de te gebruiken soorten te selecteren op basis van relevante prakrische overwegingen,
zoals goede beschikbaarheid gedurende het gehele jaar, goede houdbaarheid, geschiktheid voor testdoeleinden,
relatieve gevoeligheid voor chemische stoffen, alsmede alle economische, biologische of ecologische factoren die
van belang zijn. Tevens dient bij de keuze van de vissoort rekening gehouden te worden met de behoefte aan
vergelijkbaarheid van de verkregen gegevens en mert de bestaande internationale harmonisering (referentie 1).

Een lijst met voor de uitvoering van de onderhavige test aanbevolen vissoorten staat vermeld in aanhangsel 2;
de zebravis en de regenboogforel hebben de voorkeur.

Het houden van voorraad

Testvissen dienen bij voorkeur afkomstig te zijn van één partij, met ongeveer dezelfde lengte en leeftijd. De
vissen moeten ten minste 12 dagen onder de volgende omstandigheden worden bewaard:

Hoeveelbeid vis per liter:

aangepast aan het systeem (recirculatie of doorstroming) en de vissoort,

Water:
zie 1.6.1.2,
Licht:

per dag een belichtingsperiode van 12 a 16 uur,



1.6.3.2.
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Zuurstofgehalte:

ten minste 80 % van de verzadigingswaarde voor lucht,

Voeren:

drie keer per week of dagelijks; dit wordt 24 uur voor het begin van de test stopgezet.

Sterfte

Na een gewenningsperiode van 48 uur wordr de sterfte geregistreerd, waarbij de volgende criteria worden
gehanteerd:

—  in 7 dagen meer dan 10 % van de populatie:
de gehele partij wordt afgekeurd;

— 5 tot 10 % van de populatie: .
de periode van het in voorraad houden wordt met nog 7 dagen verlengd. Indien geen nieuwe sterfgevallen
optreden, wordt de partij goedgekeurd. Anders dient deze te worden afgekeurd;

—  minder dan § % van de populatie:
de partij wordt goedgekeurd.

Aanpassing

Alle vissen moeten gedurende ten minste 7 dagen voor het gebruik worden blootgesteld aan water van de
kwaliteit en de temperatuur zoals dat in de test zal worden gebruikt.

Testprocedure

Een definitieve test kan worden voorafgegaan door ecen test om het meetgebied vast te stellen. Deze verschaft
gegevens over de voor de eigenlijke test te gebruiken reeks concentraties.

Naast de testreeks wordt een controlegroep zonder de teststof uitgevoerd en, indien van toepassing, ook een
controlegroep met de hulpstof.

Afhankelijk van de fysische en chemische eigenschappen van de teststof kan gekozen worden voor een statische,
semi-statische of doorstroomtest om aan de kwaliteitscriteria te voldoen.

Vissen worden als volgt aan de stof blootgesteld:

— Tijdsduur: 96 uur,

— Aantal dieren: ten minste 7 per concentratie,

— Bakken: van een capaciteit die in overeenstemming is met de aanbevolen hoeveelheid vis per liter,

— Hoeveelheid vis per liter: een maximale bezettingsgraad van 1,0 g per liter voor statische en semi-statische
tests wordt aanbevolen; voor doorstroomsystemen kan een grotere hoeveelheid vis per liter aanvaardbaar
zijn,

— Testconcentratie: ten minste vijf concentraties die verschillen met een constante welke niet groter is dan 2,2
en die zo mogelijk het gebied met een sterfte van 0 % tot 100 % bestrijken,

— Water: zie 1.6.1.2,
— Licht: dagelijks een belichtingsperiode van 12 2 16 uur,

— Temperatuur: aangepast aan de soort {Aanhangsel 2); voor iedere afzonderlijke test moet de temperatuur
evenwe] constant blijven binnen + 1 °C.

— Zuurstofgehalte: ten minste 60 % van de verzadigingswaarde voor lucht bij de gekozen temperatuur,
— Voeren: achterwege laten.
De vissen worden gecontroleerd na de eerste 2 tot 4 uur en ten minste elke 24 uur. Vissen worden geacht dood

te zijn indien aanraking van de staartwortel geen reactie teweeg brengt en geen ademhalingsbewegingen
zichtbaar zijn. Dode vissen worden, zodra zij zijn opgemerkt, verwijderd en de sterfre wordt geregistreerd.



Er wordt aantekening gemaakt van zichtbare afwijkingen (bijvoorbeeld evenwichtsverlies, veranderingen in
zwemgedrag, ademhalingsfuncrie, pigmentatie enzovoort).

De pH, zuurstofconcentratie en temperatuur moeten dagelijks worden gemeten.
Limiettest

Gebruik makend van de procedure zoals beschreven in deze methode, kan een limiettest worden uitgevoerd met
100 mg per liter om aan te tonen dar de LCs, groter is dan deze concentratie.

Indien de aard van de stof zodanig is dat een concentratie van 100 mg per liter in het testwarer niet bereikt kan
worden, dient de proef te worden uitgevoerd met een concentratie die gelijk is aan de oplosbaarheid van de te
onderzoeken stof (of de maximale concentratie die een stabiele dispersie vormt) in het gebruikte medium (zie
ook punt 1.6.1.1).

De limiettest dient te worden uitgevoerd met 7 a 10 vissen en eenzelfde aantal in de controlegroepen. (De
binomiale theorie schrijft voor dat als bij gebruik van 10 vissen geen sterfte optreedt, de LCsy met een
betrouwbaarheid van 99,9 % groter is dan de in de limiettest gebruikte concentratie. Met 7, 8 of 9 vissen geeft
de afwezigheid van sterfte cen betrouwbaarheid van ten minste 99 % dat de LCj, groter is dan de gebruikte
concentratie. )

Indien sterfte optreedt, dient een volledige test te ‘worden uitgevoerd. Indien subletale effecten worden
waargenomen, dienen deze te worden vermeld.

GEGEVENS EN EVALUATIE

Zet voor elke aanbevolen blootstellingsperiode op logaritmisch-waarschijnlijkheidspapier voor elk tijdstip
waarop waarnemingen werden geregistreerd (24, 48, 72 en 96 uur) het sterftepercentage uit tegen de
concentratie.

De LC, en de betrouwbaarheidsintervallen (p = 0,05) dienen zo mogelijk voor iedere waarnemingsperiode
geschat te worden met behulp van standaardprocedures; deze waarden moeten worden afgerond tot op één, of
ten hoogste twee significante cijfers (voorbeelden voor afronding op twee cijfers: 170 voor 173,5; 0,13 voor
0,127; 1,2 voor 1,21).

In die gevallen waarin de helling van de concentratie/ respons-percentage-kromme te steil is voor een berekening
van de LCyp-waarde, is een grafische schatting van deze waarde voldoende.

Indien twee opeenvolgende concentraties met een onderlinge verhouding van 2,2 slechts een sterfte van 0
respectievelijk 100 % geven, dan zijn deze waarden voldoende om aan te geven in welk gebied de LCqq ligt.

Indien blijkt dat de stabiliteit of homogeniteit van de teststof niet kan worden gehandhaafd, dient dit te worden
vermeld en dient voorzichtigheid betracht te worden bij de interpretatie van de resultaten.

RAPPORTAGE

In het verslag moeten indien mogelijk de volgende gegevens worden opgenomen:

— gegevens over de testvis (wetenschappelijke naam; stam; leverancier; eventuele voorbehandeling; afmeting
en aantal dat voor elke testconcentratie gebruike is;

— herkomst van het verdunningswater alsmede belangrijkste chemische kenmerken (pH, hardheid, tempera-
tuur);

— voor stoffen met een geringe oplosbaarheid in water, de methode voor de bereiding van de stam- en
testoplossingen;

— concentratie van eventuele hulpstoffen;



lijst van de gebruikte concentraties en alle beschikbare gegevens over de stabiliteit bij de concentraties van
de teststof in de gebruikte oplossing;

als chemische analyses zijn uitgevoerd, dienen de toegepaste methoden en de verkregen resultaten te worden
vermeld; ’

de resultaten van de limiettest, indien van toepassing;

redenen voor de keuze van de testprocedure alsmede verdere details (bijvoorbeeld statisch, semi-statisch,
doseersnelheid, doorstroomsnelheid, of er belucht is, hoeveelheid vis per liter, enzovoort);

beschrijving van de testuitrusting;

lichtregime;

voor iedere 24 uur het zuurstofgehalte, de pH-waarde en de temperatuur van de testoplossingen;
gegevens om aan te tonen dat aan de kwaliteitscriteria is voldaan;

cen tabel met de cumulatieve mortaliteit voor elke concentratie en voor de controlegroepen {en, zo nodig,
voor de controlegroep met hulpstof) op elke aanbevolen waarnemingstijd;

grafiek van de concentratie/ responspercentage-kromme aan het einde van de test;

z0 mogelijk, de LCgg-waarden op elk van de aanbevolen waarnemingstijden (met de 95 % betrouwbaar-
heidsgrenzen);

statistische procedures voor de bepaling van de LCg-waarden;
als een referentiestof wordt gebruikt moeten ook hiervan de resultaten worden vermeld;
hoogste testconcentratie die binnen de testperiode geen sterfte veroorzaakte;

laagste testconcentratie die binnen de testperiode 100 % sterfte veroorzaakte.
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Aanhangsel 1

Synthetisch water

Voorbeeld van een geschikt verdunningswater

Alle chemicalién moeten van pro-analyse kwaliceit zijn.

Het water moet gedistilleerd of gedeioniseerd water van goede kwaliteit zijn met een geleidingsvermogen van
minder dan § uSem -1,

Het toestel voor de distillatie van water mag geen koperen onderdelen bevatten.

Stamoplossingen

Ca(l;. 2H,0 (calciumchloridedihydraat) 11,76 g

Oplossen in water en aanvullen met water tot 1 liter.

MgSO,. 7H,0 (magnesiumsulfaatheptahydraat) 493¢g
Oplossen in water en aanvullen met water tot 1 liter.

NaHCO; (natriumwaterstofcarbonaat) 2,59¢g
Oplossen in water en aanvullen met water tot 1 liter.

KCl (kaliumchloride) 0,23 g
Oplossen in water en aanvullen met water tot 1 liter.

Synthetisch verdunningswater

Meng 25 ml van elk van de vier stamoplossingen en vul met water aan tot 1 liter.

Belucht tot het zuurstofgehalte overeenkomt met de verzadigingswaarde voor lucht.

De pH moet 7,8 % 0,2 bedragen.

De pH zo nodig bijstellen met NaOH !natriumhydroxide} of HC! {zoutzuur}.

Het aldus verkregen verdunningswater wordt gedurende ongeveer 12 uur weggezet en behoeft niet verder te
worden belucht. '



De som van de Ca- en Mg-ionen in deze oplossing bedraagt 2,5 mmol per liter. De verhouding van de Ca- en
Mg-ionen is 4:1 en die van de Na- en K-ionen 10:1. De totale alkaliteit van deze oplossing is 0,8 mmol per
liter.

Eventuele afwijkingen van de bereidingswijze van het verdunningswater mogen niet leiden tot een andere
samenstelling of andere eigenschappen van het water.

Aanbangsel 2

Voor tests aanbevolen vissoorten

Aanbevol Aanbevolen testtemperatuur Aanbevolen totale lengte
anbevolen soort (°C) van het proefdier (cm)

Brachydanio rerio (Teleostei, Cyprinidae) (Hamil-

ton-Buchanan) Zebravis 20-24 3,0 £ 0,5
Pimephales promelas (Teleostei, Cyprinidae) (Rafi-

nesque) Modderkruiper 20-24 5,0 + 2,0
Cyprinus carpio (Teleostei, Cyprinidae) (Linnaeus

1758) Gewone karper 20-24 6,0 + 2,0
Oryzias latipes (Teleostei, Poeciliiae) Cyprinodonti-

dae (Tomminck et Schlegel 1850) Japans rijstvisje 20-24 3,0 £ 1,0
Poecilia reticulata (Teleostei, Poeciliidae) (Peters

1859) Guppy 20-24 3,0 + 1,0
Lepomis macrochirus (Teleostei, Centrarchidae)

(Rafinesque Linnaeus 1758) Zonnebaars 20-24 5,0 + 2,0
Onchorbynchus mykiss (Teleostei, Salmonidae)

(Walbaum 1988) Regenbogenforel 12-17 6,0 + 2,0
Leuciscus idus (Teleostei, Cyprinidae) {Linneaus

1758) Goudwinde 20-24 6,0 £ 2,0
Herkomst

Bovengenoemde vissen laten zich gemakkelijk kweken en/ of zijn het gehele jaar ruim verkrijgbaar. Zij kunnen
worden geteeld en gekweekr in viskwekerijen of in het laboratorium onder omstandigheden waarbij ziektekie-
men en parasieten onder controle gehouden worden, zodat de proefdieren gezond zijn en hun afkomst bekend
is. Deze vissen zijn in veel delen van de wereld beschikbaar.



Aanhangsel 3

Voorbeeld van een concentratic / sterftepercentage — kromme

Voorbeeld van de bepaling van de LCso-waarde met logaritmisch-waarschijnlijkheidspapier
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C.2. ACUTE TOXICITEIT VOOR DAPHNIA

METHODE

INLEIDING

Het doel van deze test is het bepalen van de mediaan van de effectieve concentratie van een stof (ECgp) waarbij
immobilisatie van Daphnia in zoet water optreedt. Alvorens de test te beginnen is het wenselijk om, voor zover
mogelijk, te beschikken over gegevens over de oplosbaarheid in water, dampspanning, chemische stabiliteit,
dissociatieconstanten en biologische afbreekbaarheid van de stof.

Zowel bij de voorbereiding van de test als bij de interpretatie van de resultaten moet rekening worden gehouden
met verdere gegevens (bijvoorbeeld structuurformule, zuiverheidsgraad, aard en percentage van van belang
zijnde verontreinigingen, aanwezigheid en hoeveelheden van additieven en de n-octanol/ water-verdelingscoéffi-
ciént).

DEFINITIES EN EENHEDEN

Aan de eis van de richtlijn met betrekking tot de LCgq voor Daphnia wordt beschouwd te zijn voldaan door de
bepaling van de ECgq zoals beschreven in deze testmethode.

In deze test wordt de acute toxiciteit uitgedrukt als de mediaan van de effectieve concentratie (ECgq) voor
immobilisatie. Dit is de concentratie (uitgaande van de beginwaarden) waarbij 50 % van de Daphnia’s in een
testgroep wordt geimmobiliseerd binnen een ononderbroken blootstellingsperiode die moet worden aangege-
ven.

Immobilisatie

Dieren die niet tot zwemmen in staat zijn binnen 15 seconden na zachtjes bewegen van het testvat, worden
geacht immobiel te zijn.

Alle concentraties van de teststof worden opgegeven in gewicht per volume (mg/1). Ze kunnen ook worden
uitgedrukt als gewichr per gewicht (mg.kg-1).

REFERENTIESTOFFEN

Een referentiestof kan worden getest om aan te tonen datr de gevoeligheid van geteste soorten onder
laboratoriumomstandigheden niet in belangrijke mate is veranderd.

De samenvatting van de resultaten van een EEG-ringtest, waarbij gebruik gemaakt werd van vier verschillende
stoffen, wordt gegeven in aanhangsel 2.

PRINCIPE VAN DE TESTMETHODE

Er kan een limiettest met 100 mg per liter worden uitgevoerd om aan te tonen dat de ECsy hoger is dan deze
concentratie.

De Daphnia worden gedurende 48 uur blootgesteld aan de teststof die aan het water is toegevoegd in een aantal
uiteenlopende concentraties; indien een kortere test wordt gebruikt moet een verantwoording hiervoor gegeven
worden in het testrapport.

Als de concentraties van de teststof een geschikt gebied beslaan, zal onder overigens gelijke testomstandigheden
het zwemvermogen van de Daphnia door verschillende concentraties van de teststof gemiddeld in verschillende
mate worden beinvloed. Verschillende concentraties hebben tot gevolg dat verschillende percentages Daphnia
niet meer kunnen zwemmen aan het einde van de test. De concentraties die 0 of 100 % immobilisatie
veroorzaken, worden rechtstreeks afgeleid uit de waarnemingen; de 48-uur ECsy wordt daarentegen zo
mogelijk door berekening bepaald.



1.5.

1.6.

Voor deze methode wordt een statisch systeem gebruikt. Testoplossingen worden dan ook niet vernieuwd
tijdens de blootstellingsperiode.

KWALITEITSCRITERIA

De kwaliteitscriteria zijn zowel op de limiettest als op de volledige test van toepassing.

De immobilisatie in de controlegroepen mag aan het einde van de test niet hoger zijn dan 10 %.
De proef-Daphnia in de controlegroepen mogen niet vastzitten aan het wateroppervlak.

Het is wenselijk dat gedurende het hele testverloop de opgeloste zuurstofconcentratie in de proefvaten boven
3 mg1-! blijft. Onder geen enkele voorwaarde mag de opgeloste zuurstofconcentratie echter lager worden dan
2mgl-t.

De concentratie van de teststof dient gedurende de gehele test binnen 80 % van de oorspronkelijke concentratie
gehouden te worden.

Bij stoffen die gemakkelijk oplossen in het testmedium en stabiele oplossingen vormen en bijvoorbeeld niet in
belangrijke mate vervluchtigen of worden afgebroken, gehydrolyseerd of geadsorbeerd, mag de beginconcentra-
tie als gelijk aan de nominale concentratie beschouwd worden. Evenwel dient 2angetoond te worden dat de
concentraties gedurende de gehele test gehandhaafd zijn en dat aan de kwaliteitscriteria is voldaan.

Bij stoffen die:

(i) slecht oplosbaar zijn in het testmedium
of

(i)  in staat zijn stabiele emulsies of dispersies te vormen
of

(iii) niet stabiel zijn in waterige oplossingen,

dient de bij het begin van de proef in de oplossing (of, indien dit technisch onmogelijk is, in de waterkolom)
gemeten concentratie als de beginconcentratie te worden beschouwd. De concentratie dient te worden bepaald
na cen periode van evenwichtsinstelling, maar voor het uitzetten van de proeforganisme.

In al deze gevallen dienen gedurende de test verdere metingen te worden uitgevoerd om de actuele
blootstellingsconcentraties te bevestigen of om te bevestigen dat aan de kwaliteitscriteria is voldaan.

De pH mag met niet meer dan 1 eenheid variéren.

BESCHRIJVING VAN DE TESTMETHODE
Reagentia
Oplossingen van de teststoffen

Stamoplossingen van de gewenste sterkte worden bereid door de stof op te lossen in gedeioniseerd water of
water volgens 1.6.1.2,

De gekozen testconcentraties worden bereid door verdunning van de stamoplossingen. Indien hoge concentra-
ties worden getest, kan de te onderzoeken stof rechtstreeks worden opgelost in het verdunningswater.

De stoffen moeten normaal gezien slechts worden getest tot aan de oplosbaarheidsgrens. Bij sommige stoffen
(bijvoorbeeld stoffen met lage oplosbaarheid in water of een hoge P, of stoffen die een stabiele dispersie
vormen in plaats van een ware oplossing in water) is het aanvaardbaar een testconcentratie te onderzoeken
boven de oplosbaarheidsgrens van de stof, om te verzekeren dat de maximaal oplosbare/stabiele concentratie
werd bereikt. Het is echter belangrijk dat deze concentratie niet op andere wijze het testsysteem verstoort
(bijvoorbeeld een vlies van de stof op het warter waardoor de zuurstofvoorziening van het water wordt
verhinderd, enzovoorts).

Ultrasone dispersie, organische oplosmiddelen, emulgatoren of dispergeermiddelen kunnen worden gebruikr als
hulpmiddel bij het bereiden van stamoplossingen van stoffen met een lage oplosbaarheid in water of bij het
dispergeren van deze stoffen in het testmedium. Indien dergelijke hulpstoffen worden gebruikt, moeten alle
testconcentraties dezelfde hoeveelheid hulpstof bevatten en moeten extra controle-Daphnia worden blootgesteld
aan dezelfde concentratie van de hulpstof als die welke is gebruike in de testreeks. De concentratie van
dergelijke hulpstoffen dient zo laag mogelijk gehouden te worden en mag in géén geval groter zijn dan 100 mg
per liter testmedium. :



1.6.1.2.

1.6.2.

1.6.3.

1.6.4,

De test dient te worden uitgevoerd zonder correctie van de pH. Indien er aanwijzingen zijn voor een duidelijke
verandering van de pH, wordt aangeraden om de test te herhalen na correctie van de pH en de resultaten te
vermelden. In dat geval dient de pH-waarde van de stamoplossing te worden aangepast aan de pH-waarde van
het verdunningswater, tenzij er speciale redenen zijn om dit niet te doen. Voor dit doel verdienen HCI en
NaOH de voorkeur. Deze pH-correctie dient zodanig te geschieden dat de concentratie van de teststof in de
stamoplossing niet in belangrijke mate wordt gewijzigd. Indien tengevolge van de correctie een chemische
reactie of fysische neerslagvorming van de teststof mocht optreden, dan dient dit te worden vermeld in het

rapport.
Testwater

In deze test wordt synthetisch water gebruikt (zie aanhangsel 1 en referentie (2): ISO 6341). Om de noodzaak
van acclimatisering véér de test te vermijden wordt aanbevolen om voor de kweek water van dezelfde kwaliteit
(pH, hardheid) te gebruiken als voor de test.

