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doorborreling.

A+ : kumulatief aantal aantal dode adulten

L : Aantal larven per waarneming.

Chronische test met 2,4-D op Daphnia magna. Met luchtdoor-

borreling.

Chronische test met 2,4-D op Daphnia magna. Met luchtdoor-

borreling.

Chronische test met 2,4-D op Daphnia magna, Inhibitie wvan de
reproduk tie.

Resultaten van de akute bioassays met Artemia salina-larven

in verschillende testomstandigheden.

Verhoudingen TL_ na 24 uur en na 48 uur met A.salina-larven.
Procent mortaliteit t.o.v. de blanko, gedurende de totale larvale
ontwikkeling van Rhithropanopeus harrisii.

Procentuele mortaliteit in de opeenvolgende larvale stadia (4
zoea-larven, 1 megalopa) van R.harrisii.

Procent larven t.o.v. Dblanko dat =zich ontwikkelt wvan hatch (H)
tot megalopa (M) van hatch tot 1ste krab (C) en van megalopa
tot 1ste krab.

Aantal dagen vertraging van de larvale ontwikkeling wvan R.

harrisii t.o.v. de blanko.

TL24-96-waarden met adulte Brachydanio rerio en Poecilia reticu-
lata.

Vergelijking met literatuurgegevens 1i.v.m. de TL"-waarden van
diquat en paragquat met vissen.

TL jd&-96-waarden van 4 gramoxone-f ormuler ingen en twee uitvloei-
ers met Salmo trutta.

TL"4-96-waarden van vijf 2 ,4-D-formuleringen met verschillende

vissoorten.

TL”"-9 6-waarden met eieren en larven van Brachydan io rerio.

Rangorde 1in toxiciteit (van hoog naar laag) voor B .rerio-
eieren en larven.

Samenvattende tabel met de TL,, -waarden van PMU, PZU, diquat,
2,4-D, lissapolNX en ethomeen S25 met alle testorganismen.
(alleen de TL"-waarden met de langste testduur werden opgenomen)

Résidus (in ppm) in het water en de sedimenten van vijvers be-

handeld met 2,4-D, paraquat of digquat. De koncentratie 1in het

water 1is bij de start respektievelijk 1.33, 1.14 en 0.62 ppm.

Akkumulatie van paraquat en diquat 1in de vissen Brachydanio
rerio en Poecilia reticulata.



1. INLEIDING EN DOELSTELLING

Waterplanten komen in ons land in alle types van opper-
vliaktewater voor en omvatten alle phyla van het plantenrijk.
De opbouw van de gemeenschappen verschilt wvan plaats tot
plaats, afhankelijk wvan de fysische eigenschappen en de che-
mische samenstelling van het water alsmede van de opbouw van

het profiel.

Zonder menselijke 1ingreep kunnen waterplanten in talrij-
ke gevallen niet alleen het gehele oppervlak, maar ook prak-
tisch het totale volume van een watergang bezetten met ais ge-
volg dat de waterbewegingen worden gestagneerd. De mening dat
eutrofiéring de groeisnelheid wvan een aantal ais hinderlijk
gekwalificeerde soorten vergroot (Elodea, Ceratophyllum, My-
riophyllum, Potamogeton en vooral draadwieren) , waardoor hun
massaliteit sneller problemen gaat opleveren wordt thans door
meer en meer praktijkgevallen bewezen (VAN ZON en ZONDERWIJK,

1973)

Het met tussenpozen onderbreken van de verlanding door
uitbreiding van de makrofytische vegetatie kan 1in de praktijk
op twee principieel verschillende manieren gebeuren, nl. door
het plantenmateriaal met handkracht of mechanisch te verwij-
deren, of door het aanwezig plantenmateriaal met herbiciden

te doden.

Wanneer wij financiéle overwegingen buiten beschouwing
laten, is de mechanische metode ongetwijfeld de meest geschik-
te voor het in stand houden wvan alle traditionele waterfunk-
ties. Zij 1is echter niet van toepassing in sterk geéutro-
fieerde stilstaande waters, omdat het schonen van de sloten
snel gevolgd wordt door een volledig andere begroeiing door
draadalgen. Deze krijgen 1in de warme zomermaanden door weg-
name van de konkurrentie, en bij een fosfaatgehalte boven
0.05 mg/l plotseling de kans om massaal te gaan ontwikkelen
en hebben in het algemeen een negatieve 1invloed op de water-
funkties (VAN ZON, 1973) . Daarbij zijn draadwieren =zelf zeer

moeilijk mechanisch te verwijderen.

Naar aanleiding van het succes van herbiciden bij de be-

strijding wvan het onkruid in diverse teelten en tevens door



toenemend gebrek aan en de duurte van arbeidskrachten voor
klassiek onderhoud van watergangen werd de verworven ervaring
met herbiciden op het land ook op het wa teronkruidprob leem

uitgetest.

Aanvankelijk werd alleen de oevervegetatie bestreden. De
toepassing van herbiciden 1in open water kwam pas rond 1960.
Het werd van begin af duidelijk dat bij het onderzoek over de
toepassingsmogelijkheden van reeds bekende herbiciden, niet
alleen het direkte effekt op de planten diende gevolgd te
worden, maar dat ook informatie moest worden verkregen over
de gevolgen voor de gehele biocoenose. Dit gold =zowel voor
het direkte effekt wvan bet herbicide ais voor het effekt wvan
het massaal afsterven van bepaalde plantensoorten ten gevolge
van de behandeling. Deze plantenresten worden 1immers niet,
zoals Dbij de mechanische reiniging het geval 1is, wuit het wa-

ter verwijderd.

Kwoteren wij VAN ZON (1973) : "het toepassen 1in water
waar geen hypertrofiering plaats vindt geldt nog in sterkere
mate voor het gebruik van vele herbiciden, omdat deze zelf
een trofierend effekt hebben : de planten worden in situ ge-
dood =zodat geen voedingsstoffen aan het water worden onttrok-
ken. Van niet-persistente, snelwerkende herbiciden ais para-
quat en diquat 1is dan ook bekend dat =zij 1in weinig stromend
water een draadalgenprobleem kunnen doen ontstaan.

Herbiciden kunnen bovendien geruime tijd zuurstofgebrek
veroorzaken doordat een aantal =zuur stofverbruikende proces-
sen achter elkaar optreden : In de eerste instantie gaat de
respiratie van de autotrofe organismen nog enige tijd door,
terwijl de fotosynthese 1s gestopt en vervolgens vereist de
microbiéle afbraak wvan het afstervende plankton en plantenma-
teriaal 1in princiepe evenveel =zuurstof ais er tijdens de op-
bouw 1is vrijgekomen, maar dan 1in een veel kortere tijd. Dit
zuurstofgebrek heeft een aantal direkte gevolgen voor het
aquatische leven, maar ook 1indirekte : mobilisatie wvan aan
het slib gebonden =zware metalen 1is mogelijk, terwijl in het
soms volledig anaerobe milieu reducerende bakterién ammoniak

en zwavelwaterstof kunnen gaan produceren".

Een derde bestrijd ingsme tode, waardoor men een kontinue

in plaats van diskontinue schoning van de waterlopen bekonmt,



is de biologische bestrijding van de vegetatie met afoogsting
van de produktie. In Nederland behaalde men reeds goede re-
sultaten met de herbivore vis Ctenopharyngodon idellus of Chi
nese graskarper (VAN ZON, 1974). Het probleem bij de biologi
sche bestrijding, die meestal vrij seiektief is, 1s dat noch
de vegetatie die niet wordt begraasd noch de biologische be-
strijder =zelf een plaag mag worden (HAIRSTON et al., 1960 ;
WILSON, 1964) . De proefnemingen met de graskarper zijn in
die optiek zeer positief omdat, door een berekening van de
gunstige bezetting =zodat van alle plantensoorten alleen de
aangroei wordt gegeten, en omdat door te lage =zomer temperatu-
ren de voortplanting van de vis wordt verhinderd, de kans op

plaagvorming minimaal is (VAN ZON, 1974) .

Een keuze van één of andere bestrijdingstechniek dient
afhankelijk te worden gesteld van de funkties die het betref-
fend water heeft te vervullen. Men kan hierin onderscheiden
- agrarische funktie
- industriéle funk tie
- scheepvaart funktie
- rekreatieve funktie

- natuurlijk biologische funktie.

Een bestrijdingsmiddel dient dus om de één of andere
funktie te verbeteren. Voor de eerste drie funkties 1is het
duidelijk dat een chemisch bestrijdingsmiddel tot nu toe de
grootste voldoening geeft. Een ideaal midel voor deze doe l~
einden 1s een goedkope, hoog-fytotoxische persistente alles-

doder.

Wat betreft de agrarische funktie dient opgemerkt dat we
de klemtoon legden op de drainerende funktie wvan de sloten.
Indien het slootwater wordt aangewend voor besproeiing van de
kultuurgewassen of ais drinkwater voor vee, kan deze funktie
beter samen met de twee laatste funkties beschouwd worden
waarbij een chemische bestrijder nevenwerkingen kan vertonen
die tot een minimum moeten herleid worden. In deze optiek
is dan een ideaal Dbestrijdingsmiddel een niet toxisch herbi-
cide dat niet persistent 1is, niet akkumuleert en dat het eco-
systeem biologisch, chemisch en fysisch slechts kortdurend,

maar 1n elk geval reversibel verandert.



In het geval van een dergelijk doelbewust toedienen wvan
e*en bepaalde dosis 'toxikant' (want '"toxisch' 1s een herbici-
de alvast voor één plantensoort), moet men, sis voor de studie
van de invloed wvan chemikalién op het aquatische ecosysteem,
vier verschillende aspekten belichten : de toxiciteit wvan het
produkt, de persistentie, de akkumulatie en =zijn beinvloe-

ding van het biotoop.

De bedoeling wvan dit doktoraatswerk bestond erin aan de
hand wvan een experimenteel biologisch onderzoek de invloed op
het aquatisch ecosysteem na te gaan van de drie herbiciden
die het meest aangewend worden voor bestrijding van water- en
oevervegetatie : paraquat, diquat en 2,4-D.

Hiervoor werd de rechtstreekse toxiciteit van deze 3 Pro-
dukten alsook de akkumulatie in wieren en vissen van twee on-
der hen (paraquat en diquat) in het laboratorium bestudeerd.
De aldus 1ingewonnen informatie werd aangevuld en vergeleken
met gegevens uit de literatuur teneinde de huidige wettelijke
voorschriften in verband met de toepassing van deze herbici-

den 1in oppervlaktewater op hun waarde te schatten.

Aangezien 1in de praktijk ook formuleringen van paraquat
worden gebruikt waarin detergenten voorkomen hebben wij te-
vens gepoogd na te gaan welke 1invloed de detergenten lissa-

pol NX en ethomeen S25 op de toxiciteit wvan paraquat hebben.



2% HET BEPALEN VAN HET EFFEKT VAN CHEMIKALIEN OP VERTEGEN-

WOORDIGERS VAN HET AQUATISCH ECOSYSTEEM

Een van de belangrijkste bekommernissen van alle organi-
saties betrokken 1in de gezondheidszorg en bescherming wvan het
leefmilieu 1is de normstelling voor het 1inbrengen van toxische
chemikalién 1in aquatische milieus. Voor het opstellen van
deze normen moeten drie verschillende types onderzoek worden

beschouwd

1) het onderzoek dat de klassieke relatie tussen de toegedien-
de dosis toxikans en het effekt op het testorganisme bepaalt.
Dit onderzoek omvat =zowel experimenteel werk 1in het laborato-
rium ais waarnemingen of "survey", en goed geprogrammeerde

experimenten 1in de natuurlijke omgeving.

In dit onderzoek kunnen beide variabelen, dosis en ef-
fekt, de onbekenden zijn. Enerzijds kwantificeert men meestal
het effekt van een bepaalde dosis toxikans op een bepaald or-
ganisme 1in bepaalde omstandigheden. Anderzijds werden enkele
bioassays ontwikkeld waarbij 1in gekontroleerde proefomstan-
digheden, het antwoord van het testorganisme zodanig reprodu-
ceerbaar 1is, dat de biologische toets teri minste even, zo0 niet
méér gevoelig 1is dan de nodige chemische analysen voor het do-
seren van dit bepaald produkt. Het 1is bovendien ondenkbaar
dat men water op een niet-biologische wijze snel en volledig
kan onderzoeken op mogelijke aanwezigheid van welke toxische

stof dan ook.

In het geval van een gekontroleerde bioassay kan ener-
zijds na een voorafgaand onderzoek, de dosis achterhaald wor-
den die overeenstemt met een bepaald waargenomen effekt op het
test-organisme. Anderzijds, kan het antwoord van het test-
organisme als abstrakte maatstaf worden gebruikt ter verge-

lijking van meerdere produkten.

Biologen betrokken in het pollutieonderzoek houden Jjam-
mer genoeg te weinig rekening met de standaard-testen ontwik-
keld door farmakologen en statistiekers voor het uittesten wvan
geneesmiddelen. Vele van deze technieken kunnen immers mits
enkele aanpassingen met succes gebruikt worden in het toxici-

téitsonder zoek in funktie van het leefmilieu (SPRAGUE, 1969) .



Door dit gebrek aan kodrdinatie Dbeschikt men momenteel

over lijsten met 1lethale en sublethale dosissen van honderden

verschillende chemikalién voor honderden verschillende t.est-

organismen in steeds weer verschillende omstandigheden (McKEE

en WOLFE, 1963) . Daarom wordt door verschillende organisaties
naar uniformiteit gestreefd (Europa : Direction Protection Sa-
nitaire, Commission des communautés Européennes ; USA : Ameri-

can Public Health Association ; Committee on Aquatic Bioas-

says, National Water Quality Laboratory).

2) het onderzoek dat de relatie tussen de toegediende dosis
en de grootte van het teruggevonden residu in het test-.orga-

nisme bestudeert.

Dit onderzoek heeft =zich opgedrongen door het optreden

van sterfte en ziekteverschijnselen bij hogere organismen

(vis, vee en ook de mens) te wijten aan akkumulatie wvan het
toxikans. Dit wverschijnsel wordt ook ’'biological magnifica-
tion' genoemd. Een schoolvoorbeeld hiervoor 1is de kwikver-

giftiging van de visetende bevolking van Minamata, Japan, te
wijten aan een akkumulatie van kwik in eetbare =zeeprodukten.
Het kwik was afkomstig wvan het HgC” dat werd gebruikt ais
katalisator voor de produktie wvan Polyvinylchloride (PVC) .

De meeste mariene organismen bleken weinig hinder te onder-
vinden van het hoge kwikgehalte dat in het =zeewater werd ge-
loosd, maar =ze akkumuleerden het zware metaal in een dergelij-
ke mate dat voor de mens, 1in talrijke gevallen een dodelijke

grenskoncentratie was bereikt (HOSOKAWA et al., 1956 ; KURLAND

et. al., 1960 ; UI, 1966) . In het marien milieu ontbinden de
meeste kwikverbindingen in anorganisch kwik (Hg metaal,

2
HgCl”® , HgS) . Het anorganisch kwik wordt progressief omgezet

in methyl-kwik dat =zeer toxisch 1is en de neiging vertoont
langs de voedselketen te worden geakkumuleerd (JENSEN en

JERNELOV, 1969).

Ontelbaar zijn de rapporten waarin de teruggevonden ré-
sidus van bepaalde chemikalién 1in de meest verscheidene orga-
nismen worden beschreven. De 1initiéle dosis 1in het natuurlijk
ecosysteem die verantwoordelijk 1is voor deze résidus 1is meest-
al onbekend. Daarom wordt thans zowel 1in het laboratorium ais
in gekontroleerd veldonderzoek een aanvang gemaakt met het be-

palen van de relatie dosis-residu.



Een nevenaspekt dat 1in feite het meest verband houdt met
S
het onderzoek van de relatie dosis-residu, maar =zeker en vast
in elk facet van het pollutieonderzoek meespeelt, is de verza-

meling van chemische en fysische eigenschappen van de bestu-

deerde toxikans evenals van het test-biotoop of test-recipiént.

De 'partionering’ of verdeling van een chemisch produkt
tussen de 3 mogelijke fasen, vast, vloeibaar en gasvormig in
een natuurlijk of experimenteel Dbiotoop, is immers Dbepalend
voor de resultaten van voornoemde relaties : dosis-effekt en

dosis-residu (KENAGA, 197 4) .

3) de derde relatie effekt-residu, vormt in feite de syntese
van de twee voorgaande. Het komt er enerzijds op aan de bio-
logische betekenis wvan een bepaald residu 1in een organisme te
achterhalen. In het aangehaalde voorbeeld van de Minamata-
ziekte, had de hoge dosis kwik 1in het weefsel van de mariene
organismen, nog geen nadelige gevolgen voor het dier =zelf,
maar wel voor de mens die door het eten van dit produkt een
dosis kwik had opgenomen die ver boven de tolerantiegrens

ge legen was.

De relatie effekt-residu 1is kenmerkend voor elk produkt,
uiteraard in funktie wvan het test-organisme, en laat het best

toe het werkingsmechanisme van een toxikans te verstaan.

Enkele algemene beschouwingen zijn

- een produkt kan doorgaans maar aktief geakkumuleerd worden
tot koncentraties ver boven de koncentratie van het omringend
milieu, indien het effekt wvan het produkt op het test-orga-
nisme minimaal is, =zodanig, dat de stofwisseling wvan het orga-
nisme die verantwoordelijk 1s voor de biologische vermeerde-
ring, niet wordt geremd. Het toxisch effekt kan evenwel sti-

mulerend zijn, waardoor dus de akkumulatie wordt geaktiveerd.

- sommige produkten hebben een zodanig specifiek toxisch ef-
fekt op vitale funkties van de test-organismen, zodat deze
eerder ten gronde gaan aan de negatieve effekten wvan het pro-
dukt alvorens de kans te grijgen de stof 1in één of ander deel
van het lichaam op te slaan. In dit geval, zelfs "post mor-

tem" kan er een ’'passieve akkumulatie' optreden door diffusie,
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De 'dosis-effekt’ relatie wordt bestudeerd door het
toxisch effekt van het produkt op bepaalde organismen te be-
palen, terwijl de studie van de relatie 'dosis-residu' onder-
zoekingen 1i.v.m. de akkumulatie van het produkt omvat. De
"effekt-residu’ relatie kan men evenwel slechts onderzoeken
aan de hand van een gekombineerd onderzoek naar de toxiciteit

en de akkumulatie van het produkt in kwestie.
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3. GEBRUIK VAN DE ONDERZOCHTE HERBICIDEN IN DE LANDBOUW EN

WETTELIJKE VOORSCHRIFTEN HIEROMTRENT

3.1. Gebruik in de landbouw

Paraquat 1is een bladherbicide dat wvan toepassing 1is ais
"pre-emergens" onkruidbestrijder tot 2 dagen vdédr de opkomst

van het gewas.

Onder fruitbomen wordt het ook ais "post-emergens" aan-

gewend tegen overblijvende grassen (AMJiINGet al., 1963).

Het 1s =zeer geschikt voor "chemisch maaien" wvan onkruid,
ontbladeren van hop, verjonging van aardbeiplanten en gras-

landvernieuwing (STRIJCKERS, 1970) .

Een verhoogd stikstofgehalte maakt de planten gevoeli-
ger voor paraquat maar verhoogt tevens hun herstelkapaciteit. ;

fosfor heeft een analoog effekt op de gevoeligheid, niet op

het herstel (LUTMAN et al., 1974 ; PETERS et al., 1975). Deze
verhoogde gevoeligheid door stikstof 1is o0.a. te wijten aan
een grotere "spray-retentie" en bevochtigingsgraad wvan de

bladeren.

Paraquat wordt het meest gebruikt voor bestrijding van
oevergewas sen en sublittorale watervegetatie (STRIJCKERS op.
cit. ; LAWRENCE et al., 1963 ; FUNDERBURK & LAWRENCE, 1963a),
Het wordt ook vaak aangewend ter verdelging van waterkroos
(Lemna minor). Omdat dit kroos zo gevoelig 1is voor paraquat
ontwikkelden FUNDERBURK & LAWRENCE (1963b) een biologische
test met Lemna minor, waardoor zeer kleine koncentraties pa-

raquat 1n oppervl aktewa ter s kunnen gedete'kteerd worden.

De hardheid wvan het water oefent een antagonistische

werking uit op de toxiciteit van paraquat (PARKER, 1966).

Bij de bestrijding van onderwaterplantén 1is er op de bo-

dem van de sloten niet voldoende 1licht aanwezig voor de nor-

male werking van paraquat als bladherb icide (zie verder
4.1.2.) maar wordt het produkt daarentegen door de sapstroom
opgenomen en heeft dus een "systemisch" effekt. Dit 1is guns-

tig in verband met het traag afsterven van de planten.

De halveringstijd 1in water is 16 uur (STRIJCKERS op.

cit.).



Diguat 1s eveneens
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cit.).

2.4-D 1s een bladherb

wordt aangewend ter bestri

Het wordt gebruikt

taktmiddelen niet kunnen gedood worden en ook tegen een aantal
zaadonkruiden.

2.4-D 1is het meest gebruikte herbicide ter wereld door
zijn breed Spektrum en zijn grote efficiéntie tegen planten
met een uitgebreid rhizomensysteem (STRIJCKERS, op.cit.).

3.2. Wettelijke voorschriften

De reglementering van het bewaren, verkopen en gebruiken
van pesticiden en fytofarmaceutische produkten en de voor”
schriften vermeld op de erkenningsakten die werden opgesteld
in naleving van het K.B. wvan 31 mei 1958, zijn 1in Belgié nog
steeds wvan kracht. Deze bepalingen voor de kommerciéle her-
biciden die wij onder zochten luiden ais volgt

Reglone, een produkt van ICI/Belgium N.V. op basis van
195710 g/l digquat-kation.

Reglone mag gebruikt worden voor het ontloven van kon-
sumptieaardappelen, het verdelgen van éénjarig onkruid en be-
strijding van de watervege tatie. In visvijvers mag de kon-
centratie van het produkt de 5 ppm niet overschrijden.

Gramoxone 2ZU (zonder wuitvloeier), een produkt wvan ICI/
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Speciaal aan te raden voor het verdelgen van de aquat i-

« *
sche vegetatie. In visvijvers mag het gehalte niet hoger zijn

dan 5 ppm.

Gramoxone, een produkt wvan ICI/Belgium N.V. op basis van
200 g/1 paraquat-kation en 10% van een mengsel van twee deter-
genten (uitvloeiers). Naargelang de dosis ais selektief of
totaal herbicide te gebruiken. Mag ook gebruikt worden voor

het doden van waterplanten waarbij de koncentratie i.n het wa-

ter van visvijvers de 5 ppm niet mag overschrijden.

Aminex, een produkt wvan Protex N.V. op basis wvan 480 g/l
triethanolamine-zout van het dichlorophenoxyazijnzuur of 2,4-D
Selektief herbicide ter bestrijding van éénjarige en overleven
de dicotylen, o.a. de boven het water uitgroeiende aqgquatische

vegetatie.

Gramoxone 1s geklasseerd bij de =zeer giftige produkten
en mag allen door erkende verkopers verkocht worden aan loon-
spuiters of aan beroepslandbouwers of tuinbouwers. Reglone
en Aminex daarentegen mogen aan iedereen verkocht worden

(NIERINCK, pers.med.) .

De Belgische wetgeving 1in verband met de chemische be-
strijding van waterplanten 1is enigszins dubbelzinnig omdat er
niet gespecifieerd wordt of er 5 ppm gramoxone of reglone 1in
het water mag aanwezig zijn of 5 ppm paraquat- of digquat-ka-
tion. Terwijl a posteriori alleen de koncentratie paraquat
of diguat-kation chemisch bepaald kan worden, is het toch het
meest logisch dat 1in de voorschriften bedoeld wordt dat er
slechts 5 ppm gramoxone of reglone mag worden toegediend. Dit
zou dan overeenstemmen met 1 ppm kation. Wat betreft de toe-
passing van 2,4-D ais aquatisch herbicide wordt er geen maxi-

male dosis vooropgesteld!

In Nederland 1s bet gebruik van gramoxone alleen =zonder
uitvloeiers toegelaten. De toepassing 1is beperkt tot de pe-
riode na ! juni en de maximale koncentratie in het water be-
draagt 2 ppm gramoxone ZU (Groene Bericht, 21-03-1 975, Plan-

tenziektenkundige Dienst Wageningen) .



De bepalingen voor reglone zijn dezelfde ais voor gra-

moxone ZU. Van 2,4-D mogen geen esters gebruikt worden.

Aminozouten =zoals aminex kunnen wel worden aangewend. De

toepas singsperiode begint slechts eind Jjuni-begin Jjuli, en

de maximale toegelaten dosis in het water 1 a 2 ppm aktieve

stof, het water uit behandelde sloten mag gedurende enkele

weken niet meer worden gebruikt voor 1land- of tuinbouw.

Het =zoeken naar 1internationale normen verloopt =zeer traag

en een uniformiteit voor de Europese gemeenschap 1is nog niet

in het wvooruitzicht (VAN MELCKEBEKE, pers.med.).



% EIEENSCﬂAPPEN_EN KENMERKEN VAN DE ONDERZOCHTE HERBICIDEN

(LITERATUUROVERZICHT)

4.1. Paraquat en diquat

4.1.1. Fysische eigenschappen

Paraquat
is een dipyridyliumderivaat, dat enkel voorkomt' ais
tweewaardig kwaternair ammoniumion met chloor of methylsulfaat

als tegenionen.

Het paraquat dimethylsulfaat heeft een MG van 408.4 en
bevat 45.6% kation. Het paragquat dichloorion is een witpoe-
der, heeft een MG van 257.2 en bevat 72.4% kation (MG para-

quat-kation : 186.3).

De paraquatzouten zijn =zeer hygroskopisch en zeer goed
water-oplosbaar (mits de pH <11) ; ze zijn zeer weinig oplos-

baar in de gewone organische solventia.

Het paraquatdichloride smelt (met onb inding) bij onge-

veer 3000C.

Paraquat werd ontworpen door MICHAELIS (1932, 1933a,
b) ais een oxidatie-reduktie-indikator in biologische syste-
men. Hij noemde het "methylviologen" omwille van de helblauwe
kleur wvan de tot radikaal gereduceerde vorm. Dit wvrij radi-

kaal 1is auto-oxiderend.

Figuur 1 : Struktuur van het paraquat-kation en =zijn
vrije radikaalvorm (naar MICHAELIS, 1932) .



Pas in 1960 ontdekten HOMER et al. (1960) de fytotoxische

eigenschappen van dit produkt.

De ongereduceerde vorm van paraquat heeft een absorptie-
maximum bij 257.5 nm ; de gereduceerde vorm bij 396 en 660 nm

(PPRAM 1, 1972).

Paraquat heeft geen meetbare dampdruk en 1is bijgevolg

niet of weinig vluchtig (SWAN, 1969) .

Het kommerciéle herbicide "Gramoxone" bevat 200 g + 10 g
paraquat-kation per 1liter water, met 3 buffers en 2 detergen-
ten ais additieven. In de Belgische formulering wordt 100 g
van een mengsel van twee detergenten toegevoegd (de samenstel-
ling werd ons ver trouwelijk medegedeeld door ICI, Belgium
Brussel) . De twee tensio-aktieven =zijn het niet-ionische
lissapol NX, een nonylfenolethoxylaat en het kationische etho-
meen S25 een tertiair amine ethoxylaat (ICI, Jea-

lott's Hill Research Station, Bracknell, Berkshire, Engeland).

Het kationische paraquat kan niet gemengd worden met een
anionisch detergent, aangezien reaktie met kompleksere moleku-

len met anion-karakter tot inaktivering 1leidt.

Een tweede formulering zonder detergenten 1is eveneens op
de markt en wordt "Gramoxone zonder uitvloeier" of "Gramoxone

ZU" .genoemd .

Beide gramoxone formuleringen en beide uitvloeiers wer-
den 1in dit werk onderzocht op hun toxiciteit. De eerste for-
mulering duiden we aan ais paragquat met uitvloeiers of PMU en

de tweede ais paraquat zonder uitvloeier of PZU.

De =zgn. wuitvloeiers =zijn tensio-aktieve stoffen die de
oppervlaktespanning van de waterige, herbicide-oplossing ver-
lagen zodanig dat deze zich gemakkelijk uitspreidt over de
bladeren van de ongewenste planten. Van beide uitvloeiers
kan men een hydrofiel-lipofiel balans (H.L.B.) opstellen waar-
uit men de tensio-aktiviteit kan kwantificeren, m.a.w. Dbepalen
in welke graad het produkt hydrofiel of 1lipofiel 1is. Hoe meer

ethyleen-oxidekernen, hoe meer hydrofiel het produkt wordt.

Bladeren van hogere planten zijn bedekt met een waslaag
die waterafstotend is. Een herbicide =zonder wuitvloeiers

spreidt zich dan ook. slecht over de bladeren uit.



. De tensio-aktieve uitvloeiers daarentegen verhogen de
werking van de wateroplosbare herbiciden in grote mate
(STRIJCKERS, 1970), vermits door toevoeging van een uitvloeier
de oppervlaktespanning van de waterige fase vermindert, boven-
dien bevat de uitvloeier 1lipofiele elementen. Op die manier

wordt het herbicide goed over de bladeren uitgespreid en be-

reikt het een optimale werking.

Diquat
Deze verbinding is een homoloog van paraquat, met
meestal broom of chloor ais tegenionen. Het diquat dibromide

monohydraat 1s een gele kristallijne stof met een MG van 362.1

en bevat 50.9% kation. Het diquat dichloride heeft een MG van
273 .2 en bevat 67.4% kation. (MG diguat-kation : 184.2).

De diquat-ionen zijn =zeer hygroskopisch, =zeer goed wa-
teroplosbaar (70 g/100 ml water bij 20°C) maar weinig oplos-

baar 1in organische solventia.

In neutraal en licht zuur milieu is diquat wvrij sta-
biel maar 1in alkalisch milieu ontbindt het met vorming van ge-
kleurde kompleksen (door opening van een van de pyridine-rin-

gen en opname van een alkali molekule) (STRIJCKERS, op.cit.).

Digquat smelt bij circa 300°C.

1,1 '"ethyleen-2,2,-dipyridylium-dibromide
monohydraat

Figuur 2 : Struktuur wvan het digquat-kation.

Digquat werd in 1955 door R. IFIELDEN gesyntetiseerd
in het "Laboratory of Dyestuffs Division of ICI, Blackey,
Engeland, ais homoloog van paraquat ; in 1958 ontdekten BRIAN et

(1958) dg herbicide eigenschappen van dit produkt.



Diqguat kan eveneens tot het vrije radikaal gereduceerd
m

worden, dat fel groen gekleurd 1is en auto-oxiderend.

De niet-gereduceerde vorm van diquat heeft een absorp-
tie-maximum bij 310 nm ; de gereduceerde vorm bij 378 nm

(PPRAM 7, 1972).

4.1.2. Paraquat_en diquat - Werking in planten

De dipyridyliumderivaten, paraquat en diquat, zijn 2
typische voorbeelden wvan de meest gebruikte herbiciden. Hun
effekt 1is biezonder doeltreffend : de planten worden onmiddel-
lijk gedood na het kontakt van de scheikundige stof met-de
groene plantendelen. In de bodem adsorberen beide produkten
op kwasi 1irreversibele wijze aan de kleimineralen waardoor =ze

geinaktiveerd en dus ongevaarlijk. worden.

Paraquat en diquat =zijn twee heterocyclische komponen-
ten van de dipyridylium kwaternaire ammoniumzouten-kategorie.
Reeds 1lang waren ze gekend ais redox-indikatoren, maar het 1is
slechts in 1958 dat ook hun herbicide werking werd aangetoond
(BRIAN et al., 1958) . Stoffen van dit type kunnen gereduceerd
worden tot intens gekleurde, relatief stabiele vrije radikalen
(MICHAELIS & HILL, 1933) en deze eigenschap blijkt aan de ba-
sis te liggen van hun herbicide werking. Onvolledige reduktie
van het tweewaardig kation geeft aanleiding tot een radikaal
met 1 vrij elektron dat alle plaatsen in het gekonjugeerde sys-
teem kan innemen waardoor de resonantiestruktuur stabiel is.
Substitutie van de ringen breekt dit gekonjugeerd systeem, de
molekule 1is niet meer koplanair, waardoor de redoxreaktie

wordt verhinderd.

De herbicide eigenschap van deze produkten 1is eveneens

geassocieerd met hun redoxpotentiaal. Alleen komponenten met
een redoxpotentiaal minder negatief dan -800 mV bezitten een
herbicide werking. De meest aktieve stoffen zijn deze met een
redoxpotentiaal tussen -300 tot -500 mV. Digquat heeft een re-

doxpotentiaal wvan -349 mV en paraquat -446 mV (HOMER et al.,

1960) .

Niettegenstaande de stabiliteit wvan deze radikalen =zijn

ze 1n staat terug te oxideren in aanwezigheid van molekulaire
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zuurstof, met een regeneratie van de oorspronkelijke molekule.
Deze reoxidatie 1s ook een reaktie met slechts 1 elektron =zo-
dat het duidelijk 1s dat er nieuwe vrije radikalen moeten ge-
vormd worden. De reduktie gevolgd door deze autodxidatie 1is
de sleutel van de herbicide werking van de dipyridylium deri-
vaten. In Fig. 3 worden deze reakties voor paraquat weergege-

ven (ASHTON & CRAFTS, 1973) .

photosynthetic
reducing power

CHa— N N—CH, CH.—N
[2x-]
araquat free radical
1/0’ paraq
or +
«OH' H,0
Figuur 3 : Omzetting wvan het paraquat-ion tot het vrij radikaal,

en autodxidatie van dit radikaal met vorming van
H202 of OH", (naar ASHTON & CRAFTS, 1973) .

Fotosynthese, licht en zuurstof =zijn de limiterende
faktoren. MEES (1960) toonde aan dat het effekt wvan diquat
op planten veel vlugger was 1in het 1licht dan in het donker en
dat in het donker, digquat alleen maar geabsorbeerd werd en
slechts geaktiveerd werd door een lichtstimulus. Hij toonde
eveneens aan dat voor de herbicide werking de aanwezigheid

van zuurstof noodzakelijk was.

De fotosynthese zet de lichtenergie om in chemische
energie via een reeks elektronentransfer s tot de vorming vwvan

NADPH en ATP, die nodig zijn voor de CO"-fixatie.