Apparatuur
Er moet gebruik worden gemaakt van gangbare laboratoriumapparatuur en uitrusting, Materiaal dat
rechtstreeks in contact komt met de testoplossingen moet bij voorkeur volledig van glas zijn.

— Zuurstofmeter (met micro-elektrode of andere geschikte voorzieningen voor de meting van opgeloste
zuurstof in monsters met een klein volume);

— Adequate apparatuur voor de temperatuurbeheersing;
— pH-meter;

— Uitrusting voor de bepaling van de hardheid van water.

Testorganisme

De testsoort is bij voorkeur Daphbnia magna, alhoewel Daphnia pulex ook is toegestaan. De testdieren moeten
bij het begin van de test minder dan 24 uur oud, in het laboratorium gekweekt en vrij van zichtbare ziekten
zijn, en een bekende voorgeschiedenis hebben (bijvoorbeeld kweek, eventuele voorbehandelingen enzovoort).

Testprocedure

Een definitieve test kan worden voorafgegaan door een test om het meetgebied vast te stellen. Deze verschaft
gegevens over de voor de eigenlijke test te gebruiken reeks concentraties.

Naast de testreeks wordt één controlegroep zonder de teststof getest en, indien van toepassing, ook één
controlegroep met de hulpstof.

Daphnia worden als volgt aan de stof blootgesteld:
— Tijdsduur: bij voorkeur 48 uur.

— Aantal dieren: ten minste 20 dieren bij iedere testconcentratie, bij voorkeur ingedeeld in vier groepen van
vijf dieren of in twee groepen van tien.

— Benodigd volume: ten minste 2 ml testoplossing dient per dier te worden gerekend.

— Testconcentratie: de testoplossing moet onmiddellijk voor het toevoegen van de Daphnia worden bereid, bij
voorkeur zonder gebruik te maken van andere oplosmiddelen dan water. De concentraties worden zo bereid
dat ze een meetkundige reeks vormen, met een concentratie-verhouding die 2,2 niet overschrijdt.
Concentraties voldoende voor 0 % en 100 % immobilisatie na 48 uur dienen te worden getest, alsmede een
reeks tussenliggende graden van immobilisatie, aan de hand waarvan de ECjp-waarde na 48 uur kan
worden berekend. Daarnaast dienen controlegroepen te worden getest.

— Water: zie 1.6.1.2.
— Licht: een licht-donker cyclus naar keuze.

— Temperatuur: de testtemperatuur moet tussen 18 en 22 °C liggen, maar voor iedere afzonderlijke test moet
de temperatuur evenwel constant blijven binnen = 0,1 °C.



— Beluchting: de testopvlossing mag niet met luchtbeflen worden belucht.
— Voeren: achterwege laten.

De pH en de zuurstofconcentratie van de controles en alle testconcentraties moeten na afloop van de test
gemeten worden; de pH van de testoplossingen mag niet worden gewijzigd.

Vluchtige stoffen moeten worden getest in volledig gevulde, afgesloten vaten, die groot genoeg zijn om
zuurstofgebrek te voorkomen.

De Daphnia worden in ieder geval geinspecteerd na een blootstelling van 24 uur en nogmaals na 48 uur.
Limiettests

Met de in deze methode beschreven procedures kan een limietrest worden uitgevoerd met 100 mg per liter om
aan te tonen dat de ECgq hoger is dan deze concentratie.

Indien de aard van de stof zodanig is dat een concentratie van 100 mg per liter in het testwater niet bereikt kan
worden, dient de proef te worden uitgevoerd bij een concentratie die gelijk is aan de oplosbaarheid van de te
onderzoeken stof (of de maximale concentratie die een stabiele dispersie vormt) in het gebruikte medium (zie
ook punt 1.6.1.1).

De limiettest dient te worden uitgevoerd met 20 Daphnia, ingedeeld in twee of vier groepen, en hetzelfde aantal
in de controlegroep(en). Indien immobilisatie optreedt, dient een volledige studie te worden uitgevoerd.

GEGEVENS EN EVALUATIE

Zet voor elk tjdstip waarop waarnemingen werden geregistreerd (24 en 48 uur) het sterfrepercentage uit tegen
de concentratie op logaritmisch-waarschijnlijkheidspapier.

De ECsp en de betrouwbaarheidsintervallen (p = 0,05) dienen zo mogelijk voor iedere waarnemingsperiode
geschat te worden met behulp van standaardprocedures; deze waarden moeten worden afgerond tot op één, of
ten hoogste twee significante cijfers (voorbeelden voor afronding op twee cijfers: 170 voor 173,5; 0,13 voor
0,127; 1,2 voor 1,21).

In die gevallen waarin de helling van de concentratie/ responspercentage-kromme te steil is voor een berekening
van de ECgj-waarde, is een grafische schatting van deze waarde voldoende.

Indien twee opeenvolgende concentraties met een onderlinge verhouding van 2,2 slechrs O respectievelijk 100 %
immobilisatie geven, dan zijn deze waarden voldoende om aan te geven in welk gebied de ECg ligt.

Indien blijkt dat de stabiliteit of homogeniteit van de teststof niet kan worden gehandhaafd, dient dit te worden
vermeld en dient voorzichtigheid betracht te worden bij de interpretatie van de resultaten.

RAPPORTAGE

In het verslag moeten, indien mogelijk de volgende gegevens worden opgenomen:

— gegevens over het testorganisme (wetenschappelijke naam; stam; leverancier of herkomst; eventuele
voorbehandeling; kweekmethode — met inbegrip van de herkomst van het voer, de soort en hoeveelheid
voer en de frequentie waarmee gevoerd is);

— herkomst van het verdunningswater alsmede de belangrijkste chemische kenmerken (bijvoorbeeld pH,
temperatuur, hardheid);

— in geval van stoffen met een lage oplosbaarheid in water, de methode voor de bereiding van de stam- en
testoplossingen;

— concentraties van eventuele hulpstoffen;

— lijst van de gebruikte concentraties en alle beschikbare gegevens over de stabiliteit bij de concentraties van
de teststof in de gebruikte oplossingen;



— in geval van chemische analyses: toegepaste methoden en behaalde resultaten;

— de resultaten van de limiettest, indien van toepassing;

— beschrijving van de testuitrusting;

— lichtregime; .
— de zuurstofgehaltes, de pH-waarden en de temperaturen van de testoplossingen;

— gegevens om aan te tonen dat aan de kwaliteitscriteria is voldaan;

_ een tabel met de cumulatieve immobilisatie voor elke concentratie en voor de controlegroep (en, 20 nodig,
voor de controlegroep met hulpstof) op elke aanbevolen waarnemingstijd (24 en 48 uur);

— grafiek van de concentratie/responspercentage-kromme aan het einde van de test;

— zo mogelijk, de ECso-waarden op elk van de aanbevolen waarnemingstijden (met de 95 % betrouwbaar-
heidsgrenzen);

— satistische procedures voor de bepaling van de ECsp-waarden;
— als een referentiestof wordt gebruikt moeten ook hiervan de resultaten worden vermeld;
— hoogste testconcentratie die binnen de testperiode geen immobilisatie veroorzaakte;

— laagste testconcentratie die binnen de testperiode 1001% immobilisatie veroorzaakte.
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Aanhangsel 1
Synthetisch water
Voorbeeld van een geschikt verdunningswater (volgens 1SO 6341)
Alle chemicalién moeten van pro-analyse kwaliteit zijn.

Hert water moet gedistilleerd of gedeioniseerd water van goede kwaliteir zijn met een geleidingsvermogen van
minder dan S pSem~1.

Hert toestel voor de distillatie van water mag geen koperen onderdelen bevatten.



Stamoplossingen

CaCl, - 2 H,O calciumchloridedihydraat) 11,76 g
Oplossen in water en aanvullen met water tot 1 liter.

MgSO, + 7 H,0 (magnesiumsulfaatheprahydraat) 493¢g
Oplossen in water en aanvullen met water tor 1 liter.

NaHCOj (natriumwaterstofcarbonaat) 2359¢g
Oplossen in water en aanvullen met water tot 1 liter.

KCl (kaliumchloride) 0,23 g
Oplossen in water en aanvullen met water tot 1 liter.

Synthetisch verdunningswater

Meng 25 ml van elk van de vier stamoplossingen en vul met water aan tot 11.
Belucht tot het zuurstofgehalte overeenkomt met de verzadigingswaarde voor lucht.
De pH moet 7,8 t 0,2 bedragen.

De pH zo nodig bijstellen met NaOH (natriumhydroxide) of HCI (zoutzuur).

Het aldus verkregen verdunningswater wordt gedurende ongeveer 12 uur weggezet en behoeft niet verder te
worden belucht.

De som van de Ca- en Mg-ionen in deze oplossing bedraagt 2,5 mmol per liter. De verhouding van de Ca- en
Mg-ionen is 4:1 en die van de Na- en K-ionen 10:1. De torale alkaliteit van deze oplossing is 0,8 mmol per

liter.

Eventuele afwijkingen van de bereidingswijze van het verdunningswater mogen niet leiden tot een andere
samenstelling of andere eigenschappen van het warer.

Aanhbangsel 2
Samenvatting van de resultaten van een EEG-ringtest, uitgevoerd in 1978 (ook aangehaald in referentie 2)
Let op: het doel van deze ringtest was de bepaling van de ECgy na 24 uur.

Gebruikte stoffen:
1) Kaliumdichromaat
2)  Tetrapropylbenzeensulfonzuur

3)  Tetrapropylbenzeensulfonzuur, natriumzout

4) 2,4,5-Trichloorfenoxyazijnzuur, kaliumzout
T :
Stof | Aanral deelnemende Aantal resulraten ECgy-24 uur mg/l
° ' laboratoria voor de berekening gemiddelde
t
1 : 46 129 1,5
2 i 36 108 27
3 I 31 84 27
4 : 32 72 i 770
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Aanhangsel 3

Voorbeeld van concentratie/immobilisatiepercentage-curve

Voorbeeld van de bepaling van de ECgp-waarde met logaritmisch-waarschijnlijkheidspapier
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C.3. GROEIREMMINGSTEST MET ALGEN

METHODE

INLEIDING

Het doel van deze test is het bepalen van de effecten van een stof op de groei van een eencellige groene
algensoort. Met relatief korte onderzoeken (72 uur) kunnen de effecten op verschillende generaties bepaald
worden. Deze methode kan worden aangepast voor het gebruik met verschillende eencellige algensoorten; dan
dient evenwel een beschrijving van de gebruikte methode bij het testrapport gevoegd te worden.

Deze test is eenvoudig toe te passen op in water oplosbare stoffen die, onder de testomstandigheden,
waarschijnlijk in oplossing blijven.

De methode kan gebruikt worden voor stoffen die de meting van de algengroei niet direct storen.

Alvorens met de test te beginnen is het wenselijk om, voor zover mogelijk, te beschikken over gegevens over de
oplosbaarheid in water, dampspanning, chemische stabiliteit, dissociatieconstanten en biologische afbreekbaar-
heid van de stof.

Zowel bij de voorbereiding van de test als bij de interpretatie van de resultaten moet rekening worden gehouden
met nadere gegevens (bijvoorbeeld structuurformule, zuiverheidsgraad, aard en percentage van belangrijke
verontreinigingen, aanwezigheid en hoeveelheid van additieven en de n-octanol/water-verdelingscoéfficiént).
DEFINITIES EN EENHEDEN

Celdichtheid: het aantal cellen per milliliter;

Groei: de toename van de celdichtheid gedurende de onderzoeksperiode;

Groeisnelheid: de toename van de celdichtheid per tijdseenheid;

ECsp: in deze methode de concentratie van een teststof waarbij ten opzichte van de controle een 50 %

“vermindering van de groei (EyCgq) of de groeisnelheid (E,Csq) optreedt;

NOEC (no observed effect concentration, concentratie waarbij geen effect wordt waargenomen): in deze
methode de hoogste geteste concentratie waarbij geen significante groeiremming wordt waargenomen ten
opzichte van de controle;

Alle concentraties van de teststof worden opgegeven in gewicht per volume (mg/1). Ze kunnen ook worden
uitgedrukt als gewicht per gewicht (mg - kg~1).

REFERENTIESTOFFEN

Een referentiestof kan worden getest om aan te tonen dat de gevoeligheid van de geteste soort onder de
testomstandigheden in het laboratorium niet in belangrijke mate is veranderd.

Als een referentiestof wordt gebruikt, moeten de resultaten worden weergegeven in het testrapport. Kalium-
dichromaat mag als referentiestof gebruikt worden, maar de kleur zou van invioed kunnen zijn op de kwaliteit
en intensiteit van het voor de cellen beschikbare licht, alsmede op de spectrometrische bepalingen indien deze
gebruikt worden. Kaliumdichromaat is gebruike tijdens een internationale inter-laboratoriumtest {zie referen-
tie (3) en Aanhangsel 2).
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PRINCIPE VAN DE TESTMETHODE

Er kan een limiettest met 100 mg per liter worden uitgevoerd om aan te tonen dat de ECgg hoger is dan deze
concentratie.

Onder bepaalde omstandigheden worden exponenticel groeiende culturen van geselecteerde groene algen
gedurende verschillende generaties blootgesteld aan verschillende concentraties van de teststof.

De testoplossingen worden geincubeerd gedurende 72 uur en de celdichtheid wordt in iedere oplossing ten
minste éénmaal per 24 uur gemeten. De remming van de groei wordt bepaald in verhouding tot een
controlecultuur.

KWALITEITSCRITERIA
De kwaliteitscriteria zijn zowel op de limiettest als op de volle studie toepasselijk.

De celdichtheid in de controleculturen moet binnen drie dagen ten minste met een factor 16 zijn toegeno-

men.

De concentratie van de teststof dient gedurende de gehele test binnen 80 % van de oorspronkelijke concentratie
gehouden te worden.

Bij stoffen die gemakkelijk oplossen in het testmedium en stabiele oplossingen vormen en bijvoorbeeld niet in
belangrijke mate vervluchtigen of worden afgebroken, gehydrolyseerd of geadsorbeerd, mag de beginconcentra-
tie als gelijk aan de nominale concentratie beschouwd worden. Evenwel dient aangetoond te worden dat de
concentraties gedurende de gehele test gehandhaafd werden en dat aan de kwaliteitscriteria is voldaan.

Bij stoffen die:

(i) slecht oplosbaar zijn in het testmedium of

(ii) in staat zijn stabiele emulsies of dispersies te vormen of
(iil) niet stabiel zijn in waterige oplossingen

dient de bij het begin van de proef gemeten concentratie als de beginconcentratie te worden beschouwd. De
concentratie dient te worden bepaald na een periode van evenwichtsinstelling.

In al deze gevallen dienen gedurende de test verdere meringen te worden uitgevoerd om de actuele
blootstellingsconcentraties te bevestigen of om te bevestigen dat aan de kwaliteitscriteria werd voldaan.

Zoals bekend kunnen significante hoeveelheden van de te onderzocken stof tijdens de testperiode opgenomen in
de biomassa van de algen. Om aan de bovengenoemde kwaliteitscriteria te voldoen dient daarom rekening
gehouden te worden met zowel de hoeveelheid van de stof die is opgenomen in de algenbiomassa, als met de
hoeveelheid stof in de oplossing (of, indien dit technisch onmogelijk is, gemeten in de waterkolom). Daar de
bepaling van de concentratie van de stof in de biomassa van de algen aanzienlijke technische problemen kan
stellen, kan aangetoond worden dat aan de kwaliteitscriteria is voldaan door de proef bij de hoogste
concentratie uit te voeren, maar dan zonder algen, en de concentraties aan het begin en het einde van de proef
in de oplossing (of, indien dit technisch onmogelijk is, in de waterkolom) te meten.

BESCHRIJVING VAN DE TESTMETHODE
Reagentia
Oplossingen van de teststoffen

Stamoplossingen van de gewenste sterkre worden bereid door de stof op te lossen in gedeioniseerd water of
water volgens 1.6.1.2.

De gekozen testconcentraties worden bereid door geschikte hoeveelheden aan de algen-voorcultuur toe te
voegen (zie Aanhangsel 1). Stoffen moeten normaal gezien enkel worden getest tot aan de oplosbaarheidsgrens.
Bij sommige stoffen (bijvoorbeeld stoffen met lage oplosbaarheid in water of een hoge P, of stoffen die een
stabiele dispersie vormen in plaats van een echte oplossing in water), is het aanvaardbaar een testconcentratie te
onderzoeken boven de oplosbaarheidsgrens van de stof, om te verzekeren dat de maximaal oplosbare/stabiele
concentratie werd bereikt. Het is echter belangrijk dat deze concentratie niet op andere wijze het testsysteem
verstoort (bijvoorbeeld een vlies van de stof op het water waardoor de zuurstofvoorziening van het water wordt
verhinderd, enz.).



1.6.1.2.

Ultrasone dispersie, organische oplosmiddelen, emulgatoren of dispergeermiddelen kunnen worden gebruikt als
hulpmiddel bij het bereiden van stamoplossingen van stoffen met een lage oplosbaarheid in water of bij het
dispergeren van deze stoffen in het testmedium. Indien dergelijke hulpstoffen worden gebruikt, moeten alle
testconcentraties dezelfde hoeveelheid hulpstof bevatten en moeten extra controles worden blootgesteld aan
dezelfde concentratie van de hulpstof als die welke is gebruikt in de testreeks. De concentratie van dergelijke
hulpstoffen dient zo laag mogelijk gehouden te worden en mag in géén geval groter zijn dan 100 mg per liter
testmedium.

De test dient te worden uitgevoerd zonder correctie van de pH. Indien er aanwijzingen zijn voor een duidelijke
verandering van de pH, wordt aangeraden om de test te herhalen na correctie van de pH en de resultaten te
vermelden. In dat geval dient de pH-waarde van de stamoplossing te worden aangepast aan de pH-waarde van
het verdunningswater, tenzij er speciale redenen zijn om dit niet te doen. Voor dit doel verdienen HCl en
NaOH de voorkeur. Deze pH-correctie dient zodanig te geschieden dat de concentratie van de teststof in de
stamoplossing niet in belangrijke mate wordr gewijzigd. Indien tengevolge van de correctie een chemische
reactie of fysische neerslagvorming van de teststof mocht optreden, dan dient dit te worden vermeld.

Testmedium

Het water dient gedistilleerd water van goede kwaliteit te zijn, of gedeioniseerd water met een soortelijke
geleiding van minder dan § uS - cm-!. Het toestel voor de distillatie van het water mag geen koperen
onderdelen bevatten.

Het volgende medium wordt aangeraden.

Vier stamoplossingen worden bereid volgens de volgende tabel. De stamoplossingen worden gesteriliseerd met
behulp van membraanfiltratie of een autoclaaf en opgeslagen in het donker bij 4 °C. Stamoplossing nr. 4 mag
alleen met membraanfiltratie gesteriliseerd worden. Deze stamoplossingen worden verdund om de eindconcen-
traties van voedingsstoffen in de testoplossingen te bereiken.

7
Eindconcentratie

Voedingsstoffen ' Concentratie in de stamoplossing in de testoplossing

Stamoplossing 1: Macro-voedingsstoffen

NH,Cl1 1,5 g/l 15 mg/]
MgCl,.6H,0 1,2 g/l 12 mg/l
CaCl,.2H,0 1,8 g/l 18 © mg/l
MgSO,.7H,0 1,5 g/l 15 mg/]
KH, PO, 0,16 g/l 1,6 mg/1

Stamoplossing 2: Fe-EDTA
FeCly - 6H,0 80 mg/l 0,08 mg/l
Na,EDTA - 2H,0 100 mg/l 0,1 mg/1

Stamoplossing 3: Spoorelementen

H;BO, \ 185 mg/] 0,185 mg/|
MnCl, - 4H,0 415 mg/l 0,415 mg/l
ZnCl, 3 mg/1 3x10-%  mg/l
CoCl, - 6H,0 1,5 mg/] 1,5 x 10-3  mg/l
CuCl, - 2H,0 0,01 mg/1 10-5 mg/l
Na,MoO, - 2H,0 7 mg/] 7 x 10-3 mg/1

Stamoplossing 4: NaHCO;
NaHCO; i 50 g/l ! 50 mg/1

De pH van het medium na bereiken van een evenwichtstoestand met luchr is ongeveer 8.



1.6.2. Apparatuur

— Gangbare laboratoriumuitrusting,

— Testkolven met een geschikt volume (erlenmeyers van 250 ml zijn bijvoorbeeld geschikt indien het volume
van de testoplossing 100 ml bedraagt). Alle testkolven dienen identiek te zijn wat betreft materiaal en
dimensies.

— Kweekapparaat: kast of kamer waarin de temperatuur binnen het bereik van 21 tot 25 °C, binnen £ 2 °C
gehouden kan worden, en een continue uniforme verlichting in het spectraal bereik van 400 tot 700 nm.
Indien de algen in de controleculturen de vereiste groeisnelheid hebben bereikt, mag aangenomen worden
dat de groeivoorwaarden, inclusief de lichtintensiteit, voldoende waren.

Het verdient aanbeveling op het gemiddelde niveau van de testoplossingen een lichtintensiteit tussen 60 en
120 kE - m~2 - s-1(35 tot 70 x 10!% foronen + m~2 - s~ 1) te gebruiken, gemeten in het bereik van 400
tot 700 nm met behulp van een geschikte receptor. Voor lichtmeters die geijkt zijn in lux is een
gelijkwaardig bereik van 6 000 tor 10 000 Ix aanvaardbaar.