Stap voor stap werd bewezen dat de dipyridyliums de
CO02~fixatie 1inhiberen (COUCH & DAVIS, 1966 ; VAN OORSCHOT,
1964 ; ZWEIG, 1969) dat digquat ais een"electron carrier" kan
optreden (DAVENPORT, 1963 ; ZWEIG & AVRON, 1965) en kompeti-
tief de NADP-reduktie 1in geisoleerde chloroplasten inhibeert
(DAVENPORT, 1963) . BLACK & MEYERS (1966) Dbewezen de analoge

werking wvan paraquat.



Biochemical Responses to Herbicides
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Figuur 4 : Vereenvoudigd model van de fotosynthese met
aanduiding van de inwerking van verschillen-
de herbiciden op de fotosynthese, (naar
ASHTON & CRAFTS, 1973)
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In Fig. 4 uit ASHTON & CRAFTS (op.cit.) worden de
plaatsen waar verscheidene herbiciden interfereren met de
plantenfysiologie weergegeven. Diquat en paraquat werken 1in
op dezelfde plaats ais het PMS (phenazine methosulfaat) en
kunnen dus een kortsluiting vormen voor de elektronenover-
dracht wvan ferredoxin naar NADPH. Een fytotoxische werking
in het donker 1is niet uitgesloten omdat de nodige elektronen
voor de reduktie wvan het dipyridylium-ion ook kunnen geleverd
worden door respiratie. Maar 1in normale mi lieuomstand igheden
gebeurt de vorming van vrije radikalen via de fotosyntese 1in
het daglicht =zodanig snel dat het aandeel van de produktie aan

radikalen via respiratie te verwaarlozen is.

Wat echter het =zeer snelle fytotoxische effekt wvan de-
ze herbiciden betreft kan deze niet alleen toe te schrijven
zijn aan de 1inhibitie wvan de reduktie van NADP tot NADPH. Het
onrechtstreeks effekt van het tekort aan NADPH op de CC"- fix-

atie 1s 1immers veel trager dan de fytotoxische symptomen.

ASHTON & CRAFTS (op.cit.) verwerpen de hypotese dat
het dipyridylium-radikaal zelf een toxikans 1s op basis wvan
het feit dat er =zuurstof vereist 1is voor de maximale ontwik-
keling van de fytotoxische symptomen. Bovendien worden er in
afwezigheid wvan =zuurstof vrije radikalen geakkumuleerd omdat

de autooxidatie 1s stopgezet.

BLACK & MEYERS (op.cit.) menen dat bij de reoxidatie
van het dipyridylium radikaal waterstofperoxide wordt gesyn-
tetiseerd dat verantwoordelijk =zou zijn voor de snelle fyto-
toxische symptomen. CALDERBANK (1968) meent dat de reaktieve
hydroxyl-radikalen hierin ook een rol kunnen spelen, omdat de
katalasen en peroxidasen die veelvuldig aanwezig =zijn in hoge-
re planten het grotendeel van het geproduceerde peroxide kun-

nen afbreken.

DODGE et al. (1970) vonden echter tijdens "in vitro"-
proeven over de reoxidatie van paraquat- en diquat-radikalen,
hetzij geen hetzij kwasi ondetekteerbare kleine hoeveelheden
andere vrije radikalen terug. Zij zoeken dan ook een verkla-
ring voor de fytotoxiciteit in het optreden van lipiden-per-
oxidatie. Doch tezelfdertijd achten zij het mogelijk dat het

gevormde peroxide onbereikbaar is voor de katalasen en peroxi-



PARAQUAT NADPH

(oxidized)
NADPH cytochrome c reductase
PARAQUAT NADP
(reduced)
N-CH
PARAQUAT
(oxidized)

Singlet O.
Lipids Lipid Peroxides
o-dibenzoy [benzene
Malondialdehyde
Figuur 5 : Vooropgesteld werkingsmechanisme van paraquat in

dierlijke organismen (naar GIBSON, 1975)
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ciasen of dat de gevormde vrije radikalen "in vivo" minder
stabiel zijn dan "in vitro".
BAUR et al. (1969) onderzochten het effekt van para-

quat op de ultrastruktuur van de bladeren en registreerden
binnen de eerste 5 minuten na de behandeling bij 39% wvan de
cellen een desintegratie van het plasmalemma, en na 40 minu-
ten een disruptie wvan het chloroplastmembraan. De achtereen-
volgende symptomen ziin (FARRINGTON et al., 1973) : vooreerst
openingen in het chlorop lastmembraan, gevolgd door opzwellen
en barsten van de chloroplast, dan scheuren van het membraan
rond de vakuole waardoor het vocht van de vakuole zich mengt
met het cytoplasma en ten slotte het barsten wvan het plasma-
lemma waardoor de celinhoud buiten de celwand treedt. Deze
symptomen komen overeen met belangrijke morfologische veran-
deringen : door het doorbreken van de membranen verliest het
blad zijn stevigheid, treedt er necrosis op gevolgd door het

afsterven van het Dblad.

BROOKS (1971) meent dat de lipiden-peroxidatie ten ge-
volge van de vorming van waterstofperoxide bij de autodxida-
tie van het paragquat-radikaal, verantwoordelijk 1is wvoor het

doorbreken van de celmembranen zoals hierboven beschreven.

Doch uit de proeven van GIBSON (1975) kan men beslui-
ten dat het superoxide-radikaal en/of zuurstof singlet 1is dat
de 1lip id enperoxidatie induceert, eerder dan het waterstofperoxi-
de. Hij stelt het werkingsmechanisme van paraquat voor ais
een reduktie wvan 0" tot Superoxide en zuurstof singlet tijdens
de reoxidatie wvan paraquat (Fig. 5). Omdat deze auteur zijn
proeven heeft uitgevoerd met dierlijk NADPH-cytochrome c¢ re-
Huk tase, wordt dit hypotetisch werkingsmechanisme alleen voor
dierlijke organismen voorgesteld ; het 1is nochtans absoluut
niet uitgesloten dat het herbicide in planten op volledig ana-

loge wijze werkt.

Argumenten hiervoor vindt men bij FARRINGTON et al.
(1973) die het ontstaan van het superoxide-radikaal 09y inter-
mediair tussen 0" en *%*2 in planteneellen voor mogelijk
houdt : "Such a radical 1s a possibility for the phytotoxic

species, provided it can survive long enough to diffuse to



the cell membranes, which is where damage 1is first observed
«

in plants treated with paraquat".

De opeenvolgende reakties =zijn volgens deze auteurs

+ 2+ -
PQe + 02 PO + 02

2+ 2-

+
02. + PQO* - PQ + 0*

2027 02 ¢ o\-

2H+ + 02" =M H202

H2°2 + Pq2+ + H°7 + °H_

HO“ + PQ* ——+* PQ2+ + OH"

De zeer snelle omzetting van het superoxide-radikaal
sluit =zijn fytotoxische aktiviteit niet wuit omdat het radi-
kaal in de onmiddellijke nabijheid van de getroffen membranen

wordt gevormd.

Tot op heden werd nog niet bewezen of het superoxide-
radikaal ofwel het xjaters tofperoxide het fytotoxisch produkt
is. Beide produkten kunnen heel verscheiden stabiliteit en
peaktiviteit hebben "in vitro" en "in vivo", omdat "in wvivo"
een reeks enzymen voorkomen die de omzetting van deze stoffen
kunnen bespoedigen (respektievelijk superoxide-dismutase, ka-
talase en peroxidase). Katalase en superoxide-dismutase ko-

men voor 1in alle aerobe organismen- die een cytochroom systeem

bezitten, noodzakelijk voor een aerobe respiratie.
Superoxide dismutase (S.D.) 1induceert de reaktie
S.D.
20~ + 2H H:0: + O©2

Het algemeen voorkomen van superoxide-dismutase wijst
er op dat het superoxide-radikaal veelvuldig voorkomt ; dit
tengevolge van de univalente reduktie wvan molekulaire zuur-

stof. Doch fysiologisch 1is. het een zeer ongewenste kompcnent.

McCORD et al. (1971) stelt enerzijds dat : "The 1low
rate of production, and 1its relative chemical stability ena-

bles 7~2%2 tO0 from these cells (where it was produced)

without causing damage. An accumulation of 7242 t*e mec™-uin



sjLirrounding these cells would be prevented by the catalatic
action of substances in the medium or, in a mixed culture, by
the catalatic action of other species of cells containing

catalase".

Anderzijds : "It appears possible that the dismutation
of superoxide radicals may be the single most important enzy-
mic activity for enabling organisms to survive 1in the presence
of molecular oxygen. Presumably, the great chemical reacti-
vity of superoxide anion precludes the possibility of depend-
ing upon diffusion from the cell as a means of disposal of
this radical and necessitates the presence, within the.cell,

of superoxide dismutase” .

Welke net fytotoxisch element 1is, 1is nog steeds niet
uitgemaakt maar uit de dierlijke fysiologie krijgen we steeds
meer argumenten om aan te nemen dat het superoxide-radikaal
zeer zeker pathogene eigenschappen heeft (FEE & TEITELBAUM,

1972) (zie 4.1.5.).

4.1.3. Digrlijke en mense lijke pathologie

Paraquat en Diqgquat

In vergelijking met andere chemikalién =zijn de dipyri-
dyliumderivaten weinig toxisch. Doch dodelijke ongevallen
door het drinken van gekoncentreerde par aquat-oplossing
(200 g/1) en de ongewone pathologische verschijnselen hier-
mee gepaard gaande, Dbezorgden deze produkten een grote be-
langstelling vanwege de toxikologen. In de periode wvan 1964
tot 1973 waren er 232 paraquat-vergiftigingen met dodelijke
afloop, 96 intoxikaties gebeurden per ongeluk, 109 gevallen
waren zelfmoorden en in 27 gevallen was de vergiftigingsoor-

zaak onbekend.

Paraquat en digquat veroorzaken,een van elkaar verschil-
lende, doch ongewone pathologie ; de reaktie op 1lokaal kontakt

met de huid en slijmvliezen 1is voor beide produkten nochtans

identiek en miniem : een plaatselijke roodheid gevolgd door
hyperkeratosis (verdikking van het stratum corneum) met even-
tuele puistenvorming (CONNING et al., 1969) . De produkten

worden systemisch opgenomen indien het stratum corneum wordt
beschadigd en zijn impermeabiliteit voor wateroplosbare pro-

dukten wverliest (SWAN, 1968) .



Slijmvliezen worden bijgevolg veel gemakkelijker aan-
getast en belangrijke necrotische ulceraties wvan tong, mond,
keel en farynx kunnen reeds binnen de 2 a 3 dagen na de ora-
le opname worden waargenomen. Dergelijke verschijnselen tre-

den ook op ter hoogte wvan de lconjuktiva en het cornea epitheel

na plaatselijk kontakt met paraquat of diguat, en worden gevolgd

door lensopacifikatie. Al deze symptomen =zijn echter reversibel.

De systemische toxiciteit wvan paraquat en diquat 1is

verschillend

Paraquat
Een éénmalige toediening van een grote dosis paraquat
"per os", subcutaan of intraper itoneaal heeft een zelfde reeks

symptomen voor gevolg (CLARK et al., 1966) .

Binnen de 24 uur 1s er nog geen systemische pathologie
waar te nemen en de adsorptieterapie met gesteriliseerde
fuller’s aarde (CLARK, 1971) heeft bijgevolg sukses indien
onmiddellijk toegepast. Vanaf 3 uur daalt het sukses gelei-
delijk. Vanaf 2 tot 5 dagen zijn de symptomen bij de mens
(ademhalingsmoeilijkheden) te vergelijken met een ("-vergif-
tiging (FISCHER et al., 1973), met aantasting van de longen
op irreversibele wijze. Hi stopato logisch vertonen de longen
een typische paraquat-beschadiging, die niet wvoorkomt bij in-
toxikatie met andere dipyridyliums een zogenaamd profilatoir
alveolitis en een terminaal bronchiolitis (CLARK et al., op.
cit.) ; chronologisch is er een dilatatie en verhoogde permea-
biliteit van de pulmonaire bloedvaten met hemoragicén als ge-
volg, een vernietiging van de gas-uitwisselende weefsels met
verlies van de alveolaire wanden, en dilatatie of collaps vwvan
sommige alveoli (BROOKS, 1971 ; MURRAY & GIBSON, 1972 ; FISHER
et al., op.cit. ; BORCARD et al., 1974) . Het surfactant wvan

de longen wordt vernietigd (FISHER et al., 1975 ; ROBERTSON,

1973) (zie 4.1.5), makrofage cellen worden 1in grote mate ge-
produceerd en vullen de longalveolen (STYLES, 1974 ; SWAN,
op.cit.) samen met het surfactant (KIMBOUGH, 1974) . Dit leidt
tot een massief longoedeem. In latere stadia en ook bij chro-

nische opname ontwikke ll zich een fibrosis door een verhoogde
fibrine-afzetting veroorzaakt door het fibrinogeen aanwezig 1in

het oedeemvocht en het gropt aantal aanwezige fibroblas ten



aangevoerd langs de bloedbanen (CONNING et al., op.cit.). In
dit stadium worden de longen een massa van fibreus weefsel
(FLETCHER, op.cit.). De dood treedt 1in ten gevolge van anoxie

veroorzaakt door een ontoereikende gasuitwisseling.

Een van de eerste tekenen van een systemische para-
quat-vergiftiging 1is verhoging van de bloedurea te wijten aan
een necrosis van de niertubuli (OREOPOULOS et al., 1968 ;
FOWLER & BROOKS, 1971&. Doch de nierletsels =zijn nooit ais
een primaire doodsoorzaak gesignaleerd (FLETCHER, op.cit.).
Geforceerde diuresis (FENNELLY et al., 1971 ; HENSEL & DURR,
1971) kan ais terapie worden gebruikt. Ook necrosis van de
levercellen komt frekwent voor (BULLIVANT, 19606), ook niet
rechtstreeks dodelijk. De hartletsels kunnen daarentegen wel
ver an twlbordelijk zijn voor de dood, alhoewel er bij autopsie
slechts een geringe beschadiging van het weefsel waar te ne-

men 1is (MASTERSON & ROCHE, 1970) ; misschien wordt het hart

door de algemene slechte lichaamstoestand te zwaar belast.

Het verband tussen de histopatologische verschijnselen
en het fysiologisch werkingsmechanisme van paraquat wordt door
vele onderzoekers gezien 1in de vernietiging van de membraan-
struk turen door een peroxidatie van de fosfolipiden in aanwe-

zigheid van het superoxide-radikaal.

Uit een histologisch onderzoek van menselijk longweef-
sel, meent POCHE (1974) te mogen besluiten : "Through the
present 1investigations 1t was possible to demonstrate for the
first time that paraquat leads to a diffusely beginning,
step-wise destruction of the alveolar epithelium, the capil-
lary endothelial cells, the alveolar cells, the blood capil-
laries, and finally the whole of the 1lung alveoli". De fi-
brosis door een proliferatie van het longbindweefsei 1is slechts

een sekundair effekt.

Digquat

Intraveneus, intraperitoneaal en subcutane toediening
van diquat veroorzaken een over-excitatie die kan leiden tot
stuipen (CONNING et al., op.cit.). Bij de mens worden
lokale hemoragieén van de slijmvliezen ter hoogte wvan de mond,

keel en oesofagus vastgesteld. Er treedt tevens een anurie op.
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In het geval beschreven dpor OKONEK & HOFMAN (1975), was he-
modialyse niet suksesrijk en stierf de patiénte 46 dagen na
het innemen van een onbekende hoeveelheid digquat. De doods-

oorzaak werd niet omschreven.

Bij honden en konijnen veroorzaakt innemen van diquat
(per o0s) beschadiging van de bovenste spijsverteringswegen
met een vernietiging van de maagmucosa en 1in sommige gevallen
maagperforatie (SWAN, 1968). De maag =zet uit en de maag-
inhoud 1is hevig groen gekleurd, te wijten aan galpigmenten
(biliverdine) (SWAN, op.cit.) of aan een bakteriéle reduktie

van het digquat tot het groene radikaal (CONNING et al., op.

cit.). Geen 1longletsels konden worden vastgesteld (STYLES,
op.cit.). Enkel een voortschrijdende intestinale stasis, met
een grote uitzetting van de dikke darm voor gevolg. Er kon

geen farmakologische werking van diquat op geisoleerd dier-

lijk darmweefsel worden aangetoond die =zouden verantwoordelijk

zijn voor dit effekt. De histologische kenmerken van de darm-
mucosa, -spieren en zenuwplexussen, zijn ook bij een sterk
uitgezette dikke darm, volledig normaal (SWAN, op.cit.). Een

chronisch effekt wvan diquat ter hoogte van de ogen werd waar-
genomen bij honden na 10 maanden voeden met 15 mg/kg lichaams-
gewicht per dag ; en na 124 dagen bij ratten gevoed met

50 mg/kg per dag ; namelijk een bilateraal cataract (CONNING

et al., op.cit.).