Deze lichtintensiteit kan verkregen worden met behulp van vier tot zeven 30 W TL-lampen van het
universele witte type (kleurtemperatuur ongeveer 4 000 K) op 0,35 m afstand van de algencultuur.

— Celdichtheidsmetingen moeten uitgevoerd worden met een rechtstreekse telling voor levende cellen,
bijvoorbeeld een microscoop met telkamers. Andere methoden (fotometrie, turbidimetrie ...) kunnen
gebruikt worden indien zij voldoende gevoelig zijn en indien is aangetoond dat zij voldoende goed
gecorreleerd zijn met de celdichtheid.

1.6.3. Testorganismen

Het verdient aanbeveling om als groene algensoort een snelgroeiend soort te nemen dat geschikt is voor kweken
en testen. De volgende soorten hebben de voorkeur:

— Selenastrum capricornutum, bijvoorbeeld ATCC 22662 of CCAP 278/4,

— Scenedesmus subspicatus, bijvoorbeeld 86.81 SAG.
Opmerking:

ATCC = American Type Culture Collection (V.S.)
CCAP = Culture Centre of Algae and Protozoa (G.B.)
SAG = Algencultuur-verzameling (Géttingen, B.R.D.)

Indien andere soorten worden gebruikt, dient de stam te worden vermeld.

1.6.4. Testprocedure

Het concentratiebereik waarin het optreden van de effecten wordt verwacht, kan bepaald worden met behulp
van proeven voor afbakening van het testbereik.

De twee meeteenheden voor groei (biomassa en groeisnetheid) kunnen resulteren in zeer uiteenlopende maten
van groeiremming; beide dienen gebruikt te worden in de afbakeningsproef om er zeker van te zijn dat de
meetkundige concentratiereeks een schatting van de E,Cgy en de E Cg, mogelijk maake.

Oorspronkelijke celdichtheid

Her verdient aanbeveling dat de celdichtheid in de testculturen voor Selenastrum capricornutum en Scenedes-
mus subspicatus in het begin ongeveer 10% cellen/m] bedraagt. Indien andere soorten worden gebruikt dient de
biomassa vergelijkbaar te zijn.

Concentraties van de teststof

Ten minste vijf testconcentraties worden zo bereid dat ze een meetkundige reeks vormen, met een concentra-
tie-verhouding die niet groter is dan 2,2. De laagste geteste concentratie mag geen waarneembaar effect op de
algengroei vertonen. De hoogste geteste concentratie dient de groei ten opzichte van de controle met ten minste
50 % te remmen en bij voorkeur de groei volledig te stoppen.



Duplo’s en controles

Elke testconcentratie dient in triplo getest te worden. Drie controles zonder teststof dienen te worden
uitgevoerd en indien van toepassing tevens drie controles met hulpstof. Indien gemotiveerd mag het testschema
veranderd worden om het aantal concentraties op te voeren en het aantal duplo’s per concentratie te
verminderen.

Uitvoering van de test

Testculturen met de gewenste concentraties teststof en de gewenste hoeveelheid algen-inoculum worden bereid
door toevoeging van hoeveelheden van de stamoplossing van de teststof aan de vereiste hoeveelheden
preculturen van de algen (zie Aanhangsel 1).

De testkolven worden geschud en in het kweekapparaat geplaatst. De algen worden in suspensie gehouden door
schudden, roeren of doorborrelen met lucht om aldus de gasuitwisseling te verbeteren en de pH-variatie in de
testoplossing te verminderen. De culturen maeten op een temperatuur van 21 tot 25 °C worden gehouden,
afgeregeld tot op + 2 °C.

De celdichtheid in iedere kolf wordt ten minste 24, 48, en 72 uur na de start van de test bepaald. Gefilterd
algen-medium met de juiste concentratie van de teststof wordt gebruike als achtergrondbepaling, indien gebruik
wordt gemaakt van andere methoden voor meting van de celdichtheid dan rechtstreekse telling.

De pH wordt aan het begin van de test en na 72 uur gemeten.

De pH van de controles mag tijdens de test niet meer dan 1,5 eenheid variéren.

Testen van viuchtige stoffen

Tot op heden bestaat er geen algemeen aanvaarde methode voor het testen van vluchtige stoffen. Indien van een
stof bekend is dat ze neiging heeft tot verdampen, kunnen gesloten kolven met een vergrote vrije ruimte boven
de vloeistof gebruikt worden. Er dient evenwel bij het berekenen van de vrije ruimte in de gesloten kolven
rekening gehouden te worden met een mogelijk CO,-gebrek. Variaties op deze methode zijn voorgesteld (zie
referentie (4)).

Getracht moet worden om de hoeveelheid stof te bepalen die in de oplossing blijft en aanbevolen wordt om
extra voorzichtig te zijn bij het interpreteren van resultaten van tests met vluchtige chemicalién met behulp van
gesloten systemen.

Limiettest

Met de procedure beschreven in deze methode kan een limiettest worden uitgevoerd met 100 mg per liter om
aan te tonen dat de ECgg hoger is dan deze concentratie.

Indien de aard van de stof zodanig is dat een concentratie van 100 mg per liter in het testwater niet bereikt kan
worden, dient de proef te worden uitgevoerd bij een concentratie die gelijk is aan de oplosbaarheid van de te
onderzoeken stof (of de maximale concentratie die een stabiele dispersie vormt) in het gebruikte medium (zie
ook punt 1.6.1.1).

De limiettest dient ten minste in drievoud te worden uitgevoerd met herzelfde aantal controles. De twee
groei-eenheden (biomassa en groeisnelheid) dienen bij de limiettest gebruike te worden.

Indien in een limiettest een gemiddelde afname van de biomassa of de groeisnelheid ten opzichte van de controle
van 25 % of meer wordt gevonden, dient een volledige studie te worden uitgevoerd.

GEGEVENS EN EVALUATIE

De in de testculturen en controles gemeten celdichtheid wordt in tabellen genoteerd met de concentraties van de
teststof en de tijdstippen van de meting. De gemiddelde waarde van de celdichtheid voor iedere concentratie van
de teststof en de controles wordr uitgezet als functie van de tijd (0-72 uur} om aldus groeikrommes te
verkrijgen.

Om de concentratie/effect verhouding te bepalen dienen de twee volgende benaderingen te worden gevolgd.
Bepaalde stoffen kunnen de groei stimuleren bij-lage concentraties. Alleen met gegevens die op een remming
tussen 0 en 100 % wijzen, moet rekening gehouden worden.
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2.2.

VERGELIJKING VAN DE OPPERVLAKTEN ONDER DE GROEIKROMMES

De oppervlakte tussen de groeikrommes en de horizontale lijn N = Ny kan berekend worden volgens de
formule:

_ Nj + Ny - 2N Nj-1 + Ny - 2N
A___E]_Z_NQ_)(H‘.——LZZ——'—O—X(Q—H)-#-.H*' ’j—l——zn—'—o’x(tn—tn—l)

waarin
A = de oppervlakte,
Np = het aantal cellen/ml op tijd t, (begin van de test),

N; = het gemeten aantal cellen/ml op tijd t;,

N; = het gcméten aantal cellen/ml op tjd t,

t, = het tijdstip van de eerste meting na het begin van de test,

T, het tijdstip van de nde meting na het begin van de rest,

n

n = het aantal uitgevoerde metingen sinds het begin van de test.

Het percentage celgroeiremming bij iedere teststofconcentratie (I,) wordt berekend volgens de formule:

A=A
Ip = x 100
ATOA
waarin
A, = de oppervlakre tussen de groeikromme voor de controle en de horizontale lijn N = N,

No.

1}

A

. = de oppervlakte tussen de groeikromme bij concentratie t en de horizontale lijn N

I,-waarden worden uitgezet tegen de bijbehorende concentraties op semilogaritmisch papier of op semilogarit-

misch waarschijnlijkheidspapier. Indien uitgezet op waarschijniijkheidspapier, dienen de punten op het 0og, of
met behulp van een berekende regressie te worden verbonden door een rechte lijn.

De ECs, wordt geschat op grond van de regressielijn door de concentratie af te lezen die overeenkomt met
50 % remming (I, = 50 %). Om de met deze methode verkregen waarde ondubbelzinnig te onderscheiden,
wordt voorgesteld om het symbool E,Cgg te gebruiken. Het is van wezenlijk belang om de E,C;, aan te geven
met de betrokken blootstellingsperiode, bijvoorbeeld ECsy (0-72 uur).

VERGELIJKING VAN DE GROEISNELHEID

De gemiddelde specifieke groeisnelheid () voor exponentieel groeiende cuituren kan als volgt berekend
worden:

=!nNn-lnNo
th—- 1o

waarin t; de tijd aan het begin van de test is.

De gemiddelde specifieke groeisnelheid kan anderszins worden afgeleid uit de helling van de regressielijn,
verkregen door In N uit te zetten tegen de tijd.

Het percentage remming van de specifieke groeisnelheid bij iedere teststofconcentratie (I,) worde berekend
volgens de formule:

[“( = B - x 100
He
waarin

k. = de gemiddelde specifieke groeisnetheid

de gemiddelde specifieke groeisnelheid voor de testconcentratie t

F
I



2.3.

De percentuele afname van de gemiddelde specifieke groeisnelheid bij iedere teststofconcentratie ten opzichte
van de controlewaarde wordt uitgezet tegen de logaritme van de concentratie, De ECsy kan vervolgens’
afgelezen worden uit de verkregen grafiek. Om de met deze methode verkregen EC,,-waarde ondubbelzinnig te
onderscheiden, wordt voorgesteld om het symbool E.Cgq te gebruiken. Het tijdstip van de meting dient te
worden aangegeven; als de waarde bij de tijdstippen 0 en 72 uur behoort, wordt bijvoorbeeld het symbool als
E C;50(0-72 uur) aangegeven.

Opmerking: De specifieke groeisnelheid is een logaritmische term, zodat kleine veranderingen in de groeisnel-
heid kunnen leiden tot grote veranderingen in de biomassa. De E,C- en E,C-waarden zijn daarom niet numeriek
vergelijkbaar.

BEREKENING VAN DE NOEC

De concentratie waarbij geen effect wordt waargenomen (NOEC) wordt bepaald volgens ecen geschikte
statistische procedure voor meervoudige monstervergelijking (bijvoorbeeld variantie-analyse en Dunnett-test),
met behulp van de uit de triplo-tests verkregen afzonderlijke waarden van de oppervlakten onder de
groeikrommes A (zie punt 2.1), of de specifieke groeisnelheden p (zie 2.2).

RAPPORTAGE

In het verslag moeten indien mogelijk de volgende gegevens worden opgenomen:
— teststof: gegevens voor chemische identificatie;
— gegevens over het testorganisme: 0orsprong, laboratoriumcultuur, stamnummer, kweekmethode;
— testomstandigheden:
— datum van het begin en het einde van de test, alsmede de duur;
— temperatuur;
— samenstelling van het medium;
— kweekapparatuur;

— pH van de oplossingen aan het begin en het einde van de test (een verklaring dient gegeven te worden als
pH-veranderingen van meer dan 1,5 eenheid werden waargenomen);

— medium en de gebruikte methode voor het oplossen van de teststof en de concentratie van het medium in
de testoplossing;

— lichtintensiteit en -kwaliteit;

— geteste concentraties (gemeten of nominaal);

— resultaten:
— celdichtheid in iedere kolf op ieder meetpunt en de methode voor het bepalen van de celdichtheid;
— gemiddelde waarden van de celdichtheid;
— groeikrommes;
— grafische presentatie van de concentratie/effect relatie;
— EC-waarden en de berekeningsmethode;
— NOECG;

— andere waargenomen effecten.
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Aanhbangsel 1
Voorbeeld van een procedure voor het kweken van algen.

Algemene observaties

Het doel van het kweken op basis van de volgende procedure is het verkrijgen van algenculturen voor
toxiciteitstesten.

Geschikte methoden moeten gebruikt worden om te verzekeren dat de algenculturen niet besmet worden met
bacterién (ISO 4833). Axenische culturen zijn gewenst, maar eensoortige algenculturen zijn verplicht.

Alle behandelingen dienen te worden uitgevoerd onder steriele omstandigheden ter vermijding van besmetting
met bacterién of andere algen. Besmerte culturen dienen te worden afgekeurd.

Procedure voor het verkrijgen van algenculturen

Bereiding van de voedingsstoffenoplossingen (media):

Het medium kan bereid worden door verdunnen van de geconcentreerde stamoplossingen van voedingsstoffen.
Voor vast medium wordt 0,8 % agar toegevoegd. Het medium moet steriel zijn. Sterilisatie met een autoclaaf
kan leiden tot verlies van NH;.

Stamculturen:

De stamculturen bestaan uit kleine algenculruren die regelmatig op vers medium worden overgezet om aldus als
nieuw uitgangsmateriaal voor tests te dienen. Indien de culturen niet regelmatig worden gebruikt, worden zij
uitgestreken in schuine agarbuizen. Deze worden ten minste éénmaal per twee maanden overgebracht op vers
medium.

De stamculturen worden gekweekt in erlenmeyers met het geschikte medium (volume ongeveer 100 ml}.
Wanneer de algen geincubeerd worden bij 20 °C mer continue verlichting, is wekelijks overzetten vereist.

Gedurende het overzetten wordt een hoeveelheid ,oud” medium met steriele pipetten zodanig overgebracht naar
de kolf met het verse medium, dat de beginconcentratie van de snelgroeiende soort ongeveer 100 maal kleiner is
dan in de oude cultuur.

De grocisnelheid kan bepaald worden uit de groeikromme. Indien bekend, is her mogelijk de dichtheid te
schatten waarbij de cultuur moet worden overgezet naar het nieuwe medium. Dit dient te geschieden voordat de
cultuur de afstervingsfase bereikt.

Voorcultuur:

De voorcultuur dient om een aantal algen te geven dat geschikt is voor inoculatie van de testculturen. De
voorculturen worden geincubeerd onder testomstandigheden en worden gebruikt terwijl zij nog exponenticel
groeien, normaal gezien na een incubatieperiode van drie dagen. Wanneer de algenculturen misvormde of
abnormale cellen bevatten, moeten ze worden afgekeurd.

Aanhangsel 2

In ISO 8692 (,Water Quality — Fresh water algal growth inhibition test with Scenedesmus subspicatus and
Selenastrum capricornutum™) worden de volgende resultaten vermeld voor een interlaboratoriumtest, uitge-
voerd door 16 laboratoria, mer kaliumdichromaar als teststof:

> | Gemiddelde (mg/1) Bereik (mg/1)
j

| E,Csp (0-72 h) | 0,84 0,60 rot 1,03

EyCs (0-72 h) | 0,53 0,20 tot 0,75
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C.4. BEPALING VAN DE GEMAKKELIJKE BIOLOGISCHE AFBREEKBAARHEID

ALGEMEEN
INLEIDING

Voor het testen van de gemakkelijke biologische afbreekbaarheid van chemische stoffen in een aéroob
watermedium worden zes testmethoden beschreven:

(a) DOC (opgeloste organische koolstof) Afvlakkingstest (Methode C.4-A)

(b)  Gewijzigde OESO-Screening test — Afvlakking DOC (Methode C.4-B)

{¢)  Kooldioxyde (CO,) Ontwikkelingstest (Gewijzigde Sturm-test) (Methode C.4-C)

(d) Manometrische respirometrie (Methode C.4-D)

{e)  Gesloten-flestest (Methode C.4-E)

(f)  MITI (Ministerie voor Internationale Handel en Industrie — Japan) (Methode C.4-F)

In deel I van de methode worden zowel de algemene aanwijzingen als de op alle zes tests betrekking hebbende
aanwijzingen gegeven. In de Delen II tot en met VII worden bijzonderheden over de afzonderlijke methoden
vermeld. De bijlagen bevatten definities, formules en nadere toelichting.

Bij een vergelijkend onderzoek tussen laboratoria in OESO-verband in 1988 bleek dat de methoden
overeenstemmende resultaten geven. Afhankelijk van de fysische kenmerken van de te onderzoeken stof kan
echter de voorkeur naar de ene of de andere methode gaan.

KEUZE VAN DE GESCHIKTE METHODE

Voor een keuze van de meest in aanmerking komende methode is informatie over de oplosbaarheid, de
dampdruk en de adsorptie-eigenschappen van de stof van wezenlijk belang. Voor het berekenen van
theoretische waarden en/of het controleren van gemeten waarden voor parameters, b.v. ThOD, ThCO,, DOC,
TOC, COD (zie Bijlagen I en II) moet de scheikundige structuur of de brutoformule bekend zijn.

Teststoffen die tot ten minste 100 mg/1 in water oplosbaar zijn kunnen met alle methoden worden bepaald,
mits ze niet-vluchtig en niet-adsorberend zijn. Voor stoffen die slecht in water oplosbaar, vluchtig of
adsorberend zijn, worden in Tabel 1 geschikte methoden aangegeven. De wijze waarop slecht in water
oplosbare stoffen en vluchtige stoffen kunnen worden behandeld wordt beschreven in Bijlage I[II. Matig
vluchtige stoffen kunnen worden onderzocht met behulp van de DOC-afvlakkingsmethode, indien er voldoende
gasruimte in de proefvaten is (deze zouden goed afgesloten moeten worden). In dat geval dient een
niet-biologische controle te worden toegepast voor het verdisconteren van een eventueel fysisch verlies.

Tabel 1: Bruikbaarheid van testmethoden

Geschikrheid voor de volgende stoffen:
Test Analytische methode
Sleche Viuchtig Adsorberend
oplosbaar
DOC Afvlakking Opgeloste organische
koolstof — - +/ =
Gew. OESO Afvlakking Opgeloste organische
koolstof — — +/ =
Ontwikkeling CO, Respirometrie:
CO;-ontwikkeling + — +
Manometrische respirometrie Manometrische
respirometrie: !

Respirometrie:
opgeloste zuurstof +/ - + +

Gesloten fles

MITI Respirometrie:

zuurstofverbruik + +/ = +

i
” zuurstofverbruik + : +/ - +
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Informatie over de zuiverheid of de relatieve hoeveelheden van belangrijke componenten van het testmateriaal is
nodig voor een interpretatie van de verkregen resultaten, vooral wanneer de uitkomsten gering of marginaal
zijn.

Informatie over de giftigheid van de teststof voor bacterién (Bijlage IV) kan zeer nuttig zijn voor het kiezen van
de juiste testconcentraties en kan essentieel zijn voor een juiste interpretatie van een geringe waarde voor de
biologische afbraak.

REFERENTIESTOFFEN

Voor een controle op de procedure worden referentiestoffen die aan de criteria voor gemakkelijke biologische
afbreekbaarheid voldoen onderzocht door een geschikte proefvolume referentiestof parallel met de gewone
testuitvoeringen te behandelen.

Geschikte chemische stoffen zijn aniline (vers gedistilleerd), natriumacetaat en natriumbenzoaat. Deze referen-
tiestoffen worden bij de onderhavige methoden alle afgebroken, zelfs wanneer niet bewust entmateriaal wordt
toegevoegd.

Voorgesteld is een referentiestof te zoeken die wel gemakkelijk biologisch afbreckbaar is maar de toevoeging
van een entmateriaal vereist. Daartoe is kaliumwaterstoftalaat voorgesteld, maar de geschiktheid moet nog
worden aangetoond voordat deze stof als referentiestof aangenomen kan worden.

In de respirometrische testen kunnen stikstof bevattende verbindingen als gevolg van nitrificatie van invloed zijn
op de opgenomen hoeveelheid zuurstof (zie Bijlagen Il en V).

PRINCIPE VAN DE TESTMETHODEN

Een oplossing of suspensie van de teststof in een anorganisch medium wordt geént en onder aérobe
omstandigheden in het donker of in gedempt licht bebroed. De hoeveelheid DOC in de testoplossing die het
gevolg is van het entmateriaal dient zo laag mogelijk te zijn in vergelijking met de hoeveetheid DOC tengevolge
van de teststof. :

Voor de endogene activiteit van het entmateriaal wordt een correctie aangebracht door middel van parallelle
blanco proeven met entmateriaal maar zonder teststof, ofschoon de endogene activiteit van cellen in
aanwezigheid van een teststof niet volledig overcenstemt met die van de endogene controle. De werking van de
procedures wordt gecontroleerd door een parallelle test met een referentiestof uit te voeren.

In het algemeen wordt de afbraak gevolgd door de bepaling van parameters, zoals DOC, CO,-produktie en
opgenomen zuurstof en worden op voldoende frequente tijdstippen metingen gedaan om het begin en het einde
van de biologische afbraak vast te stellen. Bij automatische respirometers is de meting continu. Soms wordt de
DOC gemeten naast een andere parameter, maar gewoonlijk wordt dit slechts bij het begin en bij de afloop van
de test gedaan. Voor het bepalen van de primaire afbraak van de teststof en voor het bepalen van de
concentratie van eventuele gevormde tussenprodukten (verplichr bij de MITI-test) kan ook een specifieke
chemische analyse worden uitgevoerd.

Gewoonlijk duurt de test 28 dagen. De proeven kunnen echter ook eerder dan na 28 dagen, en wel zodra de
kromme voor de biologische afbraak gedurende ten minste 3 bepalingen een plateau vertoont, worden
beéindigd. De proeven kunnen ook langer dan 28 dagen worden voortgezet, wanneer uit de kromme blijke dat
de biologische afbraak wel begonnen is, maar dat op dag 28 nog geen plateau is bereikt.

KWALITEITSCRITERIA

Reproduceerbaarheid

In verband met de aard van de biologische afbraak en van de als entmateriaal gebruikte gemengde
bacterie-populaties dienen bepalingen ten minste in tweevoud te worden uitgevoerd.

De ervaring leert in het algemeen dat hoe hoger de aanvankelijk aan het testmedium toegevoegde concentratie
micro-organismen is, hoe geringer de afwijking tussen herhaalde bepalingen is. Uit ringtests is ook gebleken dat
er tussen de resultaren van verschillende laboratoria grote verschillen kunnen zijn, maar gewoonlijk wordt met
gemakkelijk biologische afbreekbare stoffen een goede overeenstemming verkregen.
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Geldigheid van de test

Een test wordt geldig beschouwd indien het verschil tussen de uiterste waarden van de in de test meermalen
uitgevoerde metingen van de verwijdering van teststof op het plateauniveau, aan het einde van de test of aan het
einde van het venster van 10 dagen, minder is dan 20 % en indien het percentage afbraak van de referentiestof
na 14 dagen het niveau voor gemakkelijke biologische afbreekbaarheid heeft bereikt. Indien aan een van deze
voorwaarden niet is voldaan, dient de test te worden herhaald. Wegens de strengheid van de methoden
behoeven lage waarden nog niet te betekenen dat de teststof onder milieu-omstandigheden niet biologisch
afbreekbaar is, maar wel dat meer onderzoek nodig is om de biologische afbreekbaarheid vast te stellen.

Indien in een toxiciteitstest waarbij zowel de teststof als een referentiestof aanwezig is, in 14 dagen minder dan
35 % afbraak (gebascerd op DOC) of minder dan 25 % afbraak (gebaseerd op ThOD of ThCO,) is
opgetreden, kan worden aangenomen dat de teststoffen remmend werken (zie ook Bijlage IV). De testreeks

dient dan te worden herhaald, zo mogelijk met een lagere concentratie teststof en/of een hogere concentratie
entmateriaal, maar niet meer dan 30 mg vaste stof per liter.

ALGEMENE WERKWIJZEN EN BEREIDINGEN

Algemene omstandigheden die van toepassing zijn op de test zijn in Tabel 2 samengevat, Apparatuur en overige
experimentele omstandigheden die op afzonderlijke tests betrekking hebben worden verderop in het hoofdstuk
voor die test beschreven.

Tabel 2: Testomstandigheden

1

T
DOC CO,-ont- Manometrische | Gewijzigde
Test Afvlakking wiklie]ing respirometrie OEC{)-fcst Gesloten fles MITL (1)
Concentratie
teststof als in
mg/1 100 2-10 100
mg DOC/} 10-40 10-20 10-40
mg ThOD/I J 50-100 5-10
" Concentratie < 30 mg/1SS 0,5 ml < Sml 30 mg/1 SS
entmateriaal of < 100 ml effluent/i secundair effluent/1 (107 - 108)
(in cellen/!, (107 -108) effluent/1 (104 - 108)
bij benadering) (10%)
Concentratie ele- ‘
menten in anor- l
ganisch medium I
(in mg/1): P 116 11,6 29
N 1,3 0,13 \ 1,3
Na \ 86 8,6 \ 17,2
K 122 12,2 36,5
1 Mg ﬂ 2,2 2,2 \ 6,6
o Ca | 9,9 9,9 [ 297
| Fe L 0,05-0,1 0,05-0,1 l 0,15
[ i
| pH i 74102 ’l bij vgo(;keur
- | ’
i Temperatuur | 22 +2°C ‘ 25 £+ 1°C

ThOD = theoretisch
zuurstofverbruik

SS =gesuspendeerde
vaste stof

i
| DOC = opgeloste organische koolstof
|
i
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Verdunningswater

Gedeioniseerd of gedistilleerd water, dat vrij is van remmende concentraties giftige stoffen (b.v. Cu* *-20io0-
nen) wordt gebruikt. Het mag niet meer dan 10 % van de ‘hoeveelheid organische koolstof die met het
testmateriaal wordt geintroduceerd bevatten. De grote zuiverheid van het testwater is nodig om hoge waarden
van de blanco-proeven te vermijden. Besmetting kan het gevolg zijn van aanwezige verontreinigingen en ook
van de ionenuitwisselende harsen en van de lysis van bacterién en algen. Voor elke reeks tests dient slechts
gebruik te worden gemaakt van een enkele voorraad water, die vooraf door middel van DOC-analyse is
gecontroleerd. Zo'n controle is niet nodig voor de gesloten fles-test, maar het zuurstofverbruik van het water
moet laag blijven.

Voorraadoplossingen van anorganische componenten

Voor het bereiden van testoplossingen worden voorraadoplossingen met geschikte concentraties van anorgani-
sche componenten aangemaakt. Voor de methoden DOC-afvlakking, gewijzigde OESO-test, CO,-ontwikke-
ling, manometrische respirometrie en gesloten fles kunnen de onderstaande voorraadoplossingen worden
gebruikt (met verschillende verdunningsfactoren).

De verdunningsfactoren en, voor de MITl-test, de specifieke bereiding van het anorganische medium, worden
in de hoofdstukken van de afzonderlijke tests beschreven.

Voorraadoplossingen:

De onderstaande voorraadoplossingen worden bereid met gebruikmaking van reagentia van analytische

_kwaliteit.

{a) Monokaliumdiwaterstoforthosfaat, KH,POy4 8,50¢g
Dikaliummonowaterstoforthofosfaat, K;HPO, 21,75¢
Dinatriummonowaterstoforthofosfaat-dihydraat, Na,HPO, . 2 H,O 33,40 ¢g
Ammoniumchloride, NH,4Cl 0,50g

Oplossen in water en tot 1 liter aanvullen. De pH van de oplossing moet 7,4 zijn.

(b) Calciumchloride, watervrij, CaCl, 27,50g
of calciumchloride-dihydraat, CaCl, . 2 H,0 36,40 g
In water oplossen en tot 1 liter aanvullen

{(c) Magnesiumsulfaat-heptahydraat, MgSO, . 7 H,0 22,50g
In water oplossen en tot 1 liter aanvullen

(d)  IJzer(lll)chloride-hexahydraat, FeCl; . 6 H,0 0,25¢g
In water oplossen en tot 1 liter aanvullen

Opmerking: Teneinde deze oplossing (d) niet onmiddellijk voor gebruik te behoeven te bereiden wordt
één druppel geconcentreerde HC! of 0,4 g ethyleendiaminetetra-azijnzuur-dinatriumzout (EDTA) per
liter toegevoegd.

Voorraadoplossingen van chemicalién

Indien de oplosbaarheid meer dan 1 g/1 bedraagt, wordt bijvoorbeeld 1-10 g, zoals toepasselijk is, aan teststof
of referentiestof in gedeioniseerd water opgelost en tor 1 liter aangevuld. In andere gevallen worden
voorraadoplossingen in het anorganische medium bereid of wordt de stof rechtstreeks aan het anorganische
medium toegevoegd. Voor het bewerken van minder goed oplosbare stoffen wordt verwezen naar Bijlage III,
maar in de MITI-test (Methode C.4-F) dienen noch oplosmiddelen noch emulgatoren te worden gebruikt.

Entmateriaal

Het entmateriaal kan van diverse bronnen afkomstig zijn: actief slib, (chloorvrij) behandeld water, oppervlak-
tewater en grond of een mengsel daarvan. Indien bij de DOC-afviakking, de CO,-ontwikkeling en de
manometrische respirometrie actief slib wordt gebruike, dient dit te worden ontrrokken aan een behandeling-
sinstallatie of installatie op laboratoriumschaal die hoofdzakelijk huishoudelijk afvalwater verwerkt. Gebleken
is dat entmateriaal van andere bronnen een grotere spreiding van resultaten geeft. Voor de gewijzigde
OESO-test en de gesloten-flestest is een meer verdund entmateriaal zonder slibvlokken nodig en bij voorkeur
wordr dan als bron een secundair effluent van een ricolwaterzuiveringsinstallatie of van een laboratoriuminstal-
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latie met huishoudelijk afvalwater genomen. Voor de MITI-test is het entmateriaal afkomstig van een mengsel
van bronnen. Het wordt in het hoofdstuk van die test beschreven.

Entmateriaal uit actief slib

Uit de beluchtingstank van een rioolwaterzuiveringsinstallatie of een laboratoriuminstallatie die hoofdzakelijk
huishoudelijk afval verwerkt, wordt een vers monster actief slib verzameld. Grove deeltjes worden zonodig
door filtratie door een fijne zeef verwijderd; daarna wordt het slib aéroob gehouden.

In plaats daarvan kan na verwijdering van eventuele grove deeltjes worden bezonken of gecentrifugeerd (b.v.
10 min. bij 1 100 g). De bovenstaande vloeistof wordt weggeworpen. Het geconcentreerde slib kan in het
mineraal medium gewassen worden; daarna wordt het in anorganisch medium gesuspendeerd tot een
concentratie van 3-5 g gesuspendeerde vaste stof/1 en belucht tot het tijdstip van gebruik.

Slib moet afkomstig zijn van een correct werkend zuiveringsstation. Als slib afkomstig is van een installatie met
hoge omloopsnelheid, of geacht wordt remmers te bevatten, dient het te worden gewassen. Het opnieuw
gesuspendeerde slib wordt na grondig mengen bezonken of gecentrifugeerd, de bovenstaande vloeistof wordt
weggeworpen en het gewassen slib wordt in een volgend volume anorganisch medium opnieuw gesuspendeerd.
Deze procedure wordt herhaald totdat het slib geacht wordt vrij te zijn van overmaat substraat of remmer.

Nadat het slib volledig opnieuw is gesuspendeerd, of bij niet behandeld slib direct, wordt viak voor gebruik een
monster getrokken voor de bepaling van het droog gewicht aan gesuspendeerde vaste stoffen.

Een andere mogelijkheid is het homogeniseren van actief slib (3-S5 g gesuspendeerde vaste stof per 1). Het slib
wordt 2 min. bij matige snelheid in een mechanische menger behandeld. Het gemengde slib wordt gedurende
30 min. of zoveel langer als nodig bezonken en de vioeistof wordt afgeschonken en gebruikt als entmateriaal in
een hoeveelheid van 10 ml/} anorganisch medium.

Andere bronnen van entmateriaal

Dit kan worden betrokken van het secundaire effluent van cen zuiveringsinstallatie of een laboratoriuminstai-
latie die hoofdzakelijk huishoudelijk afvalwater ontvangt. Er wordt een vers monster verzameld en dit wordt
tijdens transport aéroob gehouden. Na 1 uur bezinken of filtreren door een grof filterpapier wordt het
afgeschonken effluent of het filtraat aéroob gehouden zolang als nodig is. Tot 100 ml van dit soort entmateriaal
per liter mineraal medium kan gebruikt worden.

Een verdere bron van entmateriaal is oppervlaktewater. In dit geval wordt een monster van een geschikt
oppervlaktewater, b.v. rivieren, plassen, verzameld en aéroob gehouden tot het nodig is. Zonodig wordt het
entmateriaal door filtreren of centrifugeren geconcentreerd.

Preconditionering van entmateriaal

Entmateriaal kan op de proefomstandigheden worden gepreconditioneerd, maar mag niet vooraf aan de teststof
worden aangepast. Preconditionering bestaar uit het beluchten van actief slib gedurende 5-7 dagen in
anorganisch medium of secundaire effluent bij de testtemperatuur. Door preconditionering wordt de nauwkeu-
righeid van de testmethode soms verbeterd doordat de blanco-waarden worden verlaagd. Het wordt niet nodig

geacht het entmateriaal voor de MITI-test te preconditioneren.
N

Niet-biologische controles

Zonodig wordt gecontroleerd op mogelijke niet-biologische afbraak van de teststof door het bepalen van de
verwijdering van DOC, de zuurstofopname of de kooldioxyde-ontwikkeling in steriele controles die geen
enmmateriaal bevatren. Het testmateriaal wordt gesteriliseerd door filtratie door een membraan (0,2-0,45
micrometer) of door toevoeging van een geschikte giftige stof met een geschikre concentratie. Indien gebruik
gemaakt wordt van membraanfiltratie, moeten de monsters aseptisch verzameld worden, om de steriliteit ervan
te behouden. De adsorptie van de teststof moet op voorhand uitgesloten worden. Is dit niet het geval, en is het
entmateriaal uit actief siib afkomstig, moeten tests waarbij de biologische afbreekbaarheid als DOC-verwijde-
ring bepaald words, een abiotische controle bevarten, die geént en vergiftigd wordt.
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Aantal kolven

Het aantal kolven in een doorsnee proef wordt in de betreffende hoofdstukken voor elke test beschreven.

Kolven van het volgende soort kunnen gebruikt worden:

testsuspensie: met teststof en entmateriaal

entmateriaalblanco: met entmateriaal alleen

procedurecontrole: met referentiestof en entmateriaal

abiotische steriele controle: met teststof — steriel (zie 1.6.6.)
adsorptiecontrole: met teststof, entmateriaal en steriliserend middel
toxiciteitscontrole: met teststof, referentiestof en entmateriaal.

Het is beslist nodig de bepalingen in de testsuspensie en entmateriaalblanco parallel uit te voeren. Het is
raadzaam de bepalingen in de andere kolf parallel te volgen.

Dit is echter wellicht niet altijd mogelijk. Men dient zich er van te vergewissen dat er voldoende monsters
worden genomen of afgelezen om cen bepaling van het percentage verwijdering in het venster van 10 dagen
mogelijk te maken.

GEGEVENS EN EVALUATIE

Bij de berekening van D,, percentage afbraak, worden de gemiddelde waarden van duplo-metingen van de
parameter zowel in de testvaten als van de entmateriaalblanco gebruikt. De formules daarvoor zijn vermeld in
de onderstaande hoofdstukken die op de afzonderlijke tests betrekking hebben. Het verloop van de afbraak
wordt grafisch weergegeven en het 10-dagen venster wordt aangegeven. Hert percentage verwijdering dat na
afloop van het 10-dagen venster is bereikt en de waarde van het plateau of, indien van toepassing, aan het eind
van de test, worden berekend en gerapporteerd.

Bij de respirometrische tests kunnen stikstof bevattende verbindingen door nitrificatie van invioed zijn op de
opgenomen hoeveelheid zuurstof (zie Bijlagen II en V).

Afbraak gemeten door middel van DOC-bepaling

Op elk tijdstip van monsterneming moet het percentage afbraak (D) voor de kolven met teststof apart, aan de
hand van gemiddelden van in duplo gemeten DOC-waarden, berekend worden; het doel hiervan is, de validiteit
van de test te bevestigen (zie 1.5.2). Het percentage afbraak wordt met de volgende formule berekend :

waarin:
D, = % afbraak op tijdstip t,
CO~: gemiddelde beginconcentratic van POC in het geénte kweekmedium dat de teststof bevat {(mg DOC/I),

C, = gemiddelde concentrane DOC in het geénte kweekmedium dar de rteststof bevat op tijdstip t (mg

DOC/1),
Cho =gemiddelde beginconcentratie van DOC in het blanco geénte anorganische medium (mg DOC/1),

C,, =gemiddelde concentratie van DOC in het blanco geénte anorganische medium op tijdstip t (mg
DOC/1).

Alje concentraties worden experimenteel gemeten.



1.7.2. Afbraak gemeten door middel van specificke analyse

Wanneer de specificke analytische gegevens beschikbaar zijn, wordt de primaire biologische afbraak
berekend:

D,-§b—s'—s-ﬂx100
b

waarin:

D, = % afbraak op tijdstip t, gewoonlijk 28 dagen,

t

S, = overblijvende hoeveelheid teststof in het entmedium aan het eind van de test (mpg),
S, = overblijvende hoeveelheid teststof in de blanco test met water/medium waaraan alleen de teststof was
toegevoegd (mg).
1.7.3. Niet-biologische afbraak

Indien gebruik wordt gemaakt van een abiotische steriele controle, wordt het percentage niet-biologische
afbraak berekend :

Csto) = Cstt) o, 100

% nict-biologische afbraak =
Cs(o)

waarin:

Cyoy = DOC concentratie in de steriele controle op dag 0

Cyy = DOC concentratie in de steriele controle op dag t

s{t

I.8. RAPPORTAGE

Het testrapport bevat, voorzover mogelijk, de volgende gegevens:

— teststof en referentiestof en zuiverheid daarvan;

— rtestomstandigheden;

— entmateriaal: aard en plaats(en) van bemonstering, concentratie en eventuele pre-conditionering;
— indien bekend, hoeveelheid en aard van industrieel afval dat in rioolwater aanwezig is;

— testduur en testtemperatuur;

— in geval van slecht oplosbare teststoffen, de uitgevoerde behandeling;

— toegepaste testmethode; voor elke wijziging van de procedure dienen wetenschappelijke gronden en een
toelichting te worden gegeven;

— gegevensformulier;

— alle eventueel waargenomen remmingsverschijnselen;

— eventueel waargenomen niet-biologische afbraak;

— specifieke analytisch-chemische gegevens, indien beschikbaar;
— analyrischel gegevens over tussenproducten, indien beschikbaar;

— de grafiek van het percentage afbraak tegen de tijd voor de teststof en de referentiestof; de aanloopfase, de
afbraakfase, het 10-dagen venster en de helling dienen duidelijk te zijn aangegeven (Bijlage I); indien de test
aan de validiteitscriteria heeft voldaan, kan het gemiddelde van de percentages afbraak van de teststof
bevattende kolven voor de grafiek gebruikt worden.

— percentage verwijdering na het 10-dagen venster, alsmede op het plateau of aan her eind van de test.
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II.1.

IL.2.

i.2.1.

11.2.2.

11.2.3.

11.2.4.

DOC-AFVLAKKINGSTEST (Mcthode C.4-A)
PRINCIPE VAN DE METHODE

Een gemeten volume aan geént anorganisch medium dat een bekende concentratie van de teststof
(10-40 mg DOC/!) als de enige nominale bron van organische koolstof bevat wordt bij 22 + 2 °C in het
donker of in gedempt licht belucht.

De afbraak wordt door middel van DOC-analyse met regelmatige tussenpozen gedurende 28 dagen gevolgd. De
mate van biologische afbraak wordt berekend doordat de concentratie aan verwijderde DOC (gecorrigeerd voor
de DOC in de blanco-entmateriaalcontrole) als percentage van de aanvankelijk aanwezige concentratie wordt
uitgedrukt. De mate van primaire biologische afbraak kan ook worden berekend uit een aanvullende chemische
analyse die bij het begin en het eind van de incubatie wordt uitgevoerd.

BESCHRIJVING VAN DE METHODE
Apparatuur

(a) Erlenmeyerkolven, b. v. 250 ml tot 2 1, afhankelijk van het voor DOC-analyse benodigde volume;

(b)  Schudmachine geschikt voor de erlenmeyers, hetzij met automatische temperatuurregeling, hetzij gebruikt
in een kamer met constante temperatuur, en met ecn voldoende vermogen voor het in stand houden van
aérobe omstandigheden in alle kolven;

(c) Filtratie-apparatuur met geschikte membranen;
(d) DOC-analyse-apparaat;
(e)  Apparatuur voor het bepalen van opgeloste zuurstof;

(fy  Centrifuge.

Bereiding van anorganisch medium
Zie voor de bereiding van de voorraadoplossing 1.6.2.

10 ml oplossing (a) wordt gemengd met 800 m! verdunningswater, daaraan wordt 1 ml van de oplossingen (b)
t/m (d) toegevoegd en het geheel wordt met verdunningswater tot 11 aangevuld.

Bereiding en pre-conditionering van entmateriaal

Het entmateriaal kan van diverse bronnen afkomstig zijn: actief slib, behandéld water, oppervlaktewater en

Zie 1.6.4.,1.6.4.1., 1.6.4.2. en 1.6.5.

Bereiding van de proefoplossingen

Bij wijze van voorbeeld worden porties van 800 ml anorganisch medium in erlenmeyers van 2 liter gebracht en
wordt in afzonderlijke kolven telkens een zodanig volume aan voorraadoplossingen van teststof en referenties-
tof gebracht dat een concentratie met een chemisch equivalent aan 10-40 mg DOC/] wordt verkregen. De pH
wordt gecontroleerd en, zonodig, op 7,4 bijgesteld. De kolven worden geént met actief slib of een andere bron
van entmateriaal (zie 1.6.4.) tot een uiteindelijke concentratie van niet meer dan 30 mg gesuspendeerde vaste
stof per liter wordt verkregen. Tevens worden controles van entmateriaal in anorganisch medium, maar zonder
test- of referentiestof, bereid.

Zonodig wordt één kolf gebruikt om de eventuele remmende werking van een teststof te controleren door het
enten van een oplossing die in het anorganische medium vergelijkbare concentraties van zowel de teststof als de
referentiestof bevat.

Tevens wordt, indien nodig, een volgende steriele kolf ingericht voor de cantrole op de eventuele niet-biologi-
sche afbraak van de teststof door toepassing van een niet-geénte oplossing van de stof (zie 1.6,6.).
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Indien het vermoeden bestaat dat de teststof in belangrijke mate op glas, slib o.i.d. wordt geadsorbeerd, wordt
bovendien in een voorafgaand onderzoek de waarschijnlijke mate van adsorptie en daarmee de geschiktheid van
de test voor de desbetreffende stof bepaald (zie Tabel 1). Hiertoe wordt een kolf met de teststof, het

entmateriaal en het steriliserend middel bereid.