Wat de teratogene eigenschappen van paraquat en diquat
betreft : beide produkten hebben geen teratogeen effekt op
kipembryos (DUNACHIE & FLETCHER, 1967) . Bij ratten daarente-
gen verhoogt een éénmalige intraperitoneale inspuiting met
een hoge dosis paraquat of diquat (respektievelijk 6.5 en 7
mg kation/kg lichaamsgewicht) de prenatale embryonale en adul-
te sterfte en heeft een teratogeen effekt op de foetus, onaf-

hankelijk wvan het tijdstip van de zwangerschap waarop het

produkt werd ingespoten. Herhaalde inspuitingen met een lage-
re dosis hebben voor beide produkten geen effekt. 7 mg
kation/kg diquat veroorzaken afwijkingen wvan het skelet : er

is geen mediane fusie van het sternum en geen ossifikatie van
de eerste drie sternebrae. Een van de gehoorbeentjes kan ont-

breken ofwel treedt er geen ossifikatie op. 6.5 mg kation/kg



(n%_]'()/(]((’f Perk concentration Absorption

Species of paraquat in the biood Ve

bod,-wt.) (pH./ml.)
Rat 125 3-4 15-20-
Guinea-pig 30 | 5-10
Cat 35-50 13 16(excreted
in 5 hr.)
Cow 35-50 — 0.26
Man > 40 — 1-S

Tabel 1 Toxiciteit van paraquat bij orale toediening aan
verschillende diersoorten (naar CONNING, FLETCHER
en SWAN, 1969) .
60
00
Lung
-4 -
Liver X
Liver
003
00!
£V/i- -£ :
Hours Doys
Figuur 6 Koncentratie van parquat in plasma en weefsel van
ratten na een intraveneuze toediening wvan 20 mg pa-
raqua- dichloride / kg lichaamsgewicht.
A. Gemiddelde waarden voor 4-5 ratten + standaard
deviatie
B. Gemiddelde waarden voor 2 ratten.
De meeste ratten werden slechts in geringe mate door
het paraquat aangetast, en dode ratten werden niet
in beschouwing genomen.
R ATIO OF CONCENTRATION OF PARAQUAT/D IQUAT
IN T ISSUES OF THE RAT1*
Day
Organ 1 3 5 7 10
Lung 8 33 12 10 20
Muscle 2 13 10 7 16
Kidney 0.9 0.9 0.9 0.3 0.25
Liver 0.4 0.7 0.7 0.5 0.2

* Paraquat-2CI or diquat-2C1 (20 mg kg) given iv to Sprague- Dawley r

(average of 2 rats).

Tabel 2

POSNER,

(naar SHARP,

Verhouding tussen de koncentratie paraquat en diquat
opgehoopt in ratweefsel
1972).

OTTOLENGHI en
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paraquat veroorzaakt minder embryonale afwijkingen : in 125%
van de gevallen ontbreekt een wisselend aantal ribben. Meest-

al 1is het ribkraakbeen abnormaal gebogen (KHERA et al., 1970) .

4.3.4. Absorgtie _en exkretie

De systemische toxiciteit van de dipyridyliumder ivaten
na orale toediening is afhankelijk wvan de absorptie wvanuit de
darminhoud (DANIEL & GAGE, 1966) . In vergelijking met de pa-
rentale toxiciteit 1is de orale toxiciteit van diguat en para-

quat veel geringer, waaruit SWAN (1966) besluit dat de absorp-

tie doorheen de darmwand minimaal is. In tabel 1 geven CON-
NING et al. (1969) de absorptie van paraquat weer vVvoor ver-
schillende diersoorten. De absorptie 1is nooit groter dan 20%
en 1is meestal zelfs veel lager. Paraquat kan in het bloed
gedetekteerd worden kort na de orale inname er van. Er 1s een
piekkoncentratie na 1 tot 6 uur. Ongeveer 90% wvan het geab-

sorbeerde paraquat wordt bij mammalia en mens reeds 1in de

eerste 24 uur langs de urine uitgescheiden (DANIEL & GAGE,

op.cit. ; HENSEL & DURR, 1971) . Toch blijft het nog lange
tijd in de wurine te detekteren (SWAN, 1969 ; MURRAY & GIBSON,
1974) . CONNING et al. (1969) achten het onwaarschijnlijk dat

paraquat door een of ander weefsel selektief wordt geakkumu-
leerd. Zij noemen het een typisch "hit-and-run-poison" naar
de bepaling van BARNES (1968), omdat : "the delayed toxic ef-
fects of paragquat occurring after the excretion of virtually
all of the material have caused it to be classed as a "hit-
and-run" compound that 1is a compound causing immediate damage,
the consequences of which are not apparent until later".

Deze hypotese werd op afdoende wijze weerlegd door SHARP et
al. (1972) die goed detekteerbare leoneentraties paraquat en
digquat konden waarnemen 1in verschillende weefsels van ratten
zowel een lange ais een korte termijn na een intraveneuze
toediening (zie Figuur 6). Verder bewijzen de auteurs dat
beide produkten preferentieel door bepaalde weefsels worden
geakkumuleerd recht evenredig met de toxiciteit wvan het pro-
dukt voor deze weefsels (Tabel 2). Dit wordt ook op spekta-
kulaire wijze gedemonstreerd door de autoradiograf ische expe-

rimenten van LITCHFIELD et al. (1973) : de distributie wvan



27 .

raciiocoaktief paragquat en diquat in bet totale lichaam van een
muis 10 min. na een 1intraveneuze 1inspuiting was : lever, in-
tervertebraal en inter sternaal kraakbeen, Dblaas en mucosa van
de dunne darm ; ter hoogte van de lever akkumuleert paraquat

preferentieel 1in het leverparenchym terwijl diguat bij voor-

keur 1in de galblaas wordt opgehoopt. Na deze korte tijd (10
min.) werd nog maar weinig paraquat of digquat gevonden in de
longen. Een specifieke akkumulatie van paragquat vond men 1in

de hartspier, terwijl er kleine hoeveelheden diquat in het

centraal zenuws telsel werden weergevonden.

Eén uur na de toediening bleef de distributie wvan bei-
de produkten kwasi gelijk ; de totale koncentratie daalde en
het gehalte in de blaas en bet darmepiteel steeg, wat er op
wijst dat er een snelle eliminatie (exkretie) van beide pro-
dukten was. Na 24 uur was de exkretie van diquat bijna kom-
pleet terwijl paraquat nog 1in belangrijke mate aanwezig was

in de 1longen. Na 72 uur was dit niet meer het geval.

Uit analoge proeven waarbij paraquat en diquat in bet
voedsel werden toegediend bleek vanaf de start van de proef
dat ratten paraquat eveneens voornamelijk akkumuleerden in de
dikke darm en in de longen. Na 8 weken waren ekwivalente
hoeveelheden paragquat 1in nieren en spieren geakkumuleerd.
Digquat vertoonde pas na 8 weken belangrijke ophopingsver-
schijnselen ter hoogte wvan de dikke darm en de nieren. De
longen koncentreerden het digquat slechts weinig wat overeen-

stemt met de bevindingen wvan ROSE et al. (1974) .

Algemeen gesproken 1is het opvallend dat paraquat en
diquat uit alle weefsels worden geélimineerd behalve uit een
paar specifieke weefsels voor elk. Dit =zijn voornamelijk de
longen en het hart voor paraquat, en de nieren voor diquat,
en dit zi%p precies de plaatsen waar de voornaamste pathologi-

sehe effekten worden waargenomen.

MURRAY & GIBSON (op.cit.) toonden aan, aan de hand wvan
de langdurige exkretie van paraquat eu de residubepalingen in
diverse weefsels, dat paragquat een hoge retentietijd heeft in
verschillende proefdieren en ook in de mens. Zij vonden geen

metabolieten van paraquat 1in de urine. DANIEL & GAGE (op.cit.)



echter, stellen dat intestinale bakterién 30% van het toege-
diende paraquat kunnen metaboliseren maar dat de metabolieten
niet door de darmmucosa worden geabsorbeerd. Uit het onder-
zoek wvan HEMINGWAY et al. (1975) Dblijkt dat bijna de wvolledi-
ge hoeveelheid wvan het radiocaktief paraquat via een fistula

in het rumen van een schaap toegediend, langs de faeces wordt
geélimineerd en slechts een paar procent ervan langs de urine
wordt uitgescheiden. In. beide uitscheiding sprodukten werd de
originele paraquat-struktuur voor 97% teruggevonden, voor het
overige percentage werden de 4 fotodegradatie- en oxidatiepro-
dukten van paragqguat teruggevonden =zoals beschreven door FUN-
DERBURK & BOZARTH (1967) (zie 4.1.6.).

Voor een koe werd 95.6% van het radioaktief paraquat uitge-
scheiden 1langs de faeces, 0.7% langs de urine en 0.0032% was
aanwezig 1in de melk. In de faeces bestond het radioaktief ma-
teriaal voor 97% uit paraquat, in de urine werd aanvankelijk
voor 90% paraquat aangetroffen en na 5 dagen nog slechts

65% paraquat. De rest van de radioaktieve stoffen waren de
voornoemde oxidatieprodukten van paraquat. Slechts 35 tot

50% van de minimale hoeveelheid radiocoaktief materiaal in de

me Ik aanwezig, kon ais paraquat of een van =zijn oxidatiepro-

dukten worden herkend. Deze derivaten kwamen 1in gelijke of
hogere koncentraties voor dan het paraquat, doch alle kompo-
nenten kwamen maximaal in een dosis wvan 0.001 mg/g(= 1 ppb)
voor

In hun proeven met kippen stelden LEAHEY & HEMINGWAY
(1975) analoge processen vast met diquat : 98.5% wvan het ra-

dioaktief digquat werd binnen 3 dagen in de faeces teruggevon-

den, waarvan 90% in de eerste 24 uur ; 75 a 80% van het radio-
aktief materiaal 1in de faeces was diquat. Daarnaast werden 2

metabolieten geidentificeerd die overeen kwamen met respek-
tievelijk 4 en 2% van de oorspronkelijke dosis radioaktief
digquat. Beide metabolieten waren oxidatieprodukten wvan di-

quat (zie 4.1.6.).

De eieren bevatten 0.053% a 0.029% diquat, voornameliijk
in de dooier : dit komt overeen met 0.00012 mg/g 1in het eiwit
en 0.003 mg/g in de dooier. Bijna alle radioaktiviteit in de

eieren kon worden geidentificeerd ais digquat of één wvan de
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twee metabolieten. Eén van de oxidatieprodukten kwam in een

veel grotere mate voor dan het diquat,

4.1.5. Biochemisch effekt in dierlijke organismen

Bij gebrek aan afdoende bewijzen, heeft men nochtans,
op het huidige ogenblik vele argumenten om aan te nemen dat
voor mammalia, =zoals voor planten, de toxiciteit wvan de dipy-
ridyliumderivaten berust op hun eigenschap gereduceerd en na-
dien geoxideerd te kunnen worden, gepaard met het ontstaan van
vrije radikalen : "The property these compounds have of under-
going cyclic reduction and oxidation might suggest that they
could interfere 1in electron-transport processes, diverting
electrons from the system and reducing oxygen to water"

(CONNING et al. , 1969).

Paraquat neemt deel aan de elektronen-transfer-reakties
waarbij het een substraat oxideert door elektronen ervan op te

nemen en waarbij het daarna zelf wordt gereoxideerd door mole-

kulaire =zuurstof waaraan het =zijn elektronen afstaat (CONNING
et al., op.cit.). Ais substraat benut paraquat het geredu-
ceerd nicotinamide adenine dinucleotide fosfaat (NADPH). Deze

oxidatie wordt gevolgd door een spontane reaktie wvan het ge-
reduceerde paraquat met =zuur stof waardoor het superoxideradi-
kaal 07- en het oorspronkelijk paraquat-ion wordt geproduceerd
(GAGE, 1968) . Dit wordt schematisch weergegeven in figuur 7

uit de review van FLETCHER (1974).
Paraquat

CH, N N *CH 0,~ Superoxide radical ion

Dilhionite OF
NADPH t Horc

Flavoprolein

CH, N NCH

Radical ion (bluo)

Figuur 7 : Reduktie en reoxidatie wvan paraquat

(naar FLETCHER, 1974) .



# Deze hypotese voor het werkingsmechanisme van paraquat
wordt niet door iedereen ais dusdanig aanvaard. Een gunstig
argument werd geleverd door GIBSON (1975) die aantoonde dat
deze "NADPH 1linked oxidation" wvan paraquat "in vitro" wordt
geblokkeerd door het toedienen van"NADPH cytochrome ¢ reduc-
tase antibody". In anaerobe kondities kunnen longmicrosomen
van een muis paraquat eveneens tot het radikaal reduceren ;
ook deze reaktie wordt door het "cytochrome ¢ reductase anti-
body" geblokkeerd. Dérgelijke experimenten tonen echter al-
leen de kapaciteit wvan dierlijke weefsels aan om paraquat te
reduceren en reoxideren maar duiden het toxisch element niet

aan.

ILETT et al. (1974) daarentegen uiten de hypotese dat
het aangetroffen het reduktieprodukt =zou =zijn van de re-
oxidatie van paraquat-radikaal in aanwezigheid van molekulai-
re zuurstof. "In vitro"-proeven met longmicrosomen van ratten
en konijnen toonden immers een verhoogde produktie wvan ~2%2
aan maar alleen 1in de hoogste uitgeteste koncentraties para-

quat (10 "M).

GAGE (op.cit.) suggereerde echter reeds vroeger dat er
vrije radikalen worden geproduceerd gedurende het reoxidatie-
proces, die een peroxidatie van de 1lipiden en dientengevolge
weefselbeschadiging veroorzaken. ILETT et al. (op.cit.) gaan
hier niet mee akkoord en toonden aan, aan de hand wvan proeven
met longmicrosomen van de rat dat paraquat de vorming van ma-
lonaldehyde (produkt van de peroxidatie wvan de lipiden) inhi-
beert vanaf koncentraties hoger dan 10_3M. Doch "Pulse radio-
lyse"-experimenten gaven reeds eerder het duidelijk bewijs dat
het gereduceerd paraquat met =zuur stof reageert waarbij trans-
fer van één elektron optreedt waardoor het superoxide radikaal
ontstaat (KNOWLES et al., 1969 ; FARRINGTON et al., 1973) . De
inhibitie door superoxide dismutase van de door paraquat ge-
induceerde 1lipiden peroxidatie levert een bijkomend argument
om aan te nemen dat de superoxide-produktie door paraquat
wordt gestimuleerd (BUS et al., 1974 ; GIBSON, op.cit. ;

AUTOR, 1974).
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Het 0% radikaal eu H"C” =zijn normale produkten in bio-
logische processen en respektievelijle de enzymen superoxide
dismutase en katalase katalyseren specifiek hun vlugge af-
braak (McCORD & FRIDOVICH, 1969) . FEE & TEITELBAUM (1972)
schrijven de waargenomen hemolyse van rat-erythrocyten onder
invloed van paraquat toe aan een peroxidatie wvan de membraan-
lipiden. Het feit dat =zowel katalase ais superoxide dismuta-

se, de hemolyse en de lipiden peroxidatie inhiberen, sugge-

reert dat respektievelijk en "2 “et Proces Dbetrokken
zijn. In dit verband achten de auteurs bet mogelijk dat 07"
en samen reaéeren en ontstaan geven aan het eigenlijk
reaktief fragment (zoals bvb. hydroxylradikaal), dat verant-

woordelijk 1is voor het waargenomen effekt.
H+ + O7 + H202 02 + H20 + OH7

Omdat katalase naast het peroxide ook het hydroxylradikaal
afbreekt 1s het mogelijk dat katalase alleen reeds een grote
bescherming biedt tegen hemolyse. Doch uit de experimenten
van voornoemde auteurs blijkt ook duidelijk dat de "interme-
diaire komponent", met name het superoxide radikaal, tevens
rechtstreeks betrokken 1is in de hemolyse, en dit wvia het al-

gemeen fenomeen van lipiden peroxidatie.

Gezien de =zeer korte halfwaarde tijd wvan het superoxi-
de radikaal (FARRINGTON et al., op.cit.) ageert het 1in zeer
lage koncentraties en dichtbij de plaats waar het geproduceerd
wordt (FLETCHER, op.cit.). Volgens BUS et al. (1974) reageert
het peroxide-radikaal niet rechtstreeks met de onverzadigde
vetzuren, maar wordt het eerst op niet enzymatische wijze om-
gezet tot singlet 02. Dit laatste produkt =zou aanleiding ge-

ven tot de vetzuur hydroperoxides.

De toxiciteit van paraquat zowel voor planten ais voor
zoogdieren hangt af van de koncentratie van de aanwezige =zuur-
stof (MEES, 1960) . De omvang van de univalente reduktie wvan
molekulaire zuurstof tot het superoxide-radikaal 1in aanwezig-
heid wvan paraquat 1is behalve van de hoeveelheid voorhanden
molekulaire zuurstof ook funktie van de pH van het medium
(MISRA & FRIDOVICH, 1971) .

Zolang er voldoende =zuurstof aanwezig 1is wordt het gereduceer-

de paraquat-radikaal terug omgezet 1in het paraquat-ion, met
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gelijktijdige vorming wvan 0". Bij limiterende C”-koncentra-
ties worden in funk tie wvan de tijd stijgende paraquat-radi-
kaal koncentraties aangetroffen. BALDWIN et al. (1975) onder-

scheiden in dit proces drie fasen

1) Een fase waarbij nog geen dipyridylium-radikalen worden
opgehoopt omdat er nog voldoende 0" aanwezig 1s voor de reoxi-

datie.

2) Een fase waarbij de dipyridylium-radikaalkoncentratie ge-
leidelijk stijgt en waarbij alle 0~ die aan de haem-groep ge-

bonden 1is wordt opgebruikt.