In alle kolven wordt het volume met anorganisch medium tot 11 aangevuld en na mengen wordt uit elke kolf
een monster genomen ter bepaling van de beginconcentratie aan DOC (zie Bijlage 11.4). De openingen van de
kolven worden afgedekt, bij voorbeeld met aluminiumfolie, zodanig dat er een ongehinderde uitwisseling van
lucht tussen de kolf en de omgevende atmosfeer kan plaatsvinden. Vervolgens worden de kolven op de
schudmachine geplaatst en kan de test beginnen.

Aantal kolven in cen doorsnee-proef

Kolven 1 en 2: testsuspensie
Kolven 3 en 4: entmateriaalblanco
Kolf 5: procedurecontrole

bij voorkeur en zo nodig:

Kolf 6: abiotische steriele controle
Kolf 7: adsorptiecontrole

Kolf 8: toxiciteitscontrole

Zie ook 1.6.7.

Uitvoering van de test

Gedurende de test worden met bepaalde tussenpozen de concentraties aan DOC in elke kolf in duplo bepaald,
en wel zo vaak dat het begin van het 10-dagen venster en het percentage verwijdering aan het eind van het
10-dagen venster kunnen worden bepaald. Er wordt geen groter volume aan testsuspensie genomen dan voor
elke bepaling nodig is.

Voordat een monster wordt genomen worden zonodig verliezen door verdamping uir de kolven aangevuld door
toevoeging van verdunningswater (1.6.1.) in de vereiste hoeveelheid. Voordat een monster wordt onttrokken,
wordt het kweekmedium grondig vermengd en wordt er zorg voor gedragen dat aan de wanden van de kolf
hechtend materiaal wordt opgelost of gesuspendeerd.

Onmiddellijk nadat het monster is genomen wordt het met een membraan gefiltreerd of gecentrifugeerd (zie
Bijlage 11.4). De afgefiltreerde of gecentrifugeerde monsters worden op dezelfde dag geanalyseerd danwel
gedurende maximaal 48 uur bij 2-4 °C of langere tijd beneden -18 °C bewaard.

GEGEVENS EN RAPPORTAGE

Verwerking van resultaten

Het percentage afbraak op tijdstipt wordt berekend zoals aangegeven bij 1.7.1. (DOC-bepaling) en, eventueel,
bij 1.7.2. (specificke analyse).

Alle resultaten worden op de daartoe bestemde gegevensformulieren ingevuld.

Geldigheid van de resultaten

Zie 1.5.2.

Rapportage

Zie 1.8.
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GEGEVENSFORMULIER

Hieronder volgt een voorbeeld van een gegevensformulier.

DOC-AFVLAKKINGSTEST

1.
2.
3.

LABORATORIUM
DATUM AAN HET BEGIN VAN DE TEST
TESTSTOF

Naam:
Concentratie voorraadoplossing: mg/] als teststof

Beginconcentratie in het milieu, to: mg/1 als teststof

ENTMATERIAAL
Herkomst:
Uitgevoerde behandeling:

Pre-conditionering, indien van toepassing:

Concentratie van gesuspendeerde vaste stof in reactiemengsel: mg/1.

KOOLSTOFBEPALINGEN

Koolstofanalyse-apparaat: . .

DOC na n dagen (mg/1)

Kolf nr.

<

]
)

n

oy

I

4

Teststof plus az

entmateriaal
a, gem.
Ca(r)

b,

125

b, gem.
Cop

<1

Blanco ent-
materiaal, 3

zonder teststof
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% afbraak na n dagen
Kolf nr.
0 0, n, ny n,
1 D1=(1_—U——U—C“ = Coli )xlOO 0
Cafo) = Chlto)
Chy = Chltn )
2 D;=({1- x 100 0
z ( Chio) = Cblto)
Gem. (*) D_Dl—DZ 0

(*) Indien D, en D, te veel van elkaar verschillen, moet het gemiddelde niet berekend worden.

Opmerking: soortgelijke formules kunnen worden gebruikt voor de referentiestof en toxiciteitscontroles.

7. NIET-BIOLOGISCHE CONTROLE (facultatief)

Tijd (dagen)
Q t
DOC.conc. (mg/l) in C c
steriele controle slo) s(e)
o Ceta = G
% niet-biologische afbraak = C x 100
s(o)

8.  SPECIFIEKE SCHEIKUNDIGE ANALYSE (facultatief)

resthoeveelheid
teststof aan het einde
van de test (mg/1)

% primaire afbraak

Steriele controle

Sy

Geént testmedium

_Shﬁxloo

DEEL III.

I

GEWIJZIGDE OESO-SCREENING TEST (Methode C.4-B)

PRINCIPE VAN DE METHODE

Een gemeten volume anorganisch medium dat een bekende concentratie teststof (10-40 mg DOC/) als enige
nominale bron van organische koolstof bevat wordt geént met 0,5 ml effluent per liter medium. Het mengsel
wordt in het donker of in gedempt licht bij 22 + 2 °C belucht.

De afbraak wordt gedurende 28 dagen mer regelmatige tussenpozen gevolgd door middel van DOC-analyse. De
- mate van biologische afbraak wordt berekend doordat de concentratie verwijderde DOC (gecorrigeerd voor de
waarde in de blanco-entmateriaalcontrole) wordt uitgedrukr als percentage van de aanvankelijk aanwezige
concentratie. De mate van primaire biologische afbraak kan ook worden berekend aan de hand van een
aanvullende chemische analyse die aan het begin en aan het eind van de incubatie wordt uitgevoerd.
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1.2.2.

111.2.3.

[I1.2.4.

BESCHRIJVING VAN DE METHODE
Apparatuur

(a)  Erlenmeyerkolven, b.v. 250 ml tot 2 1, afhankelijk van het voor DOC-analyse benodigde volume;

(b)  Schudmachine — geschikt voor de erlenmeyers, hetzij met een automatische temperatuurregeling, hetzij
gebruikt in een kamer met constante temperatuur, en met een zodanig vermogen dat in alle kolven aérobe
omstandigheden kunnen worden gehandhaafd;

(c)  Filtratie-apparatuur met geschikte membranen;
(d) DOC-analyse-apparaat;
(¢)  Apparatuur voor het bepalen van opgeloste zuurstof;

(f) Centrifuge

Bereiding van anorganisch medium
Zie voor de bereiding van de voorraadoplossing [.6.2.

10 m! van oplossing (a) wordt gemengd met 800 ml verdunningswater, daaraan wordr 1 m] van de oplossingen
(b) t/m (d) toegevoegd en het geheel wordt met verdunningswater tot 1 | aangevuld.

Bij deze methode wordt slechts 0,5 ml effluent/liter als entmateriaal gebruikt en daarom kan het nodig zijn het
medium te versterken met spoorelementen en groeifactoren. Dit geschiedt door toevoeging van 1 ml van elk van
de onderstaande oplossingen per liter uiteindelijk medium:

Spoorelementoplossing:

Mangaansulfaat-tetrahydraat, MnSO,. 4H,0 39,9 ‘mg

Boorzuur, H;BO; 57,2 mg

Zinksulfaat-heptahydraat, ZnSO,. 7H,0 42,8 mg
Ammoniumheptamolybdaat, (NH;)sMo,0,, 34,7 mg
Fe-chelaat (FeCl;-ethyleendiaminetetraazijnzuur) 100,0 mg

Deze stoffen worden opgelost in verdunningswater en de oplossing wordt tot 1 000 ml met verdunningswater
aangevuld.

Vitamine-oplossing:
Gistextract 15,0 mg

Het gistextract wordt opgelost in 100 ml verdunningswater De oplossing wordt gesteriliseerd door filtratie door
een membraan van 0,2 micron of vers bereid.

Bereiding en pre-conditionering van entmateriaal

Het entmateriaal is afkomstig van het secundaire effluent van een zuiveringsinstallatie of een laboratoriumin-
stallatie die hoofdzakelijk huishoudelijk afvalwater ontvangt. Zie [.6.4.2. en 1.6.5.

Hiervan wordt 0,5 m! per liter mineraal medium gebruikt.

Bereiding van de proefoplossingen

Bij wijze van voorbeeld worden porties van 800 ml anorganisch medium in erlenmeyers van 2 liter gebracht en
wordt in de afzonderlijke kolven telkens een zodanig volume aan voorraadoplossingen van teststof en
referentestof toegevoegd dat een concentratie met een chemisch equivalent van 10-40 mg DOC/] wordt
verkregen. De pH-waarden worden gecontroleerd en, zonodig, op 7,4 bijgesteld. De kolven worden geént met
rioolwaterzuiveringseffluent in een hoeveelheid van 0,5 ml/liter (zie 1.6.4.2.). Tevens worden controles voor
entmateriaal in het anorganische medium bereid zonder test- of referentiestof.

Zonodig wordt één kolf gebruikt om de eventuele remmende werking van een teststof te controleren door het
enten van een oplossing die in het anorganische medium vergelijkbare concentraties van zowel de teststof als de
referentiestof bevat.
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Tevens wordt, indien nodig, een volgende steriele kolf ingericht voor de controle op de eventuele niet-biologi-
sche afbraak van de teststof door toepassing van cen niet-geénte oplossing van de stof (zie 1.6.6.).

Indien het vermoeden bestaat dat de teststof in belangrijke mate op glas, slib o.i.d. wordt geadsorbeerd, wordt
bovendien in een voorafgaand onderzoek de waarschijnlijke mate van adsorptie en daarmee de geschiktheid van
de test voor de desbetreffende stof bepaald (zie Tabel 1). Hiertoe wordt een kolf met de teststof, het
entmateriaal en het steriliserend middel bereid.

In alle kolven wordt het volume met anorganisch medium tot 11 aangevuld en na mengen wordt uit elke kolf
een monster genomen ter bepaling van de beginconcentratie aan DOC (zie Bijlage 11.4). De openingen van de

kolven worden afgedekt, bij voorbeeld met aluminiumfolie, zodanig dat er een ongehinderde uitwisseling van
lucht tussen de kolf en de omgevende atmosfeer kan plaatsvinden. Vervolgens worden de kolven op de

schudmachine geplaatst en kan de test beginnen.
Aantal kolven in een doorsnec-proef

Kolven 1 en 2: testsuspensie

Kolven 3 en 4: entmateriaalblanco

Kolf 5: procedurecontrole

en bij voorkeur en zo nodig:

Kolf 6: abiotische steriele controle

Kolf 7: adsorptiecontrole

Kolf 8: toxiciteitscontrole

Zie ook 1.6.7.

Uitvoering van de test

Gedurende de test worden met bepaalde tussenpozen de concentraties aan DOC in elke kolf in duplo bepaald,
en wel zo vaak dat het begin van het 10-dagen venster en het percentage verwijdering aan het eind van het
10-dagen venster kunnen worden bepaald. Er wordt geen groter volume aan testsuspensie genomen dan voor
elke bepaling nodig is.

Voordat een monster wordt genomen worden zonodig verliezen door verdamping uit de kolven aangevuld door
toevoeging van verdunningswater (1.6.1.) in de vereiste hoeveelheid. Voordat een monster wordt ontrrokken
wordt het kweekmedium grondig vermengd en wordt er zorg voor gedragen dat aan de wanden van de kolf
hechtend materiaal wordt opgelost of gesuspendeerd. Onmiddellijk nadat het monster is genomen wordt het
met cen membraan gefiltreerd of gecentrifugeerd (zie Bijlage 11.4). De afgefiltreerde of gecentrifugeerde
monsters worden op dezelfde dag geanalyseerd danwel gedurende maximaal 48 uur bij 2-4 °C of langere tijd
beneden —18 °C bewaard.

GEGEVENS EN RAPPORTAGE

Verwerking van de resultaten

Het percentage afbraak op tijdstip t wordt berekend zoals aangegeven bij 1.7.1. (DOC-bepaling) en, eventueel,
bij 1.7.2. (specifieke analyse).

Alle resultaten worden op de daartoe bestemde gegevensformulieren ingevuld.

Geldigheid van de resultaten

Zie [.5.2.

Rapportage

Zie 1.8.
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GEGEVENSFORMULIER
Hieronder wordt een voorbeeld van een gegevensformulier gegeven.
GEWIJZIGDE OESO-SCREENING TEST

1. LABORATORIUM
2. DATUM AAN HET BEGIN VAN DE TEST
3. TESTSTOF
Naam:
Concentratie voorraadoplossing: mg/1 als teststof

Beginconcentratie in het milieu, to: mg/1 als teststof

4.  ENTMATERIAAL
Herkomst:
Uitgevoerde behandeling:
Pre-conditionering, indien van toepassing:

Concentratie van gesuspendeerde vaste stof in reactiemengsel: mg/|
5.  KOOLSTOFBEPALINGEN

Koolstofanalyse-apparaat:

DOC na n dagen (mg/l)

Kolf nr.

oy

ny

n3

Teststof plus a

entmateriaal

[\
o
~

Blanco
entmateriaal, i 3 c,

zonder
teststof ¢, gem.
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-
% afbraak na n dagen
Kolf nr.
0 n; n, ny
[

Can = Chlnr
1 D = <1 _ ___aLrJ___LL) x 100 0

! Cao) ~ Chlio)
2 Coig = Chin ) 0

D; = (1 - x 100

: Co(o) = Col(o)

Gem. (*) D_Dl—Dz 0
- 2
1

(*) Indien D, en D, te veel van elkaar verschillen, moet het gemiddelde niet berekend worden.

Opmerking: soortgelijke formulés kunnen worden gebruikt voor de referentiestof en toxiciteitscontroles.

7. NIET-BIOLOGISCHE CONTROLE (facultatief)

Tijd (dagen)

DOC-conc. (mg/l)

. . C
in steriele controle

s{o)

% niet-biologische afbraak = —C—S‘Q():-ﬁm x 100
s(o)

§.  SPECIFIEKE SCHEIKUNDIGE ANALYSE (facultatief)

resthoeveelheid
teststof aan het % primaire afbraak
einde van de test

Steriele
Sp
controle
; . Sp - S
Geént testmedium S, —JS x 100
b
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KOOLDIOXYDE CO,-ONTWIKKELINGTEST (Methode C.4-C)
PRINCIPE VAN DE METHODE

Een gemeten volume geént anorganisch medium dat een bekende concentratie teststof (10-20 mg DOC of
TOC/1) als enige nominale bron van organische koolstof bevat wordt belucht door doorleiden van kooldioxy-
de-vrije lucht met een geregelde snelheid, in het donker of in gedempt licht. De afbraak wordt gedurende
28 dagen gevolgd door bepaling van het geproduceerde kooldioxyde dat in barium- of natriumhydroxyde
wordt afgevangen en door titratie van het resterende hydroxyde of als anorganische koolstof wordt gemeten.
De hoeveelheid geproduceerd kooldioxyde uit de teststof (gecorrigeerd voor datgene dat afkomstig is van het
blanco entmateriaal) wordt uitgedrukt als een percentage van ThCO,. De mate van biologische afbraak kan
ook worden berekend aan de hand van een aanvullende DOC-analyse die aan het begin en aan het eind van de
incubarie wordt uitgevoerd.

BESCHRIJVING VAN DE METHODE

Apparatuur

a) Kolven, inhoud 2-5 liter, elk voorzien van een beluchtingsbuis die tot onder in de kolf reikt en een
uitgang;

b)  Magneetroerders, indien slecht oplosbare stoffen worden bepaald;
c) Gas-absorptieflessen;
d) Inrichting voor het regelen en meten van de luchtstroom;

e)  Apparatuur voor het uitwassen van kooldioxyde, voor het bereiden van lucht die vrij is van kooldioxyde;
in plaats daarvan kan een mengsel van COj-vrije zuurstof en COp-vrije stikstof uit gascilinders in de
juiste verhouding (20 % O,: 80 % N,) worden gebruikt;

f) Inrichting voor het bepalen van kooldioxyde, hetzij titrimetrisch hetzij met behulp van een of ander
analyse-apparaat voor anorganische koolstof;

g) Inrichting voor membraanfiltratie (facultatief);

h)  DOC-analyse-apparaat (facultatief).

Bereiding van anorganisch medium
Zie voor de bereiding van de voorraadoplossingen, 1.6.2.

10 ml van oplossing (a) wordt gemengd met 800 m! verdunningswater, daaraan wordt 1 ml van de oplossingen
(b) t/m (d) toegevoegd en het geheel wordt met verdunningswater tot 11 aangevuld.

Bereiding en pre-conditionering van entmateriaal

Het entmateriaal kan van diverse bronnen afkomstig zijn: actief slib, behandeld water, oppervlaktewater en
grond of een mengsel daarvan.

Zie 1.6.4.,.1.6.4.1.,, 1.6 4.2. en .6.5.

Bereiding van de proefoplossingen

Bij wijze van voorbeeld geven de onderstaande volumes en gewichten de waarden aan voor 5-literkolven die 3 |
suspensie bevatten. Indien kleinere volumes worden gebruikt, worden de waarden dienovereenkomstig
aangepast, maar er dient op te worden toegezien dat het gevormde kooldioxyde nauwkeurig kan worden
gemeten.

In elke 5-literkolf wordt 2 400 ml anorganisch medium gebracht. Daaraan wordt een zodanig volume van het
bereide actieve slib (zie 1.6.4.1. en 1.6.5.) toegevoegd dat een concentratie aan gesuspendeerde deeltjes van niet
meer dan 30 mg/] in het uiteindelijke 3 1 geént mengsel wordt verkregen. In plaats daarvan kan eerst het bereide
slib worden verdund tot een suspensie van S00-1 000 mg/1 in het anorganische medium voordat een berekende
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hoeveelheid daarvan aan de 2400 ml anorganisch medium in de S-literkolf wordt toegevoegd om een
concentratie van 30 mg/} in het uiteindelijke 3 | proefvolume te verkrijgen. Dit gaat gepaard met een grotere
nauwkeurigheid. Ook andere bronnen van entmateriaal kunnen worden gebruikt {zie 1.6.4.2.).

De geénte mengsels worden gedurende een nacht belucht met CO,-vrije lucht zodat kooldioxyde uit het systeem
wordt verwijderd.

In telkens een aantal gelijke kolven worden afzonderlijk testmateriaal en referentiestof als gekende volumes
voorraadoplossingen toegevoegd tot concentraties als gevolg van de toegevoegde stoffen van 10 tot 20 mg DOC
of TOC/1; enkele kolven blijven zonder toevoeging van chemicalién en dienen als controle op het entmateriaal.
Slecht oplasbare teststoffen worden rechtstreeks in de kolven gebracht op basis van gewicht of volume of
worden behandeld als beschreven in Bijlage III.

Zonodig wordt één kolf gebruikt voor de controle op het eventuele remmende effect van de teststof waarbij
zowel de teststof als de referentiestof in dezelfde concentraties als in de andere kolven worden toegevoegd.

Tevens wordt indien nodig een steriele kolf gebruikt voor de controle op de eventuele niet-biologische afbraak
van de teststof, waarbij een niet-geénte oplossing van de stof wordt gebruike (zie 1.6.6.). Steriliseren door
toevoeging van een giftige stof met de geschikte concentratie.

Het volume van de suspensies wordt in alle kolven aangevuld tot 3 | door toevoeging van anorganisch medium
dat vooraf met CO,-vrije lucht is belucht. Eventueel kunnen monsters worden getrokken voor analyse van
DOC (zie Bijlage I1.4) en/of specifieke analyse. De absorptieflessen worden aangesloten op de luchtuitgangen
van de kolven.

Indien bariumhydroxyde wordt gebruikt, worden drie absorptiekolven, die elk 100 m! 0,0125 M bariumhydro-
xyde-oplossing bevatten, in seric op elke S-literkolf aangesloten. De oplossing moet vrij van neergeslagen
sulfaat en carbonaat zijn en de concentratie moet vlak voor gebruik worden bepaald. Indien natriumhydroxyde
wordt gebruikt, worden twee vallen aangesloten, waarbij de tweede dient als controle om aan te tonen dat alle
kooldioxyde in de eerste is geabsorbeerd. Bruikbaar zijn absorptiekolven die zijn voorzien van sluitingen voor
serumflessen. In elke kolf wordt 200 ml 0,05 M natriumhydroxyde gebracht, welke hoeveelheid voldoende is
voor het absorberen van de totale hoeveelheid kooldioxyde die bij volledige afbraak van de teststof wordt
ontwikkeld. De natriumhydroxyde-cplossing zal echter, zelfs indien deze vers is bereid, sporen carbonaten
bevatten; dit wordt gecorrigeerd door aftrek van het carbonaat in de blanco.

Aantal kolven in cen doorsnee-proef
Kolven 1 en 2: testsuspensie
Kolven 3 en 4: entmateriaalblanco

Kolf 5: procedurecontrole

en bij voorkeur en zo nodig:
Kolf 6: abiotische steriele controle
Kolf 7: toxiciteitscontrole

Zie ook 1.6.7.

Uitvoering van de test

De test wordr gestart doordat CO,-vrije lucht met een snetheid van 30-100 ml/min. door de suspensies wordt
geborreld. Van tijd tot tijd worden monsters van het kooldioxyde absorberende materiaal genomen voor
analyse van het CO,-gehalte. Tijdens de eerste tien dagen verdient het aanbeveling elke tweede of derde dag
analyses uit te voeren en vervolgens elke vijfde dag tot de 28ste dag zodat het 10-dagen venster kan worden
vastgesteld.

Op de 28ste dag worden (indien van toepassingj monsters getrokken voor DOC-analyse en/of specifieke
analyse, wordt de pH van de suspensies gemeten en wordt aan elke kolf 1 ml geconcentreerd zourzuur
roegevoegd; de kolven worden gedurende een nacht belucht teneinde het in de testsuspensies aanwezige
kooldioxyde te verdrijven. Op dag 29 wordt de laatste analyse van vrijgekomen kooldioxyde gemaakt.
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Op de dagen van CO,-meting wordt de absorptiefles voor bariumhydroxyde die het dichtst bij de kolf staat,
losgekoppeld en wordt de hydroxyde-oplossing getitreerd met 0,05 M HCI met fenolftaleine als indicator. De
overige absorptieflessen worden een plaats dichter bij de kolf gebracht en er wordr een nieuwe absorptiefles met
daarin 100 ml vers 0,0125 M bariumhydroxyde aan het eind van de reeks geplaatst. De titraties worden
uitgevoerd wanneer dat nodig is, bij voorbeeld wanneer in de eerste val een aanzienlijke hoeveelheid neerslag
wordt waargenomen en voordat er in de tweede val een duidelijke neerslag is, of ten minste wekelijks. In het
andere geval wordt, wanneer NaOH absorptiemiddel is, met een spuit een klein monster (afhankelijk van de
kenmerken van de gebruikte koolstof-analysator) van de natriumhydroxyde-oplossing in de absorptiefles die het
dichtst bij de kolf staat, getrokken. Het monster wordt in het IC-gedeelte van het koolstofanalyse-apparaat
gespoten en rechtstreeks geanalyseerd op ontwikkelde kooldioxyde.

De inhoud van de tweede val wordt alleen aan het eind van de rest geanalyseerd ter correctie van eventuele
overdracht van kooldioxyde.

GEGEVENS EN RAPPORTAGE
Verwerking van de resultaten

De hoeveelheid in een absorptiefles afgevangen CO, die wordt getitreerd komt overeen met:

mg CO, = (100 x Cy -0,5 x V x C,) x 44
waarin: .
V = volume HCI dat is gebruikt voor het ttreren van de 100 ml in de absorptiefles (ml),
Cy = concentratie bariumhydroxyde-oplossing (M),
C, = concentratie zoutzuuroplossing (M),

en, indien Cg 0,0125 M en C4 0,05 Mis, is de getitreerde hoeveelheid voor 100 ml bariumhydroxyde 50 m! en
wordt het gewicht aan CO, gegeven door:

0,05
2

x 44 x ml getitreerd HCl = 1,1 x m] HCl
In dit geval bedraagt dus de factor voor het herleiden van het getitreerde volume HCI tot geproduceerde mg
CcOo, 1,1.

Het CO,-gewiche dat afkomstig is uit alleen het entmateriaal en dat wat afkomstig is van het entmateriaal plus
de teststof worden berekend met de desbetreffende titratiewaarden en het verschil is het gewicht aan CO, dat
alleen door de teststof is geproduceerd.

Indien bij voorbeeld het entmateriaal alleen een titratie van 48 ml en het entmateriaal plus teststof 45 ml geeft,
dan geldt:

CO, uit entmateriaal = 1,1 x (50-48) = 2,2 mg
CO,; uit entmateriaal plus teststof = 1,1 x (50-45) = 5,5 mg
en derhalve bedraagt het gewicht aan CO, dat door teststof is produceerd 3,3 mg.

Het percentage biologische afbraak wordrt berekend uit:

mg CO; geproduceerd x 100
ThCO; x mg toegevoegde teststof

% afbraak =

of,

mg CO, geproduceerd x 100

% afbraak =
o mg TOC toegevoegd in test x 3,67

waarbij 3,67 de omrekeningsfactor {(44/12} van koolstof naar kooldioxyde is.
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Het percentage afbraak na elk tijdsinterval wordt verkregen door optellen van het percentage van ThCO,-waar-
den dat voor elk van de dagen, tot het tijdstip waarop het is gemeten, is berekend.

Voor natriumhydroxyde-absorptieflessen wordt de hoeveelheid geproduceerd kooldioxyde berekend en uitge-
druke als IC (mg) door vermenigvuldiging van de concentratie IC in het absorptiemiddel met het volume van het
absorptiemiddel.

Het percentage afbraak wordt berekend uit:

mg IC uit testkolf — mg IC uit blanco
mg TOC toegevoegd als teststof

% ThCO; = x 100

De verwijdering van DOC (indien van toepassing) wordt berekend zoals beschreven onder 1.7. Deze en alle
andere resultaten worden op het beschikbare gegevensformulier vermeld.

Geldigheid van de resultaten

Het IC-gehalte van de suspensie van teststof in het anorganische medium aan het begin van de test moet minder
dan § % bedragen van de TC en de totale CO,-ontwikkeling in de entmateriaal-blanco aan het eind van de test
mag doorgaans niet meer dan 40 mg/l medium bedragen. Indien waarden van meer dan 70 mg CO,/l worden
verkregen, dienen de gegevens en de proefopzet kritisch te worden onderzocht.

Zie ook 1.5.2.

Rapportage

Zie 1.8.

GEGEVENSFORMULIER

Hieronder volgt een voorbeeld van een gegevensformulier.
KOOLDIOXYDE (CO,) -ONTWIKKELINGTEST

1. LABORATORIUM

2. DATUM AAN HET BEGIN VAN DE TEST

3. TESTSTOF
Naam:
Concentratie voorraadoplossing: mg/] als teststof
Beginconcentratie in het milieu: mg/1 als teststof
Totale C aan kolf toegevoegd: mg C

ThCO,: mg CO,

4.  ENTMATERIAAL
Herkomst:
Uitgevoerde behandeling:
Pre-conditionering, indien van toepassing:

Concentratie van gesuspendeerde vaste stof in reactiemengsel: mg/|



5. KOOLDIOXYDEPRODUKTIE EN AFBREEKBAARHEID:

Methode: Ba(OH),/NaOH/andere

Gevormde CO; ] Gevormde CO,
test (mg) blanco (mg) Gevormde CO, % ThCO,
Tijd cumulatief (mg)
(dag) ) ; (test minus cumulatief CO; 100
x
gem gem blanco gem.) ThCO;
2 4 1 2 1 2 gem.

0

Ny

0y

n3

28

Opmerking: soortgelijke schema’s kunnen worden gebruikt voor de referentiestof en voor toxiciteitscontro-

les.
6. KOOLSTOFANALYSE (facultatief)
Koolstofanalyse-apparaat: ...
Tijd (dag) Blanco mg/1 Teststof mg/1
0 Chio) . C,
28 (*) Chiy) C,
(") of aan het eind van de incubatie
% DOC verwijderd = (1 - —91;29‘9—) x 100
Co - Cb(o)
7. NIET-BIOLOGISCHE AFBRAAK (facultatief)

% niet-biologische afbraak =

CO,-vorming in steriele kolf na 28 dagen (mg) % 100

ThCO; (mg)




DEEL V.

V.1

V.2.

V.2.1.

V.2.2.

V.24

MANOMETRISCHE RESPIROMETRIE TEST (Methode C.4-D)
PRINCIPE VAN DE METHODE

Een gemeten volume geént anorganisch medium dat een bekende concentratie teststof (100 mg/ | teststof die ten
minste 50-100 ing ThOD/! geeft) als enige nominale bron van organische koolstof bevat, wordt gedurende ten
hoogste 28 dagen in een gesloten kolf bij een constante temperatuur (+ 1 °C of minder) geroerd. Het gebruik
aan zuurstof wordt bepaald hetzij door meten van hoeveelheid zuurstof (elekerolytisch geproduceerd) die nodig
is om in de respirometerkolf een constant gasvolume te behouden, hetzij op grond van de verandering van het
volume of van de druk {of een combinatie daarvan) in de apparatuur. Ontwikkelde kooldioxyde wordt
geabsorbeerd in een oplossing van kaliumhydroxyde of een ander geschikt absorptiemiddel. De hoeveelheid
door de teststof opgenomen zuurstof (gecorrigeerd voor opneming door de parallel behandelde blanco-entstof)
wordt uitgedruke als percentage ThOD of COD. Facultatief kunnen de primaire biclogische afbraak worden
berekend uit de aanvullende specificke analyse die aan het begin en aan het cinde van de incubatie wordt

.uitgevoerd, en de totale afbraak door DOC-analyse.

BESCHRIJVING VAN DE METHODE

Apparatuur

(a)  geschikte respirometer;

(b)  temperatuurregeling, constant op + 1 °C of beter;
(c) membraan-filtratie-inrichting (facultatief);

(d)  koolstof analyse-apparaat (faculraticf).

Bereiding van anorganisch medium
Zie voor de bereiding van de voorraadoplossingen 1.6.2.

10 ml van oplossing (a) wordt gemengd met 800 m! verdunningswater, daaraan wordt 1 ml van de oplossingen
(b) t/m (d) toegevoegd en het geheel wordt met verdunningswater tot 1 | aangevuld.

Bereiding en pre-conditionering van entmateriaal

Het entmateriaal kan van diverse bronnen afkomstig zijn: actief slib, behandeld water, oppervlaktewater en
grond of een mengsel daarvan.

Zie 1.6.4.,1.6.4.1.,1.6.4.2. en L.6.5.

Bereiding van de proefoplossingen

Oplossingen van de teststof en referentiestof worden afzonderlijk in anorganisch medium, uitgaande van
voorraadoplossingen, bereid in een hoeveelheid die doorgaans overeenkomt met een concentratie van 100 mg
chemische stof/] (overeenkomend met ten minste 50-100 mg ThOD/1).

Het ThOD wordt berekend op basis van de vorming van ammoniumzouten, tenzij nitrificatie moet worden
verwacht, in welk geval de berekening moeten worden gebaseerd op nitraatvorming (zie Bijlage 11.2.).

De pH-waarden worden bepaald en zonodig bijgesteld op 7,4 + 0,2.
Slecht oplosbare stoffen dienen pas in een Jater stadium te worden toegevoegd (zie hieronder).

Indien de giftigheid van de teststof moet worden bepaald, wordt nog een oplossing in anorganisch medium
bereid welke zowel de teststof als de referentiestof in dezelfde concentraties als in de afzonderlijke oplossingen
bevat.

Indien meting van de fysisch-chemische zuurstofopname nodig is, wordt een oplossing van de teststof die door
toevoeging van een geschikte giftige stof gesteriliseerd is (zie [.6,6.) in een hoeveelheid van gewoonlijk 100 mg
ThOD/! bereid.



V.2.5.

V.2.6.

V.3.1.

Het benodigde volume van oplossingen van de teststof en de referentiestof wordt ten minste in duplo in kolven
gebracht. In volgende kolven wordt alleen anorganisch medium gebrachr (voor entstof controles) en, zonodig,
de gemengde oplossing van teststof en referentiestof en de steriele oplossing.

Indien de teststof slecht oplosbaar is wordt deze in dit stadium rechtstreeks toegevoegd op basis van gewicht of
volume of wordr deze behandeld als beschreven in Bijlage III. Aan de compartimenten van het COj-absorp-
tie-apparaat worden kaliumhydroxyde, natronkalkpillen of een ander absorptiemiddel toegevoegd.

Aantal kolven in een doorsnee-proef

Kolven 1 en 2: testsuspensie
Kolven 3 en 4: entmateriaalblanco

Kolf §: procedurecontrole

bij voorkeur en zo nodig:
Kolf 6: steriele controle
Kolf 7: toxiciteitscontrole
Zie 1.6.7.

Uitvoering van de test

De kolven worden op de gewenste temperatuur gebracht en de daartoe bestemde kolven worden geént met
bereid actief slib of een andere bron van entmateriaal tot een concentratie aan gesuspendeerde vaste stof van
niet meer dan 30 mg/l. De apparatuur wordt in gereedheid gebracht, de roerder wordt aangezet, het geheel
wordt gecontroleerd op luchtdichtheid en de meting van de zuurstofopname wordt gestart. Gewoonlijk is dan
geen verdere aandacht nodig behalve voor de nodige aflezingen en voor de dagelijkse controle op de juiste

temperatuur en het juiste roeren.

De zuurstofopname wordt met behulp van de door de fabrikant van de apparatuur verstrekte methoden
berekend uit de met regelmatige tussenpozen verrichte aflezingen. Aan het eind van de incubatie, gewoonlijk na
28 dagen, wordt de pH van de inhoud van de kolven gemeten, in het bijzonder indien de opgenomen
hoeveelheid zuurstof lager is danwel hoger is dan ThODypy4 (voor stikstof bevattende verbindingen).

Indien nodig worden aan het begin en aan het eind monsters vit de respirometerkolven genomen voor analyse
van DOC of specificke chemische stof (zie Bijlage 11.4). Bij monsterneming aan het begin dient er voor te
worden gezorgd dat het volume van de in de kolf achterblijvende testsuspensie bekend is. Wanneer door een
N-bevattende teststof zuurstof wordt opgenomen, wordt de toename van de concentratie nitriet en nitraat in
28 dagen bepaald en wordt de correctie voor de door nitrificatie verbruikte zuurstof berekend (Bijlage V).

GEGEVENS EN RAPPORTAGE
Verwerking van de resultaten
De opgenomen hoeveelheid zuurstof (mg) van de teststof na een bepaalde tijd (die is gecorrigeerd voor de

blanco entstofcontrole na dezelfde tijd) wordr gedeeld door het gewicht van de onderzochte teststof. Dit geeft
het BOD die is uvitgedrukt als mg zuurstof/mg teststof, d.w.z.

mg O;-opname door teststof — mg O,-opname door blanco
mg teststof in kolf

BOD =

mg O) per mg teststof.

Het percentage biologische afbraak wordt berekend hetzij uit:

BOD (mg Oy/mg stof)
ThOD (mg Oj/mg stof)

% biologische afbraak = % ThOD = x 100,

hetzij uit

BOD (mg Oj/mg stof)
COD {mg Oa/mg stof}

% COD = x 100



V.3.2.

V.3.3.

V.4

Opgemerkt dient te worden dat deze twee methoden niet noodzakelijk dezelfde waarde geven; bij voorkeur
wordt de eerstgenoemde methode gebruike.

Voor teststoffen die stikstof bevatten worde het geschikte ThOD (NH, of NO;) gebruikt, afhankelijk van
hetgeen bekend is of verwacht wordt omtrent het optreden van nitrificatie (Bijlage 11.2). Indien nitrificatie
optreedt maar niet volledig is, wordt uit de verandering in concentraties nitriet en nitraat een correctie berekend
voor de door de nitrificatie verbruikte zuurstof (Bijlage V).

Wanneer facultatieve bepalingen van organische koolstof en/of specifieke chemische stof worden uitgevoerd,
wordt het percentage afbraak berekend zoals beschreven is onder 1.7.

Alle resulraten worden op de bijgevoegde gegevensformulieren vermeld.

_ Geldigheid van de resultaten

De hoeveelheid opgenomen zuurstof van de entmateriaalblanco bedraagt normaal 20-30 mg 0,/1 en mag in
28 dagen niet groter zijn dan 60 mg/ 1. Waarden hoger dan 60 mg/1 nopen tot ecn kritisch onderzoek van de
gegevens en de experimentele technieken. Indien de pH-waarde buiten het gebied 6-8,5 ligt en het zuurstofver-
bruik door de teststof minder dan 60 % bedraagt, dient de test te worden herhaald met een lagere concentratie

teststof.

Zie ook 1.5.2.

Rapportage

Zie 1.8.

GEGEVENSFORMULIER

Hieronder volgt een voorbeeld van een gegevensformulier.
MANOMETRISCHE RESPIROMETRIE TEST

1. LABORATORIUM

2. DATUM AAN HET BEGIN VAN DE TEST

3.  TESTSTOF
Naam:
Concentratie voorraadoplossing: mg/]
Beginconcentratie in het milieu, Cq: mg/!
Volume in de testkolf (V): mi

ThOD stof/COD stof: mg O,/mg (NH,, NO;)

4. ENTMATERIAAL
Herkomst:
Uitgevoerde behandeling:
Pre-conditionering, indien van toepassing:

Concentratie van gesuspendeerde vaste stof in reactiemengsel: mg/l



5. ZUURSTOFOPNAME: BIOLOGISCHE AFBREEKBAARHEID
Zeit (Tage)
0 7 14 E) 21 28
O, opname (mg) 1
teststof
2
a, gem.
O, opname (mg) 3
blanco
4
b, gem
Gecorrigeerde (a; — bp)
BOD (mg)
(a; — bp)
BOD per mg {ay - b
a; - b)
teststof cV
{ag-b)
C.V
% afbraak Dy (ay)
BOD x 100 P (22
ThOD .
gem

V = volume medium in testkolf .

* Indien D, en D, te veel van elkaar verschillen, moet het gemiddelde niet berekend worden.

N.B.: Soortgelijke schema’s kunnen worden gebruikt voor de referentie-

stof en de toxiciteitscontroles.

6. CORRECTIE VOOR NITRIFICATIE (zie Bijlage V)
r Dag 0 28 Verschil
1
i) Concentratie nitraat (mg N/1) (N)
ii) Zuurstofequivalent (4,57 x N x V) (mg) — —
(N}

iv) Zuurstofequivalent (3,43 x N x V) (mg)

(

(i

(iii) Concentratie nitriet (mg N/1)
(

(

it +iv) Totaal zuurstofequivalent

KOOLSTOF ANALYSE (faculratief)

Koolstof analyse-apparaat: ...

Tijd (dag) I Blanco mg/1 Teststof mg/1
0 (Coio) (Co)
28* (Core) (€

* of aan het eind van de incubatie




G- Chie

% DOC verwijderd = (l -
ae Co = Cblo

)xlOO

8.  SPECIFIEKE CHEMISCHE ANALYSE (facultarief)

S, = concentratie in fysisch-chemische (steriele) controle na 28 dagen.

w
1}

concentratie in de geénte kolf na 28 dagen.

% biologische afbraak = ELS:E‘ x 100
b

9. NIET-BIOLOGISCHE AFBRAAK (facultatief)

a = zuurstofverbruik in steriele kolven na 28 dagen, (mg).

Zuurstofverbruik per mg teststof = é{;

(zie afdelingen 1 en 3)

ax 100

% nieg-biologische afbraak = &V < ThoD
oV X

DEEL VL GESLOTEN-FLESTEST (Methode C.4-E)
VL.1. PRINCIPE VAN DE METHODE

De oplossing van de teststof in anorganisch medium, doorgaans met een concentratie van 2-5 mg/ 1, wordt
geént met een betrekkelijk gering aantal micro-organismen uit een gemengde populatie en wordt bij constante
temperatuur in het donker in volledig gevulde, afgesloten flessen gehouden. De afbraak wordt gevolgd door
analyse van opgeloste zuurstof gedurende 28 dagen. De door de teststof opgenomen hoeveelheid zuurstof, die
wordt gecorrigeerd voor de opname door de parallel onderzochte blanco voor het entmateriaal, wordt
uitgedrukt als percentage ThOD of COD.

VI.2. BESCHRIJVING VAN DE METHODE
V1.2.1. Apparatuur

a)  BOD-flessen met glazen stoppen, b.v. 250-350 ml;

b) Waterbad of broedapparaat, voor het op constante temperatuur (+ 1 °C of beter) houden van de flessen,
met uitsluiting van licht;

c) Grote glazen flessen (2-5 1) voor de bereiding van medium en voor het aanvullen van de BOD-flessen;

d)  Zuurstofelektrode en meter, of apparatuur en reagentia voor Winkler-titratie.

VIL2.2 Bereiding van anorganisch medium
Zie voor de bereiding van de voorraadoplossing 1.6.2.

1 (een) ml van oplossingen {a) t/m (d) wordt gemengd en het mengsel wordt met verdunningswater tot 1 1
aangevuld.



VI.2.3.

V1.2.4.

VI.2.5.

Bereiding van het entmateriaal

Het entmateriaal is normaal afkomstig van het secundaire effluent van een zuiveringsinstallatie of een
laboratoriuminstallatie die hoofdzakelijk huishoudelijk afvalwater ontvangt. Een alternatieve bron van
entmateriaal is oppervlaktewater. Gewoonlijk wordt één druppel (0,05 ml) tor § ml filtraat per liter medium
gebruike; voorafgaandelijke proeven kunnen nodig zijn om het optimaal volume voor een gegeven effluent te
bepalen (zie 1.6.4.2. en L.6.5.).

Bereiding van de proefoplossingen

Anorganisch medium wordt gedurende ten minste 20 min. krachtig belucht. Elke testreeks wordt met uit
dezelfde voorraad afkomstig mineraal medium uitgevoerd. In het algemeen is het medium na 20 uur staan bij de
testtemperatuur voor gebruik gereed. Ter controle wordt de concentratie opgeloste zuurstof bepaald; de waarde
dient bij 20 °C ongeveer 9 mg/1 te zijn. Alle overbreng- en aanvulhandelingen van het met lucht verzadigde
medium dienen zonder bellen, bijvoorbeeld door gebruik van hevels, te worden uitgevoerd.

Voor de bepaling van de teststof en referentiestof in gelijktijdige proefseries worden parallelle groepen van
BOD-flessen bereid. Een voldoende aantal BOD-flessen, waaronder entmateriaalblanco’s worden gereed
gemaakt zodat op de gewenste tijdstippen, bijvoorbeeld na 0, 7, 14, 21 en 28 dagen, ten minste duplo-metingen
van het zuurstofgebruik kunnen worden gedaan. Om het 10-dagen venster met zekerheid te kunnen vaststellen
kunnen meer flessen nodig zijn.