3) Een fase waarbij de dipyridylium-radikaalkoncentratie niet

meer stijgt, omdat het milieu volledig anaéroob geworden is.

De hypotese 1in verband met het mechanisme gedurende
fase 2 werd bewezen aan de hand van proeven waarbij 0~ door
CO werd vervangen op de bindingsplaatsen van de haem-groep.

In dit geval 1is er geen fase 2 te onderscheiden.

Zolang het =zuurstofpeil 1in het organisme (met 1inbegrip wvan
haem-gebonden 07) hoog 1is, treedt reoxidatie van het dipyri-
dylium-radikaal op met vorming van het toxische superoxide-
radikaal en waterstofperoxide. Uit een reeks "in vivo"-
proeven met ratten, guinese biggen en konijnen en een paar
verslagen over vergif tigingsgevallen bij de mens, konlcluderen
FISHER et al. (1973) het volgende : "In the present study,
rats exposed to both paragquat and oxygen died sooner than
expected from either agent alone. In the absence of evidence
to the contrary, it 1is believed prudent for clinicians to
assume that patients intoxicated with paragquat are unusually
susceptible to pulminary oxygen toxicity. This assumption
dictates that oxygen enrichment of the inspired gas for
treatment of hypoxemia be resticted, 1in these cases especial-
ly, to the minimum consistent with adequate oxygenation, and

that the duration of exposure be as brief as possible".

MANKTELOW (1967) 1introduceerde aan de hand van zijn
experiment met muizen de hypotese dat paraquat specifiek in-
terfereerde met de vorming van een tensioaktieve stof noodza-
kelijk voor het behouden van de lage oppervlaktespanning van
de long-alveolen. Dit pathogeen mechanisme van paraquat maakt van

dit produkt een geschikt experimenteel model voor het bes tu-



eueren van het "idiopathic, respiratory distress syndrome"
(IRDS), van pasgeborenen, dat te wijten 1is aan een deficién-
tie van het long-surfactant.

Dit tensioaktief bevat hoofdzakelijk dipalmitoyl 1lecithine,
hetgeen FLETCHER & WYATT (1970, 1972) er toe leidde het ef-
fekt van paraquat op het lipiden-metabolisme en de lipidensa-
menstelling van de longen van ratten te onderzoeken. Zes da-
gen na de behandeling met paraquat, kon een sterke verhoging
van het arachidonzuurgehalte en een zwakke verhoging van de
cholesterol-esterfraktie worden waargenomen. De hoeveelheid
dipalmitoyl 1lecithine werd echter niet belInvloed. Het fos-
folipidenmetabo lisme 1is volgens deze auteurs gevrijwaard voor
peroxidatie. Dus het vooropgestelde werkingsmechanisme 1is
hier volgens deze auteurs niet van toepassing.

Daarentegen vond ROBERTSON (1973), met gevoeliger technieken,
een daling wvan 50% in de koncentratie van dipalmitoyl leci-
thine. Deze reduktie kan volgens hem te wijten =zijn aan in-
aktivatie, eliminatie of geinhibeerde syntese van het tensio-
aktief. De auteur neemt aan dat er =zeker een 1inaktivatie

of een eliminatie van het tensioaktief optreedt omdat het ef-
fekt van paraquat op de hoeveelheid surfactant slechts na 18-
24 uur voelbaar =zou zijn indien het alleen zou te wijten =zijn
aan een verminderde syntese. Dit laatste 1s niet het geval.
Anderzijds veroorzaakt de necrosis van het alveolair epiteel
een gelinhibeerde syntese van fosfolipiden en bijgevolg van
het surfactant. De auteur geeft echter geen verklaring voor
het mechanisme van de 1inaktivatie van het dipalmitoyl 1leci-
thine, zodat de hypotese van peroxidatie van dit fosfolipide
niet uitgesloten 1is. Voornoemde auteur geeft anderzijds een
interessante teorie : dit 1s een"vicieuse cirkel" die kan 1in
gang gestoken worden, zowel door een zuurstof- of paraquat-
intoxikatie ais door een deficiéntie van het longtensioaktief

zoals 1in het geval van het hoger vermelde IRDS (Figuur 8).



Deficiency or inactivation
i of pulmonary surfactant

Necrosis of Poor dispersion of
alveolar epithelium antioxidant factors

Oxygen poisoning

Figuur 8 : Vicieuse cirkel tussen een =zuurstof of para-
quat, vergiftiging en een de deficiéntie
van het longtensioaktief (naar MANKTELOW,
1967)

Ais konklusie wvan dit literatuuroverzieht Dblijkt dat
het gedetailleerde mechanisme van de toxiciteit voor mammalia
van de dipyridyliumderivaten paraquat en diguat nog steeds
niet werd achterhaald. Het voorgestelde mechanisme dat de
meeste aanhanger s telt 1is dit volledig overeenkomstig me t de
werking in planten : hierbij wordt het dipyridylium-kation
gereduceerd tot het radikaal, gevolgd door een reoxidatie tot
het oorspronkelijk tweewaardig kation met terzelfder tijd een
éénwaardige reduktie van een molekule zuurstof tot het super-
oxiae-radikaal 0~". Dit superoxide kan al dan niet via vorming

van singlet, reageren met fosfolipiden of onverzadigde vetzu-

ren, met het afsterven van de cel voor gevolg. Het aandeel
in het toxisch effekt van het gevormde *272 eventueel het
OH- (hydroxyl-radikaal) is voorlopig nog niet Dbekend.

Aangenomen dat het gehalte aan dipalmitoyl 1lecithine
in het longtensioaktief wel degelijk daalt, 1s het voorgestel-
de werkingsmechanisme van paraquat niet onverenigbaar met de
waargenomen surfactant-deficiéntie.
Gezien de zeer korte halfwaardetijd wvan het superoxide-radi-
kaal (FARRINGTON et al., op.cit.) ageert het 1in zeer lage
koncentraties en dichtbij de plaats waar het geproduceerd

wordt.

4.1.6. Chemische afbraak en biodegradat ie

Niettegenstaande er weinig specifiek onderzoek naar de afbraak
van dipyridyliumder ivaten werd verricht, .neemt men aan dat hogere planten
deze herbiciden niet kunnen afbreken (FUNDERBURK & LAWRENCE,

1964 ; CALDERBANK & SLADE, 1966 ; KLEIN, 1972). De enige



waargenomen afbraak 1is te wijten aan een fotodegradatie bij
U.V.-1licht. Bij paraquat treedt fotodegradatie door het =zon-
licht alleen op indien het aan een oppervlak 1is geadsorbeerd,
omdat het paraquat 1in waterige oplossing een absorptiepiek

voor U.V.-licht vertoont bij 257 nm, terwijl de onderste grens
van het zonlicht bij 290 nm 1ligt. Geadsorbeerd 1ligt de piek
van paraquat daarentegen bij 275 nm, maar 1is breder uitgespreid
zodat nog voldoende zonlicht wordt geabsorbeerd (SLADE, 1966).

Zowel in vitro als in vivo zijn de fotodegradatieprodukten wvan

paraquat (Figuur 9)

Figuur 9 : Fotodegradatieprodukten van paraquat
(naar SLADE, 1965) .

Met dunnelaagchromatografie toonde SLADE (1965) aan

dat er minstens zes afbraakkomponenten kunnen onderscheiden

worden, waaronder (Figuur 10)
iCHj 2a
CH-3-N NHCHo cr
coo* ck3nh2hci
Figuur 10 : Vooropgesteld afbraakproces van paraquat

onder 1invloed van ultraviolet 1licht
(naar SLADE, 1965) .

De degradatie start onmiddellijk na het begin van de bestraling
met UV-licht, en na 3 dagen 1is er in de oorspronkelijk 1000

ppm paraquatoplossing geen spoor van paraquat meer te vinden.
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Ook diguat wordt door het zonlicht snel afgebroken. Na
192 wuur (8 dagen) 1is ér im'de waterige oplossing geen digquat
meer te bespeuren (FUNDERBURK & BOZARTH, 1967) .
In tegenstee ling met paraquat 1is het voor de fotodegradatie wvan
diguat onder invloed van het =zonlicht niet noodzakelijk dat aan
een substraat geadsorbeerd.
ROSEN (1972) stelt het afbraakmechanisme van diquat alsvolgt

voor

sun

B2°

Figuur 11 : Vooropgesteld fotodegradatieproces van
diquat (naar ROSEN, 1972) .

In een biologisch systeem kunnen de dipyridyliumherbi-
ciden paraquat en diquat, die =zeer sterk aan de bodempartikels
worden geadsorbeerd (zie 7.2.2.), door bodemmikrodrganismen
worden gernetaboliseerd. Ais mechanisme voor deze bakteriéle
afbraak van paraquat stellen FUNDERBURK & BOZARTH (1967) wvol-

gende reakties voor

N-CH 2cr
Cll
CH.-N 00"
Figuur 12 : Vooropgesteld bakterieel afbraakproces wvan

paraquat (naar FUNDERBURK U BOZARTH, 1967) .



Deze

gen

37 .

afbraak gebeurde in een oplossing van 1000 ppm, 1in 4 da-

tijd, met een onbekende samenstelling van paraquat-re sis-

tente bakterién. In mammalia (schaap, koe) werd ook een ge-

ring metabolisme van paraquat vastgesteld, ter hoogte van het

gastro-intestinaal systeem, ofwel zelfs na absorptie in het

bloed. Ook in koemelk werden metabolieten wvan het paraquat
teruggevonden (HEMINGWAY et al., 1975) . De metabolieten wer-
den geidentificeerd ais de normale fotodegradatie- en oxida-
tieprodukten van paraquat (Figuur 13)
CH.-N -CH” (1) paraquat
-CH3 (2)
N-CH3 (3)
— COOH 6)
Figuur 13 : Metabolieten van paraquat teruggevonden
in mammalia (naar HEMINGWAY, LEAHEY, DAVIS
& GRIGGS, 1975)
In de faeces en urine van een schaap (na toedienen van 233

mg/kg paraquation via rumen-fis tula) werden de metabolieten

(2)

tot (5) teruggevonden, met overmaat van produkt (2). 97%

°

van de totale radioaktiviteit wvan faeces en urine was echter

nog

steeds afkomstig wvan het niet gedegradeerde paraquat.

In de urine van een koe werd 1 en 3 dagen na de behandeling

(oraal : 11.4 mg/kg paraquat-ion) hoofdzakelijk produkt (2)
teruggevonden en op de tweede plaats produkt (4) . Na 5 dagen
werd er drie maal meer (4) gevonden dan (2) (Tabel 3).



Tabel 3 : Percentages paraquat en zijn metabolieten
teruggevonden 1in de urine van koeien (naar
HEMINGWAY et 'al., 1975).

Compound Day

1 3 5
% Paraqgquat 90 70 65
% Compound 2 7 12 8
% Compound 4 4 6 25

In de melk werd vanaf de eerste dag één tot drie maal meer
(4) gedetekteerd dan (2). Samen me t paraquat maken deze kom
ponenten slechts 35-50% van de totale radioaktiviteit 1in de

melk uit (Tabel 4). De rest kon niet geidentificeerd worden

Tabel 4 : Percentages paraquat en zijn metabolieten
teruggevonden 1in koemelk (naar HEMINGWAY
et al., 1975).

Compound Day

1 2
% Paraquat 15 8 9
% Compound 2 3 18 10
% Compound 4 15 18 25

Diquat wordt eveneens gedeeltelijk gernetaboliseerd op biolo-
gische wijze. In de faeces van kippen (na orale toediening
van 4-5 pg/g/dag diquat-ion) i1dentificeerden LEAHEY & HEMING

WAY (1975) twee metabolieten, nl. (2) en (3) (Figuur 14)

(1) diquat

Figuur 14 : Metabolieten wvan digquat teruggevonden in
kippen (naar LEAHEY & HEMINGWAY, 1975) .



Slechts + 75% van de radioaktivi teit was toe te schrijven aan
digquat. Na 5 dagen was er 4% toe te schrijven aan metaboliet
(2) en 2% aan metaboliet (3). De overige radioaktieve elemen

ten konden nog niet gescheiden en bepaald worden.

In de eierdooier werd 37% van de radioaktiviteit toegeschre-

ven aan digquat (1), 58% aan komponent (2) en 5% aan komponent
(3). Na een langere periode (14 dagen) met een lagere dosis

(0.4-0.5 yg/g/dag) was dit respektievelijk 86%, 85% en 10%.

Experimenteel kunnen paraquat en diquat in een paar
dagen volledig worden afgebroken door een optimale expositie
aan U.V.-licht (onder niet geadsorbeerde vorm), en door een
optimale toediening van resistente bakterién. Uit veldonder-
zoek 1s echter reeds dikwijls gebleken dat de dipyridylium-
derivaten door hun hoge adsorptieaffiniteit voor de sedimen-
ten (zie 7.2.2.) niet toegankelijk zijn voor beide degradatie
mechanismen. In hogere organismen worden beide herbiciden
vrijwel onmiddellijk en voor de overgrote meerderheid in on-
veranderde vorm uitge scheiden. Enkele oxidatieprodukten van
paraquat en digquat werden als metabolieten geidentificeerd.
Alleen in de melk van de testkoe en eieren van de testkippen
komen deze metabolieten t.o.v. de uitgangsprodukten paraquat
en digquat, 1in een relatief belangrijke dosis voor. Doch in
verhouding met de oorspronkelijk £f£0egediende dosissen =zijn
deze résidus te verwaarlozen.

Paraquat en diquat kunnen dan ook terecht persisterende her-

biciden genoemd worden.

Waar deze persistentie wenselijk kan zijn voor een
verlengde herbicide werking, 1is ze terze lfdertijd schadelijk,
wanneer men ze beschouwt 1in een meer milieube schermende kon-
tekst. In het geval van paraquat en diquat kan deze persis-
tentie geen enkel voordeel hebben omdat eens deze produkten
aan de bodempartikels geadsorbeerd, ze alle herbicide aktivi-

teit verliezen.

Een redelijke biodegradatie 1is bijgevolg te verkiezen
ten einde het risiko van bioakkumulatie tot een minimum te
herleiden, op voorwaarde echter dat er geen toxische en nog
meer resistente en persisterende afbraakprodukten worden ge-

vormd. MATSUMAHA (1973) drukt dit terecht wuit ais wvolgt
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"It 1s important to remember that, for these pesticides degra-
dation of the original compounds does not always mean an imme-
diate elimination of the hazard. On the contrary, it is often
one finds that an equally or more toxic metabolic product ap-
pears after the original compounds have disappeared. Many of
the conversion products are stable and cause Jjust as many re-

sidual problems as the original compounds".

4.2. 2,4-D (2,4-dichloorfenoxyazijnzuur)

4.2.1. Fysische eigenschappen

“et 2»4-D 1is een wit poeder met molekulair gewicht wvan

221.05. Het smeltpunt 1ligt bij 140.5°C en de oplosbaarheid
in water bij 25°C is 620 ppmn. Het 1is niet hygroskopisch maar
korrosief. Het smeltpunt van het triethanolamine 1ligt tussen

142 en 144°C, de oplosbaarheid in water bij 30°C-32°C bedraagt

440 g/100 g. De struktuurformule 1is weergegeven in Figuur 15:

Cl 0-CHo-COOH

2,4-dichloorfenoxazijnzuur

Figuur 15 : Struktuurformule wvan 2,4-D (vrij zuur) .

Vanaf het verschijnen op de markt van 2,4-D 1in 1942
(ZIMMERMAN & HITCH COCK, 1942) werd een studie gemaakt over de
formulering wvan het herbicide. Samen met de optimale ge-
bruiksdosis bepaalt dit het sukses van de translokatie en bij-
gevolg van de herbicide werking ; de omzetting naar het vrije
zuur 1s echter noodzakelijk voor een effektieve fytotoxische

ak tivi tei t.

Een reeks van de meest gebruikte derivaten wordt gege-

ven door ASHTON & CRAFTS (1973) (Tabel 5).



To indicate the nature of the formulation problem let us designate the

phenoxy group as R. Then examples of the various salts and esters are as
follows:

Salts

Sodium salt, R—CH2COONa

Potassium salt, R—CHsCOOK

Ammonium salt, R—CH2COONH4

Triethylamine salt, R—CH2COONH(C2H5)3
Triethanolamine salt, R—CH2COONH(C2H«OH)3

Alkyl Esters

Methyl ester, R—CH2COOCH3
H CH3

1
Isopropyl ester, R—CH2COOC

\

CH3
Butyl ester, R—CH2COOC4H9
Octyl ester, R—CH2COOCG6HIT

Heavy or Low Volatile Esters

Butoxyethanol ester, R—CH2COOC2H<—0O—C4HS8
Propyleneglycolbutylether ester, R—CH2C00CH2CH(0H)CH20 — C*HS8

H (0]
Tetrahydrofurfuryl ester, R—CH2C0O0O—C CH2
I I
C-—— C
Ha Ha
Tabel 5 : Lijst van de meest gebruikte 2,4-D-derivaten

(naar ASHTON & CRAFTS, 1973) .
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De esters =zijn =zeer vluchtig, dit 1in tegenstelling met
de aminezouten waarvan de vluchtigheid daalt naarmate de ke-
ten langer is. In 48 uur verdampt maximaal 10% wvan het 2,4-D

uit het water 1in de 1lucht (QUEHEL & SUTHERLAND, 1974) .

4.2.2. Werking in glantén

De gechloreerde fenoxazijnzuurverbindingen =zijn een
reeks fytotoxische produkten die ais herbicide worden gebruikt
onder de vorm van het vrije =zuur, ais zouten, aminezouten en

esters.

De chlorofenoxazijnzuurder ivaten zijn groeiregulatoren
of "auxinen" met hormoonaktiviteit ; bij lage dosissen bein-
vlioeden ze de groei wvan de plant op een andere plaats dan de-
ze waar het produkt werd toegediend. Deze translokatie-eigen-
schap geeft aan deze herbiciden het voordeel dat =ze in kleine
dosissen kunn¥n"4diRgewend en gebruikt voor het doden van een

worte lsysteem door een behandeling wvan de bladeren.

De chlorofenoxy herbiciden doen het groeipatroon van
de planten snel veranderen : de meri stematisehe cellen houden
op met delen ; de lengtegroeicellen groeien niet meer in de
lengte maar versnellen integendeel hun groei 1in de breedte.
De parenchymcellen zwellen en beginnen veelvuldig te delen.
Phloeem en xyleem worden toegesnoerd met ais gevolg blokkering
van het transport van voedsel, water, mineralen en andere es-
sentiéle stoffen.
De wortels van de plant verliezen hun vermogen water te ab-
sorberen, er 1s geen expansie meer van de bladeren, de foto-
synthese wordt geremd, met ais uiteindelijk gevolg het afster-

ven van de plant.

Het soort effekt wvan 2,4-D 1is sterk afhankelijk wvan

de toegediende dosis. In lage koncentraties wordt de lengte-
groei gestimuleerd. In hogere koncentraties worden de meris-
temen geinhibeerd, stopt de lengtegroei en veroorzaakt de la-
terale expansie, gezwellen op de stam en de wortels. Bij nog
hogere koncentraties kunnen de plaatsen van kontakt met het
herbicide (meestal de bladeren) reeds =zodanig worden aange-
tast dat er geen translokatie meer plaatsvindt (ASHTON &

CRAFTS, 973) . Citeren we verder STRIJCKERS (1970)



"Een meer algemene 1interpretatie van de groeistofwerking slaat
op een reaktie met een substraat. Thans neemt men aan dat de-
ze herbiciden meer werken ais f£ntregelaars van enzymensyste-
men. De voornaamste fysiologische processen, zoals ademha-
ling, fotosyntese, groei e.a., bestaan uit een keten van re-
akties waarbij enzymen nodig zijn. Door remmen of stimuleren
van deze enzymen wordt de normale ontwikkeling wvan de plant
gestoord. Herhaaldelijk kon men aldus beinvloeding wvan de
ademhaling door herbicide groeistoffen aantonen terwijl ander-
zijds het wvitaal belang van de ademhalingsenzymen door het 1le-
veren van de drijvende kracht voor cellulaire processen alge-
meen aangenomen is.

Beinvloeding van de plantens tofwisseling o.m. van de ademha-
ling en wvnl. wijziging van het N-gehalte, door syntetische
groeistoffen, =zoals 2,4-D, zou wijzen op storingen wvan de
g-indolazijnzuur- (IAA-) en van de eiwitstofwisseling door

een plasmagift. Ais gevolg van zijn gelijkende molekulaire
struktuur =zou 2,4-D in konkurrentie treden met het IAA en dit
van zijn werkingsplaats verdringen ofwel het ais bouwsteen
voor bepaalde verbindingen vervangen ("an ti”auxiniM) . Dit

zou dan wellicht de invloed van 2,4-D op de ademhaling kunnen
verklaren daar het IAA de rol vervult van katalysator wvan het

met de groei gekodrdineerde deel van de ademhaling".

Op cellulair wvlak 1is gebleken dat 2,4-D het aantal ri-
bosomen en het RNA-gehalte doet stijgen (WEST et al., 1960).
Lage koncentraties 2,4-D stimuleren de groei en de RNase-ak-
tiviteit terwijl hoge, herbicide koncentraties deze 1inhibe-
ren. Door de RNase-aktiviteit te remmen stijgt (door een
verminderde afbraak) de RNA-koncentratie 1in de cellen ; ter-
zelfdertijd wordt ook de nukleinezuursyntese gestimuleerd. De
gevolgen hiervan zijn : een toename van de eiwitsyntese en
celdeling, en een woekergroei die eindigt in het afsterven

van de plant (KEY, 1963) .

Het mechanisme wvan 2,4-D bestaat erin dat dit produkt
werkt als een allosterische derepressor van het gen dat de
syntese van RNase reguleert (MONOD et al., 1963). Deze al-
losterische derepressor wordt gevormd door het 2,4-D dat spe-
cifiek gebonden 1is aan een transfer-RNA-fraktie (ARMSTRONG,

1966) .
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Op die manier kan ook het ontstaan van eiwit-2,4-D-
kompleksen worden verklaard. Want, indien het met 2,4-D ge-
bonden transfer-RNA =zijn zelfde funktie bewaart, wordt het
2,4-D 1in de eiwitsyntese 1ingeschakeld wat een voortijdige be-
€indiging van de opbouw van de ketting van aminozuren veroor-
zaakt (ASHTON & CRAFTS, op.cit.). Het ontstaan en de funktie
van de aminozuur-konjugaten en de recente hypotese van FEUNG
et al. (1974) dat deze gekonjugeerde vorm van 2,4-D eigenlijk
de fysiologisch aktieve vorm =zou zijn, kunnen 1in deze kontekst

niet verklaard worden.

Terwijl de veranderingen onder invloed van 2,4-D op
mikrobiologisch wvlak (stijging wvan het RNA- en eiwitgehalte,
en ontstaan van bepaalde metabolieten) Dbelangrijke aanduidin-
gen zijn dat de celkern de primaire aktieplaats 1is wvan het
herbicide, wijzen daarentegen de experimenten van NISSL &
ZENK (1969) er op dat er geen aanloopfaze wvan het effekt op
de celgroei 1is, dus dat het effekt onmiddellijk waarneembaar
is. Dit betekent dat 2,4-D een aantal "inleidende" effekten
heeft op bv. de osmotische eigenschappen van de cel, waardoor
het celvolume kan toenemen nog voor er een stimulans van de

eiwitsyntese 1is opgetreden.

De vorige beschouwingen kunnen we het best resumeren
met het besluit wvan ASHTON & CRAFTS (op.cit.)
"The mode of action of the chiorophenoxy compounds must con-
sist of a great number of structural and biochemical reac-
tions revolving around the central theme of prolonged abnor-
mal growth with failure of those changes characteristic of
maturity and senescense. In no other way may the great num-
ber and diversity of structural and metabolic changes be re-

conciled"

4.2.3. Dierlijke pathologie

De fenoxyazijnzuren veroorzaken een aantal afwijkingen
bij dierlijke organismen. De voornaamste zijn het effekt op
de groeisnelheid, de overleving en het individueel gewicht
van de organen (CHANG et al., 1974) . Het gewicht wvan de 1le-

ver van met 2,4-D behandelde ratten 1is steeds lager dan van
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de kontroles. Er 1is een verhoogd RNA-gehalte maar geen pro-
te'inekoncentratie. Opvallend 1is het 50 tot 100% stijgen wvan
het glycogeengehalte in de 1lever (CHANG et al., 1974) . Er

werden gastro-intestinale hemorrhagieén en abnormale hemato-

logische parameters waargenomen.

Koeien (en vee 1in het algemeen) die 2,4-D hebben inge-
nomen vertonen tekenen van depressie, anorexie, rumen stasis
en spierverzwakking waardoor de dieren niet meer rechtop kun-
nen staan (MCLENNAN, 1974) .

Voor vogeleieren 1s 2,4-D niet alleen een embryocide

doch heeft het ook teratogene eigenschappen (SOMERS et al. 1974).

Bij kippen bleek het % uitkippen van de eieren niet verschil-
lend tussen behandelde en niet behandelde eieren ; er werden
geen abnormaliteiten waargenomen 1in de levende kuikens, maar
wel 1in de dode embryos. De groei wvan de kuikens werd echter
signifikant beinvloed en de invloed was geslachtsgebonden

de mannelijke kuikens groeiden vlugger dan de blanko's, de

vrouwelijke niet (SOMERS et al., op.cit.).

De teratogene eigenschappen van 2,4,5-T (een homoloog
van 2,4-D) die reeds epidemiologisch in de kranten werden ge-
signaleerd (Standaard, 31 aug.-1 sept., 1974 ; Standaard, 3
sept., 1974) worden toegeschreven aan polygechloreerde diben-
zo-p-dioxines, kontaminanten van kommercieel bereide gechlo-

reerde fenolen =zoals 2,4,5-T (CONAWAY & MATSUMURA, 1975) .

4.2.4. Absorptie _en_ exkretie
De absorptie van 2,4-D door dierlijke of plantaardige

weef seis hangt af van zijn polaire eigenschappen.

CLARK et al. (1975) stelden vast dat formuleringen ais
esters, aminezouten en andere zouten steeds tot het vrije

zuur worden omgezet alvorens opgenomen te worden.

Het vrije zuur wordt na de absorptie zeer vlug 1in on-
veranderde vorm geéxkreteerd. Na 72 uur wordt reeds 95% van
de orale dosis toegediend aan ratten, in de urine weergevonden

(KHANNA & FANG, 1966 ; WALKER, 1971) .
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Hetzelfde hoog procent wordt na 96 uur weergevonden in

de urine van koeien t.o.v. 24% 1in de urine van schapen

(CLARK et al., op.cit.). Na 72 uur 1is het herbicide in 3
soorten vis grotendeels uitgescheiden wvia de galblaas (RODGERS
& STALLING, 1972) . In overeenstemming met deze vlugge en hoge

exkretie worden de hoogste résidus 2,4-D in koeien en schapen
aangetroffen in de nieren (respektievelijk 0.9-0.5% en 0.05%)

(CLARK et al., op.cit.)

In vissen werden hoge residuwaarden 1in alle weefsels en
organen gevonden na 1 & 2 uur voor gevoede vissen en na 1 a 8
uur voor niet gevoede vissen. De hoogste koncentraties kwamen
voor, in volgorde, ter hoogte van de galblaas, de nieren, de
lever en het kieuwweefsel; lagere koncentraties 1in het bloed,
de hersenen, de spieren en de maag (RODGERS & STALLING, op.
cit.). SCHULTZ (1973) rapporteert dat in de galblaas wvan Ic-
talurus punctatus ("catfish") na 1 weekverblijf 1in een oplos-
sing van 2 ppm herbicide, een residu van 17 mg/kg lichaamsge-
wicht 2,4-D gevonden wordt ; na 7 weken 1is ook 1in de lever en
de nieren 1 mg/kg 2,4-D aanwezig. Lepomi s macrochirus ("blue-
gill"™) akkumuleert nog meer herbicide aangezien na 4 weken te-
rug overgebracht te zijn in een vers medium zonder 2,4-D er in

alle onderzochte organen en weefsels een hogere koncentratie

herbicide weer te vinden 1s dan deoorspronkelijk uitgeteste
koncentratie (zie Tabel 6).

Tabel 6 : Residu (mg/kg of mg/l) van DNA-"C-2,4-D in de weefsels
van Ictalurus punctatus ("Channel catfish"), Micropte-
rus salmoides ("Largemouth bass"= forellenbaars) en Le-
pomis macrochirus ("Bluegill") en in het water en de

sedimenten van vijvers na een behandeling met 2.0 mg/1l
2.4-D (naar SCHULTZ, 1973).

Weeks after treatment

1 7 12 1 7 12 1 7 12
Tissu«* Channel catfish Largemouth bass Bluegills
Blood 0.10 38.74 29.95 0.13 1.06 6.02 067 8 57 68 05
Brain 0.17 58.63 27.25 0.12 3.63 5.12 0.27 37.39 98 63
Gili 0.16 45.32 28.06 0.14 2.20 627 0.45 3547 71.51
Bile 106.49 10.97 5.04 5.68 3.47 1.35 17.34 12 28 2475
Liver 0.77 48.31 22.17 0.30 3.40 7.29 2.62 32 12 61 78
A-kidney* 0.06 52.95 26.60
P-kidney* 0.33 48.82 35.51 0.70 2.37 4.49 3.32 31.33 83.05
S-muscle* 0.06 7.33 5.63 0.08 0.22 1.32 0.13 4.16 39 59
L-muscle” 0.05 17.08 13.47 0.06 0.32 253 0.14 585 2991
Storage fat 1.04 1.42 3.31
Pyt-caeca* 0.32 4.29 7.14 2 80 84 94 322 74
Eggs 0.96 5.97 0.29%* 76.47*
Testes 0.14* 4.25 22 15 65 81*
Water 1.68 0.02 <0.01 0.40 0.05 <0.01 0.50 <0 01 <0.01
Hydrosol 0.21 <0.01 002 0.10 <0.01 <0 01 0.08 0 06 <0.01

« Water and hydrosol residues based on gtc analyses. Tissue residues based on radiometric analyses. # Values are means of two fish. f Anterior I
n#y =+ Posterior kidney. ' Striated muscle .1Lateral line muscle. * Pyloric caeca. » Data from one fish only.
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Dit wordt bevestigd door veldwaarnemingen van SCHULTZ
& HARMAN (1974) en SCHULTZ & WHITNEY (1974) waaruit blijkt
dat vissen het herbicide ver boven de koncentratie wvan het
omringend milieu kunnen koncentreren ; in deze rapporten heb-
ben de hoge résidus echter enkel betrekking op analyses uit-

gevoerd een korte tijd na het toedienen wvan 2,4-D.

In vogels werd 1in de borstspier en in de lever 1 dag
na besproeien van planten met 2,4-D, respektievelijk 0.30 en
0.675 mg/kg 2,4-D gedetekteerd, 4 dagen na het sproeien werd
geen spoor van het herbicide meer teruggevonden (SCHULTZ &

WHITNEY, op.cit.).

2,4-D wordt ook in belangrijke mate door de eierschaal
(na uitwendig kontakt) geakkumuleerd. Slechts 0.1% hiervan

komt 1in het embryo terecht (SOMERS et al., 1974) .

4.2.5. Chemische afbraak en biodegradatie

2,4-D

De fenoxyazijnzuur herbiciden en 1in het biezonder
2,4-D vertonen 1in planten een grote waaier van afbraakproduk-
ten. Reeds in 1952 identificeerden WEINTRAUB et al., (1952)

het merendeel ervan.

In 1958 werden de eerste twee van een belangrijke reeks
metabolieten gevonden, nl. de proteine-kompleksen (FANG,
1958) ; slechts tamelijk recent werden de aminozuur-konjuga-
ten gedetekteerd (FEUNG et al., 1973a), met ais algemene

struktuurformule (Figuur 106)

Ccl

cl O-CH2"C-NH-CHCOOH

Figuur 16 : Algemene struktuurformule van de 2,4-D-

aminozuurkonjugaten (naar FEUNG et al.,
1973a) .
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In vitro kunnen FEUNG et al. (1974) 20 verschillende
konjugaten syntetiseren. Zeven van deze produkten werden
reeds 1in vivo teruggevonden. Al deze produkten hebben bij

een optimumkoncentratie groeistimulerende eigenschappen.

Voor sommige konjugaten 1is het groeistimulerend effekt
50% groter dan dit wvan 2,4-D bij optimale koncentratie. Bij
hogere koncentraties hebben alle konjugaten, zoals 2,4-D, her-

bicide eigenschappen.

De waargenomen omzetting wvan 2,4-D tot de 7 aminozuur-
konjugaten 1is volgens FEUNG et al. (1974) waarschijnlijk geen

detoxifikatieverschijnse l] maar eerder een aktivatietrap.

Het 1is nog een open vraag waar precies proteine-kom-

pleksen en aminozuurkonjugaten te plaatsen 1in het afbraakpro-

ces van 2,4-D. Minder twijfel bestaat omtrent de gedecarboxy-
leerde metabolieten. LUCKWILL & LLOYD-JONE S (1960) bewezen
dat de herbicide werking wvan 2,4-D sterk gekorreleerd 1is met

het vermogen van de plant om de carboxyl-groep en de methyleen-

koolstoffen te oxideren met decarboxilat ie voor gevolg.

BACH (1961) meent dat de afbraak wvan 2,4-D niet zo =zeer
gebeurt via een splitsing van de fenol-ether-binding maar door
een hydroxylatie van de ring gevolgd door een oxidatie van de-
ze hydroxyls tot carboxyls en tenslotte een doorbreken wvan de

ring (zie Figuur 17).