In grote flessen wordt volledig belucht anorganisch medium gebracht, zodanig dat de flessen voor ongeveer
een-derde gevuld zijn. Vervolgens wordt in afzonderlijke grote flessen zoveel van de voorraadoplossingen van
de teststof en referentiestof gebracht dat de uiteindelijke concentratie van de stoffen niet meer dan ongeveer
10 mg/] is. Aan het blanco-controlemedium dat in een andere grote fles aanwezig is, wordt geen chemische stof
toegevoegd.

Teneinde zekerheid te geven dat de activiteit van het entmateriaal niet beperkend is, mag de concentratie
opgeloste zuurstof in de BOD-flessen niet lager dan 0,5 mg/ 1 zijn. Dit beperkt de concentratie van de teststof
tot ongeveer 2 mg/l. Van slecht afbreckbare teststoffen en van teststoffen met een lage ThOD kan echter
5-10 mg/] worden gebruikt. In sommige gevallen kan het raadzaam zijn twee parallelle reeksen van de teststof
bij twee verschillende concentraties, bijvoorbeeld 2 en 5 mg/ 1 uit te voeren. Als regel wordt de ThOD op grond
van de vorming van ammoniumzouten berekend, maar indien verwacht wordt of bekend is dat nitrificatie
optreedt, wordr de berekening uitgevoerd op basis van de vorming van nitraat (ThODyq3: zie Bijlage I1.2).
Indien nitrificatie evenwel niet volledig is of niet optreedt, wordt gecorrigeerd voor de 'veranderingen in
concentratie nitriet en nitraat, zoals door analyse is vastgesteld (zie Bijlage V).

Indien de toxiciteit van de teststof moet worden onderzocht (bijvoorbeeld in het geval dat eerder een lage
waarde voor de biologische afbreekbaarheid is gevonden) is een volgende reeks flessen nodig.

Een volgende grote fles wordt gevuld met belucht anorganisch medium (tot ongeveer een-derde van het volume)
plus teststof en referentiestof met uiteindelijke concentraties die als regel dezelfde zijn als die in de andere grote
flessen.

De oplossingen in de grote flessen worden met secundair effluent (een druppel of ongeveer 0,05 ml, tot § ml/1)
of met een andere bron, zoals rivierwater geént (zie 1.6.4.2.). Tenslotte worden de oplossingen met belucht
anorganisch medium tot het eindvolume aangevuld met behulp van een hevel die met het oog op een voldoende
menging tot op de bodem van de fles reikt.

Aantal kolven in een doorsnee-proef

In een doorsneebepaling worden de volgende flessen gebruikt:

ten minste 10 die teststof en entrnateriaal bevarten (testsuspensie),
ten minste 10 met alleen entmateriaal (entmateriaalblanco},

ten minste 10 met referentiestof en entmateriaal {procedurecontrole),

en, zonodig 6 flessen met teststof, referentiestof en entmateriaal {toxiciteitscontrole). Om zekerheid te geven dat
het 10-dagen venster kan worden vastgesteld zal ongeveer het dubbele aantal flessen nodig zijn.



VI.2.6. Uitvoering van de test

Elke bereide oplossing wordt met behulp van een hevel uit het onderste kwart (niet de bodem) van de
desbetreffende grote fles onmiddellijk in de bijbehorende groep BOD-flessen overgebracht, zodat alle BOD-fles-
sen volledig gevuld zijn. Er wordt zachtjes op de kolven geklopt om eventuele luchtbellen te verwijderen. De
flessen van het tijdstip nul worden onmiddellijk op opgeloste zuurstof onderzocht met behulp van de
Winkler-methode of met elektrodemethoden. De inhoud van de flessen kan met het oog op latere analyse via de
Winkler-methode worden bewaard door toevoeging van mangaan(Il)sulfaat en natriumhydroxyde (het eerste
Winkler-reagens). De zorgvuldig afgesloten flessen die de zuugstof als bruin gehydrateerd mangaan(ll)oxyde
gefixeerd bevatten, worden gedurende niet langer dan 24 uur bij 10-20 °C in het donker bewaard, voordat de
overige stappen van de Winkler-methode worden uitgevoerd. De overige herhalingsflessen worden afgesloten
zodanig dat er geen luchtbellen worden opgesloten en worden in her donker bij 20 °C geincubeerd. Elke reeks
moet vergezeld gaan van een volledige paralleirecks voor de bepaling van het geénte blanco-medium. Voor
analyse van opgelost zuurstof op gezette tijden {ten minste wekelijks) gedurende de bebroeding van 28 dagen
wordt van elke reeks ten minste één duplofles genomen.

Wekelijkse monsterneming is voldoende voor de bepaling van het percentage verwijdering in een 14-dagen
venster, terwijl een bemonstering om de 3-4 dagen het vaststellen van een 10-dagen venster mogelijk maakt,
waarbij ongeveer tweemaal zoveel flessen nodig zijn.

Voor stikstof bevartende teststoffen moeten correcties voor de door eventueel optredende nitrificatie veroor-
zaakte zuurstofopname worden uitgevoerd. Hiertoe wordt de methode met de O,-elektrode toegepast voor de
bepaling van de concentratie opgeloste zuurstof, waarna uit de BOD-fles een monster wordt genomen voor
analyse van nitriet en nitraat. Uit de toename van de concentratie nitriet en nitraat wordt de gebruikte
hoeveelheid zuurstof berekend (zie Bijlage V).

V1.3, GEGEVENS EN RAPPORTAGE
VI1.3.1. Verwerking van de resultaten

Allereerst wordt het BOD dat na elk tijdstip is opgetreden berekend door aftrekken van de zuurstofafname (mg
0,/1) van de entmateriaal-blanco van de afname als gevolg van de teststof. Deze gecorrigeerde afname wordt
gedeeld door de concentratie (mg/1) van de teststof waarbij het specificke BOD als mg zuurstof per mg teststof
wordt verkregen. Het percentage biologische afbreekbaarheid wordt berekend door het specificke BOD door
het specificke ThOD (dat is berekend volgens Bijlage I1.2) of COD (door analyse bepaaid, zie Bijlage 11.3) te

delen, dus:
mg O, opname door teststof -~ mg O opname door blanco
BOD = -
mg teststof in de kolf
= mg O, per mg teststof,
BOD (mg O;/mg teststof)
% afbraak = =
afb ThOD (mg Oy/mg teststof) x 100
ofwel
% afbraak = BOD (mg O»/mg teststof) « 100

COD (mg O3/mg teststof)

Opgemerke dient te worden dat deze twee methoden niet dezelfde uitkomst behoeven te geven; het gebruik van
de eerste methode heeft de voorkeur.

Voor teststoffen die stikstof bevatten wordt het geschikte ThOD (NH, of NOj) gebruike, afhankelijk van
hetgeen bekend is of verwacht wordt omtrent het optreden van nitrificatie (Bijlage II.2). Indien nitrificatie
optreedt maar niet volledig is, wordt uit de verandering in concentraties nitriet en nitraat een correctie berekend
voor de door nitrificatie verbruikte zuurstof (zie Bijlage V).

VI.3.2. Geldigheid van de resultaten

De afname van de hoeveelheid zuurstof in de entmateriaal-blanco mag na 28 dagen niet meer dan 1,5 mg
opgeloste zuurstof/] bedragen. Bij hogere waarden dan deze moeten de experimentele technieken worden



V1.3.3.

Vi4.

doorgelicht. De restconcentratie suurstof in de testflessen mag nooit minder dan 0,5 mg/1 worden. Dergelijke
lage zuurstofconcentraties zijn slechts geldig, indien met de methode waarmee opgeloste zuurstof wordt bepaald
dergelijke concentraties nauwkeurig kunnen worden gemeten.

Zie ook 1.5.2.

Rapportage -

Zie 1.8.

GEGEVENSFORMULIER

Hieronder volgt een voorbeeld van een gegevensformulier
GESLOTEN-FLESTEST

1. LABORATORIUM

2. DATUM AAN HET BEGIN VAN DE TEST

3.  TESTSTOF
Naam:
Concentratie voorraadoplossing: mg/]
Beginconcentratie in de fles: mg/1

ThOD/COD: mg O,/mg teststof

4. ENTMATERIAAL
Herkomst: ‘
Uitgevoerde behandeling:
Pre-conditionering, indien van toepassing:

Concentratie in reactiemengsel: ml/1
5.  DO-BEPALING
Methode: Winkler/elektrode

Analyses kolven

DO (mg/})
Duur van incubatie (d)
0 ny n,
Blanco (zonder 1 C
StOf) 2 CZ
Gem. myp = C—lig
1 2 ’
Teststof - i
2 | |
\
Gem. m, = il—% %
i

N.B.: Soortgelijke schema’s kunnen worden gebruikt voor de referentie-stof en de toxiciteitscontroles.




6. CORRECTIE VOOR NITRIFICATIE (zie Bijlage V)

Duur van incubatie (d)

m

ny

ng

(i) Concentratie nitraat (mg N/I)

(ii) Verandering in nitraatconcentr. (mg N/I)
(iii) Zuurstofequivalent (mg/1)

(iv) Concentratie nitriet (mg N/ )

(v} Verandering in nitrietconcentr. {mg N/1)
(vi) Zuurstofequivalent (mg/1)

(iii + vi) Totaal zuurstofequivalent (mg/1)

7. DO-AFNAME: % AFBRAAK

—

Afname na n dagen (mg/l)

ny

n

n3

FLES 1: (m,, — my) — (mMp, — Mp,)

FLES 2: (m,, - my) ~ (mp, = Mypy)

FLES 1:
% Dy = {(myo — myy) = (Mpo = mp,)] x 100
°HE conc. test x ThOD stof
FLES 2:
% D, = [(myg — M) = (Mpo — my,y)] x 100
< conc. test x ThOD stof
—

%Dgcm.‘:—D%gz

(*) Indien D, en D, te veel van elkaar verschillen, moet het gemiddelde niet berekend worden.

m,. = waarde in de testkolf op tijdstip 0

to

m,, = waarde in de testkolf op tijdstip x

™
m,,, = gem. blanco waarde op tijdstip 0

my, = gem. blanco waarde op tijdstip x

Ook de correctie voor nitrificatie uit iii + vi in afdeling 6 dient te worden toegepast.

8. BLANCO DO-AFNAME

Zuurstofverbruik door blanco: (my, - myye) mg/l. Dit verbruik is van belang voor de geldigheid van de test.

Het dient minder dan 1,5 mg/l te zijn.




DEEL VIL

VIL1.

VIL2.

VIL.2.1.

VIL.2.2.

VIL.2.3.

M.LT.L-TEST (Methode C.4-F)
PRINCIPE VAN DE METHODE

De zuurstofopname door een geroerde oplossing of suspensie van de teststof in een anorganisch medium dat
met speciaal gekweekre, niet-aangepaste micro-organismen is geént, wordt automatisch gedurende 28 dagen bij
25 + 1 °C in een verduisterde, afgesloten respirometer automatisch gemeten. Het vrijkomende kooldioxyde
wordt door natronkalk geabsorbeerd. De biologische afbreekbaarheid wordt uitgedruke als het percentage
zuurstofopname (gecorrigeerd voor opname door de blanco) van de theoretische opname (ThOD). Het
percentage primaire biologische afbreekbaarheid wordt ook berekend uit een aanvullende specifieke chemische
analyse die aan het begin en aan het eind van de incubatie wordt uitgevoerd en verder, naar keuze, door middel
van DOC-analyse.

BESCHRIJVING VAN DE METHODE

Apparatuur

a)  Automatische elektrolytische BOD-meter of respirometer, doorgaans uitgerust met 6 flessen, met elk
300 ml en voorzien van kommetjes die het absorptiemiddel voor CO, bevatten;
b)  Kamer met constante temperatuur en/of waterbad van 25 °C + 1 °C of beter;

c) Membraanfiltratie-eenheid (facultatief);

d)  Koolstof-analysator (facultatief).

Bereiding van anorganisch medium

De volgende voorraadoplossingen worden uitgaande van reagentia van analytische kwaliteit en water (1.6.1.)
bereid: :

(a) Monokaliumdiwaterstoforthofosfaat, KH,PO, §,50¢g
Dikaliummonowaterstoforthofosfaat, K,HPO, 21,75 ¢
Dinatriummonowaterstoforthofosfaat-dodecahydraar Na,HPO,412 H,0 44,60 g
Ammoniumchloride, NH,Cl 1,70 g

Deze stoffen worden in water opgelost en de oplossingwordt tot 1 liter aangevuld.

De pH-waarde van de oplossing dient 7,2 te zijn.

(b)  Magnesiumsulfaat-heptahydraat, MgS0,7 H,;O 22,50 ¢

wordt in water opgelost en tot 1 liter aangevuld.

{(c) Calciumchloride, watervrij, CaCl, 27,50 g

wordt in water opgelost en tot 1 liter aangevuld

(d)  IJzer(Ill)chloride-hexahydraat, FeCl;. 6 H,O 0,25¢

wordt in water opgelost en tor 1 liter aangevuld

Van elke oplossing (a), (b}, (c) en {d) wordt 3 ml genomen en er wordt tot 1 liter aangevuld.

Bereiding van entmateriaal

Verse monsters worden verzameld op niet minder dan 10 lokaties, voornamelijk in gebieden waar uiteeniopen-
de chemicalién worden gebruikt en geloosd. Van plaatsen zoals rioolwaterzuiveringsinstallaties, behandeling-
sinstallaties voor industrieel afvalwater, rivieren, plassen en zeeén worden monsters van 1 liter slib, oppervlak-
tebodem, water e.d. verzameld en grondig dooreen gemengd. Na verwijdering van drijvend materiaal en
bezinking wordr de bovenstaande vloeistof met nazriumhvdroxyde of fosforzuur op pH 7 £ 1 gebrachr.



VIIL.2.4.

VIL2.5.

VIL3.

VIIL.3.1.

Van de gefiltreerde bovenstaande vloeistof wordr een voldoende volume genomen voor het vullen van een
actief-slib-tank van het vul-en-loop-type en de vloeistof wordt ongeveer 23,5 uur belucht. Dertig minuten na
beéindigen van de beluchting wordt ongeveer eenderde van het gehele volume van de bovenstaande vioeistof
verwijderd en wordt een gelijk volume van een oplossing (pH 7) die telkens 0,1 % glucose, pepton en
monokaliumorthofosfaat bevat aan het bezonken materiaal toegevoegd waarna de beluchting wordt hervat.
Deze procedure wordt eenmaal per dag herhaald. De slibeenheid dient volgens een verantwoorde praktijk te
worden gebruikt: effluenten moeten helder zijn, de temperaruur bedraagt 25 + 2 °C ,de pH 7 ¢ 1, slib
bezinkt goed, er is voldoende beluchting om het mengsel te allen tijde aéroob te houden, er zijn protozoén
aanwezig en de activiteit van het slib wordt ten minste elke drie maanden ten opzichte van een referentiestof
getest. Het slib wordt niet eerder als entmateriaal gebruikt dan na een werking van ten minste één maand, maar
ook niet meer dan na vier maanden. Daama wordt op gezette tijden, elke drie maanden, een monster van ten
minste 10 lokaties genomen.

Teneinde vers en oud slib op dezelfde activiteit te houden wordt de gefiltreerde bovenstaande vloeistof van een
in gebruik zijnd actief slib gemengd met een gelijk volume van de gefilrreerde bovenstaande vloeistof van een
vers uit tien bronnen verzameld mengsel en wordt de verenigde vloeistof als boven gekweekt. 18-24 uur nadat
de eenheid is gevoed wordt slib als entmateriaal genomen.

Bereiding van de proefoplossingen

De volgende zes kolven worden bereid:

Nr. 1: teststof in verdunningswater, 100 mg/1

Nr. 2, 3 en 4: teststof in anorganisch medium, 100 mg/1

Nr. S: referentiestof (b.v. aniline) in anorganische medium, 100 mg/!

Nr. 6: alleen anorganisch medium

Slecht oplosbare teststoffen worden rechtstreeks op basis van gewicht of volume toegevoegd of behandeld als
beschreven in Bijlage I1I, met dien verstande dat er geen oplosmiddelen of emulgeermiddelen worden gebruikt.
In alle kolven wordt in daarvoor bestemde kommetjes absorpriemiddel voor CO, gebracht. De pH in de kolven
nrs. 2, 3 en 4 wordt op 7,0 ingesteld.

Uitvoering van de test

De kolven nrs. 2, 3 en 4 (testsuspensies), nr. 5 (activiteitscontrole) en nr. 6 (entmateriaal-blanco} worden geént
met een klein volume entmateriaal tot een concentratie van 30 mg/] gesuspendeerde vaste stof. Aan de kolf 1,
die dient als niet-biologische controle, wordt geen entmateriaal toegevoegd. De apparatuur wordt gemonteerd,
de luchtdichtheid wordr gecontroleerd, de roerders worden aangezet en de meting van de zuurstofopname in het
donker wordt begonnen. De temperatuur, de roerder en het coulometrische registratie-apparaat voor
zuurstofopname worden dagelijks gecontroleerd en eventuele kleurverandering van de inhoud van de kolven
wordt genoteerd. De opgenomen hoeveelheid zuurstof voor de zes kolven wordt rechtstreeks, met een geschikte
methode afgelezen, b.v. van het zes-punts papierregistratie-apparaat, waaruit een BOD-kromme voortkomt.
Aan het eind van de incubatie, gewoonlijk 28 dagen, wordt de pH van de inhoud van de kolven gemeten en
worden de concentraties van de resterende teststof en van eventueel tussenprodukt en, in geval van
wateroplosbare teststof, de concentratie DOC bepaald (Bijlage 11.4). In geval van vluchtige stoffen wordt
bijzondere zorgvuldigheid betracht. Indien nitrificatie wordt verwacht, worden zo mogelijk de nitraat- en
nitrietconcentratie bepaald.

GEGEVENS EN RAPPORTAGE
Verwerking van de resultaten

De door de teststof na een gegeven tijdsduur opgenomen hoeveelheid zuurstof (mg), die is gecorrigeerd voor de
door de blanco-controle van het entmateriaal in dezelfde tijd opgenomen hoeveelheid, wordt gedeeld door het
gewicht van de gebruikte teststof. Dit geeft het BOD, uitgedrukr als mg zuurstof/mg teststof, d.w.z.:

mg O; opname door teststof — mg 0, opname door blanco
mg teststof in kolf

BOD =

mg O/mg teststof.

Het percentage biologische afbraak wordt dan verkregen uit:



VIL3.2.

VIL.3.3.

VIL4.

BOD (mg Oy/mg stof)
ThOD (mg Oy/mg stof)

% biologische afbraak = % ThOD = x 100

Voor mengsels wordt het ThOD berekend uit elementairanalyse, net als voor een eenvoudige verbinding. Al
naar gelang nitrificatic afwezig danwel volledig is (Bijlage I1.2) wordt het bijbehorende ThOD (ThODyyy4 of
ThODyq3) gebruikt. Indien echter nitrificatie optreedt maar niet volledig is, wordt een correctie aangebracht
voor de door nitrificatie verbruikte hoeveelheid zuurstof die is berekend uit de veranderingen in concentraties
nitriet en nitraat (Bijlage V).

Het percentage primaire biologische afbraak wordt berekend uit het verlies aan specifieke (moeder)stof (zie
1.7,2).

Dt:«‘?—-iss's x 100 %
b

Indien er in kolf nr. 1, waar fysisch-chemische verwijdering wordt gemeten, een verlies aan teststof is geweest,
wordt dit gerapporteerd en wordt de concentratie teststof (Sb) na 28 dagen in deze kolf gebruikt voor het
berekenen van het percentage biologische afbraak.

Wanneer bepalingen van de DOC worden uitgevoerd (naar keuze), wordt het percentage uiteindelijke
biologische afbraak berekend uit:

- __C_r;c_m_)
D‘-(l o x 100

zoals beschreven onder punt 1.7.1. Als er verlies aan DOC in kolf nr. 1, waarin fysisch-chemische verwijdering
wordt gemeten, is geweest, wordt de DOC-concentratie in deze kolf gebruikt voor het berekenen van het
percentage biologische afbraak.

Alle resultaten worden op de bijgaande gegevensformulieren geregistreerd.

Geldigheid van de resultaten

De zuurstofopname door de entmateriaal-blanco bedraagt normaal 20-30 mg O,/1 en mag over 28 dagen niet
meer zijn dan 60 mg/l. Hogere waarden dan 60 mg/I betekenen dat de gegevens en experimentele technieken
moeten worden getoetst. Indien de pH-waarde buiten het gebied van een 6-8,5 ligt en het zuurstofverbruik door
de teststof minder dan 60 % bedraagt, dient de test met een lagere concentratie teststof te worden herhaald.

Zie ook 1.5.2.

Indien het percentage afbraak van aniline dat is berekend uit het zuurstofgebruik na 7 dagen niet meer dan
40 % en na 14 dagen niet meer dan 65 % bedraagt, wordt de test als ongeldig beschouwd.

Rapportage

Zie 1.8.