O—CHj—COOH O—CHa- COOH

COOH
(13 (') n 1
a
1
- 2-
fo-cuzcoon O— CH,— COOH 0— CHa- COOH
oocCi*jja
a
(]
0-CHLOOH O— CHjCOOH
COOH
COOH COOH
COOH ®
aCJ
Figuur 17 : Vooropgesteld afbraakmechanisme wvan

2,4-D 1in hoger planten (naar BACH, 1961)

Deze gehydroxyleerde afbraakprodukten van 2,4-D wer-
den door meerdere onderzoekers 1in hogere planten weergevon-
den (FLEEKER & STEEN, 1971 ; KLEIN, 1972 ; FEUNG et al.,
1973b) . Deze laatste auteurs vonden echter in het callus-
weefsel van soya twee metabolieten die in het schema van BACH
(op.cit.) niet werden vermeld

. P-CH2-COOH
1-CH -COOH

Cl. 'Cl
Cl
OH
4-0H-2,5-D 4-0H-2,3-D
Figuur 18 : Twee gehydroxyleerde afbraakprodukten van 2,4-D met

het callusweefsei van soya (naar FEUNG et al.,1973b),



FEUNG et al. (1973b) toonden naast deze gehydroxyleer-
de metabolieten ook een belangrijke decarboxylatie aan. Bo-
vendien vonden =ze 7 konjugaten met aminozuren. De hydroxyla-
tie en de konjugatie met aminozuren sluiten dus elkaar niet
uit. Gezien na twaalf dagen inkubatie wvan de soyascheuten
nog slechts hoofdzakelijk 4-0OH-2,5-D en 4-0OH-2,3-D werden te-
ruggevonden, brengen deze auteurs de hypotese naar voor dat
de aminozuurkonjugaten een geschikt substraat kunnen zijn voor
een substraat-specifiek hydroxylatie-enzym. Vandaar dat som-
mige konjugaten worden afgebroken en andere geakkumuleerd.
FEUNG en medewerkers deden de proeven over met andere plan-
tensoorten en beweren 1in een recente publikatie "it seems
quite 1likely that callus tissue, regardless of the species of
plant, possesses common metabolic pathways" (FEUNG et al.,
1975) . In één van de onderzochte soorten vonden deze auteurs
een derde gehydroxyleerde metaboliet nl. 3-0O0H-2,4-D, met ais

struktuurformule

-CH,-COOH
Cl
OH
Cl
Figuur 19 : Gehydroxyleerd afbraakprodukt wvan 2,4-D
uit het callusweefsel van koren (naar

FEUNG et al., 1975)

De zes teoretische gehydroxyleerde derivaten wvan

2,4-D zijn in Figuur 20 weergegeven
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Dit 3-0OH-2,4-D werd door VALENTINE & BINGHAM (1974)
ook teruggevonden 1in het extrakt wvan Scenedesmus quadricauda
na 24 uur 1inkubatie 1in 2 ppm 2,4-D. Het vierde van de teore-
tische 1ijst van gehydroxyleerde metabolieten werd eveneens

in deze wiersoort gedetekteerd, nl. het 5-0H-2,4-D

0-CH -COOH

Cl

OH

Cl

Figuur 21 : Gehydroxyleerd afbraakprodukt wvan 2,4-D
uit het groenwier Scenedesmus gquadricauda
(naar VALENTINE & BINGHAM, 1974) .

Het 1is duidelijk dat in planten =zeer verschillende me-

tabolieten kunnen gevormd worden. Het ontstaan wvan de ene
verbinding sluit de andere niet wuit. Integendeel, sommige
verbindingen zijn intermediairen van andere. Zo0 geven de

aminozuurkonjugaten aanleiding tot de hydroxylmetabolieten

(FEUNG et al., 1974) en proteine-kompleksen kunnen een tus-
senstap zijn in het decarboxyleringsproces (KLEIN, 1972). Na
de hydroxylering wordt de ring door een oxidatie tot een di-

carbonzuur omgezet (BACH, 1961 ; KLEIN, 1972) .

Terwijl de decarboxylatie een duidelijke detoxifikatie
is, 1is dit =zeker niet het geval bij de aminozuurkonjugaat-vor-
ming. FEUNG et al. (1974) stellen =zelfs de hypotese voor dat
de gekonjugeerde vorm geen afbraakprodukt =zou zijn, maar de

fysiologisch aktieve wvorm van het 2,4-D.

Het 2,4-D wordt ook onder invloed van het 1licht afge-

broken. De fotodegradatie levert meerdere fenolder ivaten op
afhankelijk wvan de pH. Onder andere wordt de fenoxygroep om-
gezet 1in het overeenkomstig fenol (BELL, 1956) . Ais belang-

rijkste ringteaktie geldt de pH-afhankelijke vervanging van
het chloride door een hydroxylgroep. Deze metabolieten vor-
men vervolgens door kondensatie gehydroxyleerde bifenylen

(OMURA & MATSUMURA, 1969 ; CROSBY & WONG, 1973) .



De

gehele dekompos itie wordt =zeer goed samengevat in
het schema wvan ROSEN (1972) . (zie Figuur 22)
OH OH
Cl OH
Cl
-CH -COOH -CH -COOH
Cl OH OH *CH
sun
Cl Cl OH 0
-CH,-COOH O0-CH -COOH
Cl OH
OH OH
Figuur 22 Vooropgesteld fotodegradatieproces van
2,4-D 1in water (naar ROSEN, 1972) .
Volgens FRANK (1970) 1is, 1in natuurlijke waters de hoe-

veelheid U.V-licht onvoldoende

De degradatie wvan 2,4-D

beurt hoofdzakelijk via mikrobiéle

stelling met de mikrobiéle

om het 2,4-D

in een waterig

afbraak

af te breken.

ecosysteem ge-

afbraak en 1is, 1in tegen-

in terrestrische systemen,

grotendeels een anaéroob proces.

ALY & FAUST (1964) stelden vast dat 1in een meer het
2,4-D 1in 20 dagen niet werd afgebroken. In het laboratorium
slaagden =ze er echter 1in een populatie mikro-organismen af te
zonderen die 81 tot 85% wvan een 20 ppm oplossing 2,4-D kon

afbreken in 24 wuur.



5. HET BEPALEN VAN DE TOXICITEIT VAN CHEMIKALIEN VOOR
AQUATISCHE ORGANISMEN BIJ MIDDEL VAN "BIQ-ASSAYS"

OF BIOTE STEN

5.1. Inleiding

In dit onderzoek verstaan wij onder "bio-assays" biolo-
gische laboratoriumexperimenten 1in het kader van een toxiko-
logisch onderzoek. Bioassays leveren ais dusdanig essentié-
le informatie over het toxisch effekt wvan een scheikundige

stof op vertegenwoordigers van het aquatisch ecosysteem.

Om een extrapolatie te kunnen maken van de resultaten
van de laboratoriumproeven naar het natuurlijk milieu, moeten
de omstandigheden 1in de exper imenten zo veel mogelijk de na-
tuurlijke omstandigheden benaderen. Daarom zullen we achter-
eenvolgens volgende punten behandelen
- aard van de bioassay
- keuze van het testorganisme
- testomstandigheden
- keuze van de testkoncentraties en chemische aspekten van de

bioassay
- keuze van het kriterium
- verwerking van de resultaten

- interpretatie en extrapolatie.

De keuze van de methodiek die wij gebruikten 1is gebaseerd
op "review" artikels wvan SPRAGUE (1969), CAIRNS (1969), LEE
(1973) en STEPHAN (1975) en de voorschriften van de "Standard

Methods van de American Public Health Association" (1971) .

5.1.1. Aard van_de bioassay

Algemeen gesproken moet er geen voorkeur gegeven
worden aan een bepaald type bioassay, maar wordt voor elke
situatie de keuze van het bioassay-type bepaald door de pun-
ten die werden opgesomd in het hoger vermeld lijstje. Elk
van deze punten kunnen naargelang het geval een doorslaggevend

karakter hebben.



53

Volgende alternatieve biocoassay-types kunnen worden

onderscheiden

a) akute testen-chronische testen
De testduur van bioassays kan sterk wverschillen, doch in
elk geval moet deze duur in verhouding =zijn met het ont-

wikkelingsstadium en de levensduur van het testorganisme-

"Akute" testen, meestal akute mor tai iteitstesten, bepalen
de koncentratie van een bepaald toxikans dat b.v. lethaal
is voor een bepaalde fraktie (meestal 50%) van de testor-

ganismen, gedurende een korte periode van hun levenscyclus.

De meeste toxikanten hebben echter reeds een effekt in kon-

centraties ver beneden de lethale koncentratie. Daarom
werden "chronische" testen ontworpen waarbij de testorga-
nismen gedurende hun gehele 1levenscyclus (voor eencellige
organismen =zelfs gedurende meerdere generaties) Dblootgesteld

worden aan het uitgeteste toxikans.

b) statische testen-"continuous flow bioassays"

"Statische" Dbiocoassays worden gebruikt om de toxiciteit wvan

een produkt te bepalen die niet door groot =zuurstofverbruik

wordt veroorzaakt. Er treedt dus een vergiftiging op en

geen verstikking.

Indien de hoeveelheid opgeloste zuurstof tijdens de proef
laag wordt en het tekort niet tijdig gekompenseerd wordt

door diffusie wuit de lucht, moet 0" toegevoegd worden door
doorluchting van de testoplossing tijdens de proef of door
regelmatige verversing van het milieu. Beide manieren wvan
werken werden door ons gebruikt.

Chemische produkten met een hoge COD of BOD of produkten

die vluchtig of instabiel =zijn en snel uit de oplossing

verdwijnen (b.v. ook door opname door de testorganismen)
dienen bij voorkeur onderzocht te worden in "continuous
flow" bioassays ; dit zijn testen waarbij het medium voort-
durend wordt ververst. Een "continuous flow" biocassay im-

pliceert automatisch een goed geoxygeneerde testoplossing,

een konstante toxikanskoncentratie en een kontinu verwijde-

ren van de metabolieten.

Een nadeel van deze soort proeven t.o.v. een statische test

waar een regelmatige verversing gebeurt van het milieu 1in



nieuwe testrecipiénten, is het feit dat er akkumulatie ge-
volgd door een uitloging wvan het toxikans kan optreden

ter hoogte van de wanden van de recipiénten.

Rekening houdend met de fysische en chemische ei-
genschappen van de uitgeteste produkten (zie Hoofdstukken
4.1.1., 4.1.6., 4.2.1., 4.2.5.) en de duur van de proeven’er-
den in dit onderzoek uitsluitend statische biocoassays uitge-
voerd die naargelang het testorganisme,van het akute of wvan

het chronische type waren.

Rekening moet gehouden worden met volgende punten,
waarvan het ene een meer doorslaggevend karakter kan hebben
dan het andere.

- de soort moet van lokaal belang zijn en representatief voor
de groep

- de soort moet in goede konditie in het laboratorium kunnen
gehouden worden

- de soort moet altijd in voldoende aantallen beschikbaar
zijn, om de proeven met statistisch verantwoorde aantallen
te kunnen uitvoeren. Te grote en te dure soorten =zijn b.v.

uitgesloten.

Om representatief te zijn voor een aquatisch eco-
systeem zou 1eder biocoassay 1in feite moeten uitgevoerd worden
met een waailer van organismen behorende tot de normale flora
en fauna van het betrokken biotoop. Deze organismen =zouden
tevens representatief moeten =zijn voor de verschillende trap-
pen van de voedselketen : primaire producenten, primaire kon-
sumenten, secundairekonsumenten en saprobionten. Bovendien
moe t er rekening gehouden worden met het ontwikkelingss tadium

dat de organismen hebben bereikt.

In de praktijk betekent dit dat men permanent moet
kunnen beschikken over een waaier van proeforganismen waar-

van de biologie en de kweektechnologie =zeer goed gekend zijn.

Konform met deze voorschriften selekteerden we vol-

gende testorganismen



(voor de krab
matig te beschikken over enjbryonale

doorslaggevend argument in de keuze).

GROENWIEREN
Phylum
Classis
Ordo
Subordo
Familia
Genus

Species

CILIATA
Phylum
Classis
Ordo
Subordo
Familia
Genus
Subgenus

Species

CRUSTACEA
Phylum
Classis
Subclassis
Ordo
Subordo
Familia
Genus

Species

en beide vissoorten was

lste Proeforganisme

Chlorophyta
Chlorophyceae

Volvocales

Chlamydomonaceae
Chlamydomonas

Chlamydomonas reinhardi
DANGEARD

Protozoa
Ciliata
Spirotricha
Hypotricha
Oxytrichidae
Oxytricha

Stylonychia

Stylonychia mytilus EHRENBERG

Arthropoda
Crustacea
Branchiopoda
Onychura
Cladocera
Daphniidae
Daphnia

Daphnia magna STRAUS
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de mogelijkheid regel-

larvale stadia een

2de Proeforganisme

Chlorophyta
Chlorophyceae
Chlorococcales
Chlorococcineae
Scenedesmaceae
Scenedesmus

Scenedesmus opoliensis
RICHTER

Arthropoda
Crustacea
Branchiopoda
Onychura
Cladocera
Daphniidae
Daphnia

Daphnia pulex (DE GEER)



3de Proeforganisme
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4de Proeforganisme

CRUSTACEA
Phylum Arthropoda Arthropoda
Classis Crustacea Crustacea
Subclassis Branchiopoda
Superordo Anostraca
Ordo Decapoda
Subordo Brachyura
Familia Branchinectidae Xanthidae
Genus Artemia Rhithropanopeus
Species Artemia salina (L.) Rhithropanopeus harrisii
GOULD
lste Proeforganisme 2de Proeforganisme
PISCES
Phylum Pisces Pisces
Classis Osteichtyes Osteichtyes
Subclassis Actinopterygii Act:inopterygii
Ordo Teleostei Teleosteil
Subordo Cypriniformes Cyprinodontiformes
Familia Poeciliidae
Genus Brachydanio Poecilia
Brachydanio rerio Poecilia reticulata
HAMILTON-BUCHANAN PETERS

5.1.3. Testomstandigheden

proefomstandigheden zijn funktie wvan
ecologische,
testorganismen.

zen worden

te gebruiken

De proefomstandigheden moeten

technologische en fysico-chemische
zowel morfologische,

fysiologische en etologische kenmerken van de

zodanig geko-

dat het gedrag van het testorganisme zoveel moge-

lijk het gedrag in de natuur benadert.

In een voorafgaand onderzoek werden voor elk van de
gebruikte soorten de meest geschikte proefomstandigheden be-
paald, wat betreft het aantal testorganismen per recipiént,
de aard en de grootte van de recipiénten, de technologie, de
temperatuur s-, belichtings- en beluchtingsomstandigheden. De
testorganismen werden steeds aan de testomstandigheden geak-

klimatiseerd gedurende een bepaalde tijd.



Artificieel zoetwater volgens CAIRNS (1969)

gram/liter

KC1 0.02
Na2Si03 .9H20 0.02

NaHCO03 0.04

MgS04 .7H20 0.04

Ca (N03) 2 .4H20 0.04

CaCo03 0.01

KSHPO. 0.002

4
Fe (ferric citrate) 0.0004

Artificieel zeewater volgens DIETRICH & KALLE (1963)

Oplossing A Oplossing B

NaCl 239,0 g NaZSO4.10HZO 90, 6 g
MgC1l2 .6H20 108,3 g NaHCO03 0,2 g
CaCl2 anhydrisch 11,5 g NaF 0,003 g
SrCl2 .6H20 0,04 g H3BO3 0,027 g
KC1 6,82 g aqua dest. 1000 ml
KBr 0,99 g

aqua dest. 8560 ml

Tabel 7 : Formule van de gebruikte artificiéle media.



De zeer uiteenlopende chemische samenstelling van
allerhande types water kunnen de toxiciteit van de toxikan-
ten sterk beinvloeden (synergisme, antagonisme, precipita-
tie, enz...). Er moet bijgevolg zo veel mogelijk gestandar-
diseerd worden hetzij door natuurlijk water te gebruiken met
gekende samenstelling en geschikt voor de testorganismen,

hetzij door artificieel water te bereiden.

Voor de proeven met =zoetwaterorgansimen gebruikten
we steeds =zacht water bereid volgens de formule wvan CAIRNS
(1969) (zie Tabel 7). Voor de proeven met mariene organismen
werd natuurlijk zeewater gebruikt afkomstig van een welbepaal

de plaats, ofwel artificieel zeewater volgens de formule van

DIETRICH & KALLE (1963) (zie Tabel 7). Het toedienen van voe-
dingszouten (voor de groei van de wieren) en van 1inert voed-
sel (voor de 1invertebraten en vissen) werd eveneens gestan-
dardiseerd (zie 5.2.3.).

5.1.4. Keuze van_de testkoncentraties en chemische as22ekten

van_de bioassay

In onze proeven werden de testkoncentraties 1in over
eenkomst met de metodiek wvan DOUDOROFF et al. (1951), steeds

met logaritmische intervals gekozen.

Vooreerst werden "screening tests" of bruto-testen
uitgevoerd om het tolerantiegebied grofweg te bepalen ; ver-
volgens werd deze "critical range" nauwkeuriger onderzocht
aan de hand van verfijnde testen. Onder "critical range"
verstaan we het gebied tussen de hoogste koncentratie waarbij
het gekozen kriterium niet wordt waargenomen en de laagste

koncentratie waarbij het effekt maximaal is.

De fysicochemische omstandigheden en de toxikans-
koncentratie 1in de verschillende verdunningen werden 1in de
mate wvan het mogelijke regelmatig bepaald. Indien de bekomen
waarden meer dan 10% afweken van de omstandigheden bij de
start van de proef, werden de resultaten van de proef niet in

aanmerking genomen, en werd de proef herbegonnen.



5.1.5. Kriterium

De keuze van een kriterium 1is vrijwel onbeperkt.

Het belangrijkste en meest gebruikte kriterium 1is de morta-

liteit. De reden hiervoor 1s dat het kan gebruikt worden
voor bijna alle organismen en alle toxikanten. De subletale
kriteria =zijn gevoeliger en veel specifieker. De subletale

kriteria die wij gebruikten =zijn kenmerkend voor de testorga-
nismen en houden alle verband met de reproduktie of ruimer

gezien met de populatiegroei.