GEGEVENSFORMULIER

Hieronder volgt een voorbeeld van een gegevensformulier
MITI (I} TEST

1.  LABORATORIUM

2. DATUM AAN HET BEGIN VAN DE TEST



3. TESTSTOF
Naam:
Concentratie voorraadoplossing: mg/1 als teststof
Beginconcentratie in het milieu, C,: mg/! als teststof
Volume reactiemengsel, V: ml

ThOD: ... mg O,/I
4, ENTMATERIAAL

Verzamelingsplaatsen van slib:

1) 6)

2) 7)

3) 8)

4) 9)

5) 10)

Concentratie gesuspendeerde vaste stof in actief slib na acclimatisering met synthetisch rioolwa-
ter = ...mg/l

Volume actief slib per liter eindmedium = ...ml

Concentratie slib in eindmedium = ... mg/]

5.  ZUURSTOFOPNAME: BIOLOGISCHE AFBREEKBAARHEID

Gebruikt type respirometer:

Tid (dagen)
0 7 14 21 28
a4
O, opname (mg)
teststof !
a3
O, opname (mg) b
blanco
Gecorrigeerde E:l B Eg
O, opname (mg) (37; b)
Kolf 1
a-b
BOD per mg ( ) Kolf 2
teststof C.V
Kolf 3
1
% afbraak ]
2 f
|
BOD
0
ThoD x 10 3
Gem. (*) 1

N.B.: Soortgelijke schema’s kunnen worden gebruikt voor de referentie-stof en de toxiciteitscontroles.

(*) Indien D; en D; te veel van elkaar verschillen, moet het gemiddelde niet berekend worden.




6. KOOLSTOFANALYSE (facultatief)

Koolstofanalyse-apparaat: . . .

DOC .
Kolf %DOC Gemiddelde
. verwijd.

Gemeten Gecorrig .
Water + teststof a — —
Slib + teststof bl bl-c
Slib + teststof b2 b2-c¢
Slib + teststof b3 b3-c¢
Blancocontrole c — — -

% DOC verwijderd: %‘—9 x 100
7. GEGEVENS UIT DE SPECIFIEKE CHEMISCHE ANALYSE
Resthoeveclheid teststof bij einde test 1

% afbraak

blancotest met water Sb
Sal

geént medium S.2
Sa3

% afbraak = 5’?‘—@1 x 100
b

Berekend wordt het % afbraak, respectievelijk voor kolven ay, a; en a3.

§. OPMERKING

De kromme van het BOD tegen de tijd wordt, indien beschikbaar, bijgevoegd.




BIJLAGE I
AFKORTINGEN EN DEFINITIES

DO: Opgeloste zuurstof (mg/1) is de concentratie zuurstof die is opgelost in een waterig medium.

BOD: (BZV), biochemisch zuurstofverbruik (g) is de hoeveelheid zuurstof die door micro-organismen wordt
verbruikr bij het metaboliseren van een test- verbinding; wordt ook uitgedrukt als g zuurstofopname
per g testverbinding (zie methode C.5).

COD: (CZV), chemisch zuurstofverbruik (g) is de hoeveetheid zuurstof die tijdens oxydatie van een
testverbinding met warm, zuur dichromaat wordt verbruike; het biedt een maat van de aanwezige
hoeveelheid oxydeerbaar materiaal; wordt ook uirgedruke als g zuurstof verbruikt per g testverbinding
(zie methode C.6).

DOC: Opgeloste organische koolstof is de organische koolstof die in de oplossing aanwezig is of die of door
een filter van 0,45 micrometer gaat of na centrifugeren bij 40 000 m.s~2 (+ 4 000 g) gedurende 15

min., in de vloeistof blijft.

ThOD: Theoretisch zuurstofverbruik (mg) is de totale hoeveelheid zuurstof die nodig is om ‘een chemische stof
volledig te oxyderen; het wordt berekend op basis van de molecuulformule (zie Bijlage 11.2) en wordt
ook uitgedrukt als mg zuurstof die nodig is per mg testverbinding.

ThCO,: Theoretische hoeveelheid kooldioxyde (mg) is de hoeveelheid kooldioxyde die volgens berekening uit
het bekende of gemeten koolstof gehaite van de testverbinding wordt geproduceerd, wanneer deze
volledig wordt gemineraliseerd; wordt ook uitgedrukt als mg kooldioxyde ontwikkeld per mg
testverbinding.

TOC: Totale organische koolstof van een monster is de som van de hoeveelheid organische koolstof in
oplossing en in suspensie.

IC: Anorganische koolstoff.

TC: Totale koolstof is de som van de in een monster aanwezige organische en anorganische koolstof.

Primaire biologische afbraak:

is de wijziging in de chemische structuur van een stof als gevolg van een biologisch proces, hetgeen leidt tot
verlies van een bepaalde eigenschap van de stof.

Usteindelijke biologische afbraak (aéroob):

is de mate van afbraak die wordt verkregen wanneer de testverbinding volledig door micro-organismen wordt
omgezet tot kooldioxyde, water, anorganische zouten en nieuwe microbiéle celbestanddelen (biomassa).

Gemakkelijk biologisch afbreekbaar:

een arbitraire indeling van chemische stoffen die bepaalde schiftingsproeven op uiteindelijke biologische
afbreekbaarheid hebben doorstaan; deze proeven zijn zo streng dat geacht wordt dat dergelijke verbindingen in
aquatisch milieu onder aérobe omstandigheden snel en volledig biologisch worden afgebroken.

Inhberent biologisch afbreekbaar:

een indeling van chemische stoffen waarvoor welke erkende proef op biologische afbreekbaarheid dar ook een
ondubbelzinnig bewijs van biologische afbraak (primair of uiteindelijk} levert.

Behandelbaarheid:

is de geschiktheid van verbindingen tot verwijdering gedurende biologische afvalwaterbehandeling zonder
nadelige invioed op de normale werking van de behandelingsprocessen. In het algemeen zijn gemakkelijk
biologische afbreekbare verbindingen behandelbaar, maar geld: dar niet voor alle inherent biologisch
afbreekbare verbindingen. Niet-biologische processen kunnen ook optreden.



Aanlooptijd -

is de duur vanaf de enting in een afvlakkingstest, totdat het percentage afbraak tot ten minste 10 % is gestegen.
De aanlooptijd is vaak sterk variabel en slecht reproduceerbaar.

Afbraaktijd

is de tijd van het eind van de aanlooptijd tot het tijdstip dat 90 % van de maximale afbraak is bereikt.

10-dagen venster

is de periode van 10 dagen onmiddellijk na het bereiken van 10 % afbraak.

BIJLAGE II

BEREKENING EN BEPALING VAN GESCHIKTE TOTAAL PARAMETERS

Afhankelijk van de gekozen methode zijn bepaalde totaalparameters nodig. In dit gedeelte wordt de herleiding
van deze waarden beschreven. Het gebruik van deze parameters wordt bij de afzonderlijke methoden
beschreven.

Koolstof gehalte

Het koolstof gehalte wordt berekend uir de bekende elementaire samenstelling of bepaald aan de hand van
elementair analyse van de teststof.

Theoretisch zuurstafverbruik (ThOD)

Her theoretische zuurstofverbruik {ThOD) kan worden berekend indien de elementaire samenstelling bekend is
of door elementair analyse is bepaald. Voor de verbinding met samenstelling:

CH,ClgN,Na,,0.PS,

is dit zonder nitrificatie,

16(2c+1/2(h—cl—3n)+3s+5!2p+1/2na—£)mgmg

ThODnws = e

of net nitrificatie,

16(2c+1/2(h-cl)+5/2n+3s+5[2p+1/2na—o)
MW mg/mg

ThODno3 =

Chemisch zuurstofverbruik (COD)

Het chemisch zuurstofverbruik (COD) wordt bepaald volgens methode C.6.

Opgeloste organische koolstof (DOC)

Opgeloste organische koolstof (DOC]) is per definitie de organische koolstof van een chemische stof of een
mengsel in water dat door een filter van 0,45 micrometer gaat.



Uit de testvaten worden monsters getrokken en deze worden onmiddellijk met een geschikt membraanfilter in
het filreerapparaat gefiltreerd. De eerste 20 ml (bij gebruik van kleine filters kan deze hoeveelheid worden
verminderd) van het filtraat wordt verwijderd. Hoeveelheden van 10-20 ml, of minder in geval van injectie
(volume afhankelijk van de voor de koolstof analysator benodigde hoeveelheid), worden apart gehouden voor
koolstof analyse. De DOC-concentratie wordt bepaald met behulp van een analyse-apparaat voor organische
koolstof, waarmee een koolstofconcentratie die overeenkomt met of kleiner is dan 10 % van de oorspronkelij-
ke, in de test gebruikte DOC-concentratie nauwkeurig kan worden gemeten.

Gefiltreerde monsters die niet op dezelfde werkdag kunnen worden geanalyseerd kunnen worden bewaard,
gedurende 48 uur in een koelkast bij 2-4 °C, of gedurende langere tijden beneden ~ 18°C.

Opmerkingen:

Menbraanfilters zijn met het oog op hydrofilisering vaak geimpregneerd met oppervlakte-actieve stoffen. Een
dergelijk filter kan derhalve enkele mg oplosbare organische koolstof bevatten die kunnen storen bij de
bepalingen van de biologische afbreekbaarheid. Oppervlakte-actieve stoffen en andere oplosbare organische
verbindingen worden uit de filters verwijderd doordat deze driemaal telkens een uur in gedeioniseerd water
worden uitgekookt. De filters kunnen dan gedurende een week in water worden bewaard. Indien er eenmalige
filterpatronen worden gebruikt, moet elke partij worden gecontroleerd op het niet-afgeven van oplosbare
organische koolstof.

Afhankelijk van het type membraanfilter kan de teststof door adsorptie worden vastgehouden. Het kan daarom
raadzaam zijn na te gaan dat de teststof niet door het filter wordt vastgehouden.

Centrifugeren bij 40 000 m.sec™2 (4 000 g) gedurende 15 min. kan worden toegepast in plaats van filtratie,
voor het onderscheid tussen TOC en DOC. Bij een beginconcentratic van < 10 mg DOC/1 is in deze methode
niet betrouwbaar, omdat dan niet alle bacterién worden verwijderd of koolstof als deel van het bacteriéle
plasma opnieuw in oplossing gaat.

LITERATUUR

— Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater, 12th ed, Am. Pub. Hith. Ass., Am. Wat.
Poll. Control Fed., Oxygen Demand, 1965, P 65.

— Wagner, R., Von Wasser, 1976, Vol 46, 139.

— DIN-Entwurf 38 409 Teil 41 — Deutsche Einheitsverfahren zur Wasser-, Abwasser- und Schlammuntersu-
chung, Summarische Wirkungs- und Stoffkenngrofen (Gruppe H). Bestimmung des Chemischen Sauerstoff-
bedarfs (CSB) (H 41), Normenausschuf Wasserwesen (NAW) in DIN Deutsches Institut fiir Normung
e V.

— Gerike, P. The biodegradability testing of poorly water soluble compounds. Chemosphere, 1984, Vol 13
(1), 169.

BIJLAGE IlI

BEOORDELING VAN DE BIOLOGISCHE AFBREEKBAARHEID VAN SLECHT
OPLOSBARE STOFFEN

Bij tests op de biologische afbreekbaarheid van slecht oplosbare stoffen dient aan de volgende aspecten
bijzondere aandacht te worden geschonken.

Terwijl homogene vloeistoffen zelden bemonsteringsproblemen opleveren, verdient het aanbeveling dat vaste
stoffen op geschikte wijze worden gehomogeniseerd opdat fouten als gevolg van het niet-homogeen zijn worden
voorkomen. Bijzondere nauwkeurigheid moet worden betracht wanneer representatieve monsters van een
aantal milligrammen uit mengsels van chemicalién of stoffen met grote hoeveelheden verontreinigingen nodig
zijn.

Tijdens de tests kunnen uiteenlopende vormen van dooreenmenging worden toegepast. Er moet op worden
gelet dat er slechts voldoende wordt geroerd om de stof gedispergeerd te houden, en dat er geen oververhitting,
overmatige schuimvorming of overmatige afschuifkrachten optreden.

Er kan een emulgator worden gebruikr die een stabiele dispersie van de stof geeft. Deze dient niet giftig te zijn
voor bacterién en mag miet biologisch worden afgebroken of onder de testomstandigheden schuimvorming
veroorzaken.



Dezelfde criteria zijn zowel op oplosmiddelen als op de emulgatoren van toepassing.

*
Het gebruik van vaste dragers wordrt voor vaste teststoffen niet aanbevolen, maar zij kunnen wel geschikt zijn
voor olieachtige stoffen.

Wanneer hulpstoffen zoals emulgatoren, oplosmiddelen en dragers worden gebruikt, dient een blanco-proef
waarin de hulpstof aanwezig is te worden uitgevoerd.

De drie respifometrischc tests CO,, BOD en MITI kunnen alle worden gebruikt voor het bestuderen van de
biologische afbreekbaarheid van slecht oplosbare verbindingen.

LITERATUUR

— de Morsier, A. et al. Biodegradation tests for poorly soluble compounds. Chemosphere, 1987, Vol 16,
833.

— Gerike, P. The biodegradability testing of poorly water soluble compounds. Chemosphere, 1984, Vol 13,
169.

BIJLAGE IV

BEOORDELING VAN DE BIOLOGISCHE AFBREEKBAARHEID VAN STOFFEN DIE VAN GIFTIGHEID
VOOR HET ENTMATERIAAL WORDEN VERDACHT

Wanneer een chemische stof wordr onderworpen aan onderzoek op gemakkelijke biologische afbreekbaarheid
en niet biologisch afbreekbaar blijkt te zijn, wordt de volgende procedure aanbevolen indien onderscheid tussen
remming en inertheid wordt gewenst (Reynolds et al., 1987).

Voor de toxiciteitsproef en de biologische afbraakproef moet hetzelfde of een soortgelijk entmateriaal worden
gebruikt.

Voor het bepalen van de toxiciteit van chemicalién die in tests op de gemakkelijke biologische afbreekbaarheid
worden onderzocht komt de toepassing van de remming van de slibademhalingssnelheid (test op de remming
van de ademhaling van actief slib — Richtlijn 88/302/EEG), BOD en/of groeiremming of een combinatie
daarvan in aanmerking.

Indien remming als gevolg van giftigheid moet worden voorkomen, kan het aanbeveling verdienen dat de
concentraties teststof die in het onderzoek op de gemakkelijke biologische afbreekbaarheid worden gebruike
minder dan 1/10 van de ECgy-waarden (of minder dan de EC,o-waarden) die zijn verkregen bij de
toxiciteitstest bedragen. Verbindingen met een EC,-waarde van meer dan 300 mg/1 hebben waarschijnlijk
geen toxische effecten bij het onderzoek op gemakkelijke biologische afbreekbaarheid.

ECgo-waarden van minder dan 20 mg/l geven waarschijnlijk wel ernstige problemen bij het navolgende
onderzoek. Er dienen dan lage testconcentraties te worden toegepast en gebruik dient dan te worden gemaakt
van de strenge en gevoelige gesloten-flesproef of van met 14C gemerkt materiaal. Anderzijds kunnen met een
geacclimariseerd entmateriaal hogere concentraties teststof worden gebruikt. In her laatste geval gaat echter het
specifieke criterium van de test op de gemakkelijke biologische afbreekbaarheid verloren.
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BIJLAGE V
CORRECTIE VAN ZUURSTOFOPNAME VOOR HET OPTREDEN VAN NITRIFICATIE

Fouten die het gevolg zijn van het niet in aanmerking nemen van nitrificatie bij de bepaling door middel van de
zuurstofopname van de biologische afbreekbaarheid van teststoffen die geen stikstof bevatten zijn zeer gering
(niet meer dan 5 %), zelfs indien oxydatie van de ammonium-N in het medium ongeregeld voorkomt tussen
test- en blancovaten. Bij teststoffen die stikstof bevatten kunnen echter aanzienlijke fouten ontstaan.



Indien nitrificatie is opgetreden maar niet volledig is, kan de waargenomen zuurstofopname door het
reactiemengsel worden gecorrigeerd voor de hoeveelheid zuurscof die is gebruikt voor het oxyderen van
ammonium tot nitriet en nitraat, indien de veranderingen in de concentratie tijdens incubatie van nitriet en
nitraat worden bepaald met inachtneming van de volgende vergelijkingen:

2NH,Cl + 30, = 2HNO, + 2HCl + 2H;0 (1)
2 HNO, + O, = 2 HNO, 2)
Totaal:

2 NH,Cl + 4 0, = 2HNO; + 2HCl + 2H,0 3)

Uit vergelijking (1) volge dat de zuurstofopname door 28 g stikstof in ammoniumchloride (NH,CI) die wordt
geoxydeerd tot nitriet 96 g bedraagt, d.w.z. een factor van 3,43 (96/28). Op dezelfde wijze volgt uit
vergelijking (3) dat de zuurstofopname door 28 g stikstof bij oxydatie tot nitraat 128 g bedraagt, d.w.z. een
factor 4,57 (128/28).

.

Aangezien de reacties na elkaar verlopen, en worden bewerkstelligd door afzonderlijke en verschillende
bacteriesoorten, is het mogelijk dat de concentratie nitriet toeneemt of afneemt, in het laatste geval zal een
overeenkomstige concentratie nitraat worden gevormd. De bij de vorming van nitraat verbruikte hoeveelheid
zuurstof bedraagt dus 4,57 maal. de toename van de nitraatconcentratie, terwijl de hoeveelheid zuurstof die
samenhangt met de vorming van nitriet 3,43 maal de toename van de nitrietconcentratie is of bij afname van de
concentratie het zuurstof-verlies — 3,43 is maal de afname in de concentratie.

Dus:

0O, verbruikt bij nitraatvorming = 4,57 X toename N-nitraatconcentratie
en

O, verbruikt bij nitrietvorming = 3,43 x toename N-nitrietconcentratie (5)
en

O, verloren bij verdwijning nitriet = - 3,43 x afname N-nitrietconcentratie (6)
zodat

O,-opname als gevolg van nitrificatie = £ 3,43 x wijziging in N-nitrietconcentratie + 4,57 X toename
N-nitraatconcentratie (7)

en dus
O,-opname als gevolg van C-oxydatie = totaal waargenomen opname — opname als gevolg van nitrificatie

(8)

Anderzijds kan, indien alleen totaal geoxydeerde N wordt bepaald, de zuurstofopname als gevolg van
nitrificatie in eerste benadering worden gesteld op 4,57 X toename van geoxydeerde N.

De correctiewaarde voor zuurstofverbruik als gevolg van C-oxydatie wordt vervolgens vergeleken met
ThODyp4, zoals berekend in Bijlage II.
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C.5. AFBRAAK — BIOCHEMISCH ZUURSTOFVERBRUIK

METHODE
INLEIDING

Het doel van de proef is de meting van het biochemisch zuurstofverbruik (BZV) van vaste of vloeibare
organische stoffen.

De gegevens die in deze test zijn verwerkt, hebben betrekking op in water oplosbare verbindingen; vluchtige
verbindingen en verbindingen die slechts in geringe mate in water oplosbaar zijn, kunnen echter in principe ook
worden getest.

De methode is alleen van toepassing op die organische teststoffen die bij de in de test gebruikte concentratie niet
remmend werken op bacterién. Als de teststof niet oplosbaar is bij de te onderzoeken concentratie, kunnen
speciale maatregelen zoals de toepassing van ultrasone dispersie nodig zijn om de teststof goed te disperge-
ren.

Gegevens over de toxiciteit van de stof kunnen van nut zijn bij de interpretatie van lage gevonden waarden en
bij de keuze van geschikte concentraties.
DEFINITIES EN EENHEDEN

Het BZV is gedefinieerd als de massa opgeloste zuurstof die onder voorgeschreven omstandigheden nodig is
voor de biochemische oxydatie van een bepaald volume van een oplossing van de stof.

De resultaten worden weergegeven als g BZV per g geteste stof.

REFERENTIESTOFFEN

Het gebruik van referentiestoffen om de activiteit van het inoculum te controleren, is wenselijk.

PRINCIPE VAN DE TESTMETHODE

Een van tevoren bepaalde hoeveelheid van de stof wordt opgelost of gedispergeerd in een geschikr, goed belucht
medium, geént met micro-organismen en bij een constante vastgestelde omgevingstemperaraur in het donker
geincubeerd.

Het BZV wordt bepaald door het verschil in de hoeveelheid opgeloste zuurstof bij het begin en bij hert einde van
de test. De testduur mag niet minder dan 5 dagen en niet meer dan 28 dagen bedragen.

Paralle] wordt een blanco proef nitgevoerd zonder teststof.

KWALITEITSCRITERIA

De bepaling van het BZV geldt niet zonder meer als bepaling van de biologische afbreekbaarheid van de stof.
Deze test is alleen te beschouwen als oriénterende proef.

BESCHRIJVING VAN DE TESTMETHODE

Eerst wordt een oplossing of dispersie van de stof bereid om een BZV-concentratie te verkrijgen die verenigbaar
is mer de gebruikte methode. Vervolgens wordt het BZV bepaald volgens een geschikte nationaal of
internationaal genormaliseerde methode.
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GEGEVENS EN EVALUATIE

Het BZV van de oplossing wordt berekend volgens de gekozen genormaliseerde methode en herleid naar gram
BZV per gram teststof.

RAPPORTAGE

De gebruikte methode moet worden vermeld.

Het biochemisch zuurstofverbruik moet het gemiddelde zijn van ten minste drie geldige metingen.

Alle informatie en opmerkingen die van belang kunnen zijn voor de interpretatie van de resultaten moeten
worden vermeld, vooral wat betreft verontreinigingen, fysische toestand, toxische effecten en de oorspronkelij-
ke samenstelling van de stof welke van invioed zouden kunnen zijn op de resultaten.

Indien een stof is toegevoegd om de biologische nitrificatie te remmen, moet dit worden vermeld.
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