5.1.6. Verwerking van_de re sultaten

Uit de resultaten van een toxiciteitste st leidt men
de koncentratie van een bepaald toxikans af waarbij het geko-
zen kriterium wordt waargenomen bij een bepaalde fraktie
(meestal 50%) van de testorganismen tijdens een welbepaalde

tes tduur.

De effekten, waargenomen bij elk van de uitgeteste
dosissen (gekozen in logaritmen), zijn verdeeld volgens een
normaal-distributie. Omgerekend 1in logaritmen of uitgezet op
logaritmisch papier =ziet de dosis-effekt-kurve er uit ais een

sigmoide gelijk aan de kumulatieve normaalkurve (BLISS, 1937)

Indien het percent effekt omgerekend wordt in funk-
tie van 0.05 probabiliteit, wordt de sigmoide kurve omgevormd
in een rechte. Deze omrekening 1in "probits" volgens de meto-
de wvan BLISS (1937), kan vermeden worden door het procentuele
effekt uit te zetten op probabiliteitspapier (LITCHFIELD,

1949).

Uit deze grafiek kan vervolgens de EDJFo of "median
effective dose" berekend worden, een begrip dat 1in de farma-
kologie gebruikt wordt zowel voor letale ais subletale effek-

ten.

Indien echter een letaal effekt werd beschouwd ge-
bruikten we liever de term of "median tolerance limit",

algemeen toegepast 1in de literatuur over visbioassays.

Een eerste metode voor het bepalen wvan de ED,-0 aan

de hand van een grafiek op log-probit-papier 1s de visuele
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lineaire interpolatie volgens LITCHFIELD (1949) . Uit het
snijpunt van deze rechte met de 50% effekt-1lijn kan de ED"qQ-
waarde worden afgelezen. Om de vertrouwensgrenzen van deze
waarde te bepalen gebruikt men de metode van LITCHFIELD &

WILCOXON (1948).

Beide metoden werden door ons aangewend naargelang
het aantal intermediaire waarnemingen tussen 0 en 100% ef-

fekt.

5.1.7. Interpretatie_en extrapo latie

Voor een verantwoorde 1interpretatie van een biocas-
say 1s het noodzakelijk te beschikken over
- voldoende biologische kennis aangaande het proefobjekt en
zijn reaktie op de uitgeteste stof
- voldoende chemische en fysische informatie over de teststof

en haar gedrag tijdens de proefomstandigheden.

Synergismen, antagonismen of andere interakties wvan
chemische komponenten kunnen 1immers niet altijd achterhaald
worden, maar zijn automatisch 1in de resultaten omvat. Bij
het ontwerpen van een proef 1is de kennis over het chemisch
gedrag van het toxikans niet strikt noodzakelijk ; deze 1is
daarentegen essentieel voor de interpretatie en de toepassing

van de resultaten.

Aan de hand van de TL"”"-waarden kon een "safe con-
centration" worden berekend. Meerdere formules werden hier-
voor voorgesteld, waarvan de meest eenvoudige erin bestaat
de TL"Q-waarde te vermenigvuldigen met een faktor 1/10 of

1/100 (1).

Een goed betrouwbare "veilige toepassingskoncentra-
tie" voor een bepaald organisme kan echter slechts worden af-
geleid uit meerdere proeven met verschillende kriteria die de
gehele 1levenscyclus van de soort beslaan (proeven op lange
termijn = "long-term-biocoassays"). Doch de grote verschillen

tussen de resultaten met verschillende soorten organismen be-

(1) U.S. Department of the Interior. Federal Water Pollution
Control Administration. Training Program, December 1969.
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wijzen hoe relatief een veilige toepas sinsnorm is. Bovendien
zijn de gebruikte kriteria voor het bepalen van het toxisch
effekt van een produkt» niet bruikbaar voor het opstellen wvan een
veilige toepas singsnorm van een stof, die door de testorganisraen
wordt gekoncentreerd en door de voedselketen wordt vermeerderd.
Een organisme kan immers blijven leven 1in bepaalde koncentra-

ties aan toxikans, maar terzelfder tijd dit produkt in zijn 1i-
chaam koncentreren tot gehaltes die schadelijk kunnen zijn

voor de organismen die zich met de eer stvernoemde organismen

voeden.

Daarom hebben we op het einde van dit hoofdstuk over
toxiciteit wvan paraquat, diquat, 2,4-D, lissapol NX en etho-
meen S25 nog geen besluiten getrokken in verband met de gebruiks-
voorschriften voor de herbiciden, maar behandelden wij eerst
een hoofdstuk over de 1invloed van additieven op de toxiciteit
van paraquat en een hoofdstuk over de partitionering van deze

Produkten tussen de -bloeibare en de vaste fraktie wvan een sys-

teem.
5*2. Toxiciteitsonderzoek op wieren
5.2.1. Gegevens over de gebruikte soorten en de technieken

voor het onderhouden van_ de stocks

Ais vertegenwoordigers van het eerste trofisch ni-
veau werden twee Chlorophyceae ais testorganismen voor onze
toxiciteitsproeven gebruikt.

De gebruikte wiersoorten zijn Scenedesmus opolien-
sis RICHTER, een coenobiaal groenwier van de groep der Chlo-
rococcales en Chlamydomonas reinhardi DANGEARD, een eencelli-

ge vertegenwoordiger van de groep van de Volvocales.

S. opoliensis werd geisoleerd door Dr. P. SORGELOOs'
en G. UYTTERSPROT ' en gedetermineerd door D. SOMERS". De C.
reinhardi-stam werd geisoleerd en gedetermineerd door Dr.
MEYER3. Deze determinatie werd, nadat de ent in het labora-

torium in kuituur was gebracht, bevestigd door Dr. N. DE PAUWI1.

1. Laboratorium voor Biologisch Onderzoek wvan Milieuverontreiniging R.U.G.
2. Laboratorium voor Morfologie en Systematiek der Planten - R.U.G.
3. TNO, Centraal Laboratorium, Delft, Nederland.
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Beide wiersoorten werden gekweekt volgens de ge-
standardiseerde techniek van PERSOONE & SORGELOOS (1975)
de wierstocks worden onderhouden 1in een traag vermenigvuldi-
gingsritme op een komp leet medium in steriel bereide agarpla-
ten bij ca 21°C en zwakke belichting. Vervolgens wordt een
kolonie wiercellen van de agar overgeént 1in een proefbuis met
10 ml artificieel zoetwater (formule wvan CAIRNS (1969) wvoor
zacht water) (zie Tabel 7) aangerijkt met een voedingsmedium
(zie 5.2.3.). Deze stockkulturen worden kontinu belicht met
2 TL-lampen van 65 Watt (+ 2000 1lux) en doorborreld met pers-
lucht via een kapillair op de bodem van de buis. De inkuba-
tietemperatuur bedraagt 21°C. Van zodra deze (niet axenische)
monokultuur 1in de exponentiéle groeifaze (zie volgende para-
graaf) is gekomen, wordt de suspensie overgebracht 1in een cy-
lindrokonische buis met nuttige inhoud wvan 100 ml met het-
zelfde medium en verder gekweekt 1in dezelfde omstandigheden.
Van hieruit wordt één 1liter kuituur aangelegd 1in omgekeerd
opgehangen baxteri lessen. En schema van de gebruikte tech-

niek, naar SORGELOOS (1975)is 1in Figuur 23 weergegeven.

5.2.2. BepaUSE-YaS-aé-SIoei. van_wier;lcriltiireri

Het toxikologisch onderzoek en ook het voorafgaand
onderzoek voor het bepalen van een geschikt kweekmedium wer-
den uitgevoerd met kuituren van wiercellen in tamelijke hoge

dens iteiten.

Om de invloed van een of ander medium of wvan een of
ander toxikans op de groei wvan deze wierkulturen na te gaan,
dient een maats taf voor de wiergroei gekozen te worden. Het
meest gebruikte kriterium hiervoor 1is het aantal wiercellen/

ml in funktie wvan de tijd.

De resultaten worden grafisch weergegeven door
groeikurven. Zoals Dbij de groei van bakterién kan men in
groeikurven van planktonische mikroskopische wieren vier fa-

zen onderscheiden (FOGG, 1966)

1. de aanloopfaze of lag-faze
2. de exponentiéle faze of log-faze
3. de stationaire faze of plateaufaze

4. de afstervingsfaze.



In de exponentiéle

redig met het aantal

nieuwe cellen per tijdseenheid
pulatie) kan uitgedrukt worden
lijking (GUILLARD, 1973)
M = Ke N

waaruit N aantal cellen

t tijd

K groeikonstante

e

faze

aanwez'ige cellen.

door

tijdens

groeit de wierkultuur even-

Vandaar dat het aantal

(of de groeisnelheid van de po-

een MONOD (1949) -verge-

in de kuituur

de exponentiéle faze

na 1integratie wordt deze vergelijking
InN =Kt +cte (2)
e
Op het tijdstip t = o is N = N* en bijgevolg
InN = cte (3)
o
(3) gesubstitueerd in (2) geeft
InN = K t + InN
e o
°f Ke ® 1n fg ek (4>
vgl. (4) kan evengoed opgesteld worden voor het tiendelig en
het tweedelig logaritmisch stelsel en wordt dan
Kio " 1logio I6 A (5)
k = log2 § i (6)
o
Aan de hand wvan vgl. (4), (5) en (6) kan men de groeikonstante

in de exponentiéle groeifaze berekenen van een populatie van
organismen met een binaire deling, t.t.z. waarbij elke cel
slechts aanleiding geeft aan twee dochtercellen. Deze verge-
lijkingen drukken de groeikonstante uit, respektievelijk 1in

het neperiaans, het tiendelig en het tweedelig logaritmen stelsel
Indien t uitgedrukt 1is in dagen geeft k het aantal delingen

per dag weer.
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Tussen K en KiO en k bestaat volgend verband
e
k = 0.6931 3.322 K1() (7)

De generatietijd T, of de tijd die een wierpopula-
tie nodig heeft om in aantal individuen te verdubbelen kan
gemakkelijk berekend worden aan de hand wvan vgl. (6) waarbij

N = 2.N Opgelost wordt dit

- @)

Naar analogie met de logaritmische transformatie
in deze berekening, kan men de resultaten grafisch voorstel-
len in "Semi-log"-papier. Het rechtlijnig stuk wvan de kurve
geeft dan de exponentiéle groei van de populatie weer en de

richtingskoefficiént wvan deze rechte 1s een maat wvoor K" )

(Fig. 24).
10+
- - A days, 12 hours — 6»-
E
W
C
u
-1 day, 9 hours
10+
1 2 3 A 5 6 7 8
Time (hours)
Figuur 24 : Experimentele groeikurve van Cyclotella

cryptica, uitgezet op semilogaritmisch pa-
pier. AA' = exponentiéle groei wvan de
wierpopulatie. (naar GUILLARD, 1973).



Tabel 8 . Media voor wierkweek

Medium wvan VLASBLOM

FeSO4.7H80

NaH_PO .ZHSO

2774
NaNO-

MnCl2 .4H20
glycine

ag.dest. tot

(1963)

0,278g
3g

30g
0/47g
50g

liter

(= modifikatie van het medium
van WALNE, 1956)

Medium ES van PROVASOLI, McLAUGHLIN & DROOP (1957)

NaNO3 350mg
Na_2HPO.4 50mg
Vit.B1l2 10 jig
Thiamine 0 pmg
Biotine 5pg
Fe (1) 25ml
Pil metaal mengsel (2) 25ml
ag.dest. 100ml
pH stellen op 7,8 met HC1
(1) Fe (NH4)2 (S04)2.6H20 351mg
Na2 EDTA 350mg
ag.dest. 500ml
(2) H3BO3 114mg
FeCl3 .6H20 4, 9mg
MnS04 .4H20 16,4mg
Zzn5S04 .7H20 2, 2mg
CoS04 .7H20 0,48mg
Na2 EDTA 100mg
ag.dest. 100ml1



5.2.3. yillesten yan geschikte voedingsmedia voor Chlamydo-

monas reinhardi en Scenedesmus opoliensis

De kriteria voor de populatiegroei van een wierkul-
tuur , zoals beschreven 1in voorgaande paragraaf =zijn alleen
toepasselijk voor organismen met een binaire, m.a.w. een

asexuele voortplanting.

Bij het genus Scenedesmus 1is enkel een asexuele
voortplantingswijze bekend. Chlamydomonas daarentegen kent
naast een vegetatieve tevens een sexuele voortplanting. Deze
wordt ais wvolgt door DANGEARD (1933) beschreven
Bij de sexuele voortplanting gedraagt Cj reinhardi zich ais
een heterothallisch isogamisch wier ; de reproduktie wordt
achtereenvolgens gekenmerkt door "cluster"-vorming, paring
tussen de mannelijke en vrouwelijke gameten, fusie en vorming
van een zygote, die via een reduktiede ling aanleiding geeft
aan haploide sporen van waaruit de nieuwe gametofyten ont-

staan.

Al deze verschillende celvormen bemoeilijken uiter-

aard een adekwate telling.

Wanneer gameten van de twee geslachten 1in dezelfde
kuituur voorkomen, duurt het gehele proces tot de zygote-vor-
ming slechts 30 minuten. De eerste stap 1is de "cluster"-vor-
ming of aggregatie wvan gameten. Hierbij =zijn de zeer aktieve
flagellen naar het centrum gericht. Deze celgroepen vallen
uiteen in "vis-a-vis"-zwemmende paren gameten van tegengesteld
geslacht. De paring gebeurt eerst alleen ter hoogte wvan de
flagellen maar evolueert verder zodanig dat een fusie moge-
lijk wordt en een zygote kan gevormd worden (SAGER & GRANICK,

1954) .

f£e sc hikt vc>ejiin g¢mfd ium voor Chlamydomonas re inhar di

In een vergelijkende studie van de sexuele voorplanting
bij 4 Chlamydomonas-soor ten, o.a. Cj reinhardi , bewijzen SA-
GER & GRANICK (1954) en TRAINOR (1959) dat deze voortplantings
wijze van Cj reinhardi gekontroleerd wordt =zowel door het
stikstof-gehalle van het voedingsmilieu ais door de duur en
de intensiteit van de belichting. Het N-gehalte blijkt noch-

tans de sleutel!aktor te =zijn.



mm j
uim

SU« «l

Figuur 25 A:Opstelling voor bioassays
met mikroalgen (naar
PERSOONE & UYTTERSPROT, 197 2

BrDetail wvan een kweekbuis
(naar PERSOONE & SORGELOOS,
1975) .



Op basis van deze kennis hebben wij getracht een geschik
te samenstelling van het voedingsmilieu te vinden waarbifj
wordt verhinderd dat C”* reinhardi overgaat tot een geslachte-
lijke voortplanting, met de voor de tellingen problematische

vorming van "clusters", paren en zygoten.

Volgende media werden uitgetest
- medium wvan VLASBLOM (1963) (afgekort VL) : 10 cc stockop-
lossing/1
- milieu ES wvan PROVASOLI (1957) (afgekort ES3) : 20 cc stock-
oplossing/1
- medium I van SAGER & GRANICK (1954) (afgekort S & G)
- een mengsel van ES en VL : 5 cc/1 VL + 10 cc/1 ES
- mengsels van voornoemde media met 100 en/of 200 mg ureum/1.
De samenstelling van de gebruikte media wordt gegeven in

Tabel 8.

De proeven werden uitgevoerd in duplo bij konstante tem-
peratuur (23 + 1°C), in de opstelling ontworpen voor bioassay
met wieren, beschreven door PERSOONE & UYTTERSPROT (1972)
(Figuur 25A en B) . De buizen werden kontinu belicht met 2
TL-lampen van 65 Watt op een afstand wvan 10 cm (= 1000-2000
lux) en kontinu met lucht doorborreld (200 + 5 ml/min). De
startkoncentratie bedroeg 0.1 x 10 cellen/ml. De tellingen

werden gedaan aan de hand van een haemocytometer. De aantal-

len werden uitgezet op semilogaritmisch papier.

Er werden twee reeksen proeven gedaan. Tabel 9 geeft de
samenstelling weer van de diverse media uit beide reeksen
voor wat betreft het totaal N-, NO*.N-, totaal P-gehalte en

N/P-verhouding



Aantal

. . |
wiercel- ¢
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VL VL + UR VL + UR
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ES ) ES + UR ES + UR
Tijd (uur)
Figuur 26 : Experimentele groeikurven van Chlamydomonas

reinhardi in verschillende voedingsmedia.

Eerste reeks proeven.
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Tabel 9 Samenstelling van de media in de 1lste en 2de reeks proeven met Chla-
mydomonas reinhardi.

lste reeks 2de reeks

mg/1 tot. N NO~.N tot.P N/P mg/1 tot. N NO3.N tot. P N/P
VL 141.9 49.4 5.595 25/1 VL 141.9 49.4 5.595 25/1
VL+URJ 188.5 49.4 5.595 34/1 VL+UR?2 235.1 49.4 5.595 42/1
VL+UR2 235. 1 49.4 5.595 42/1 S&G 100.0 52.49 40.54 26/1
ES 15.53 7.69 0.675 23/1 S&GHUR2 193.2 52.49 40.54 48/1
ES+UR]J 62. 13 7.69 0.675 92/1 VL+ES 78.72 28.55 3. 135 25/1
ES+uUrR2 108.73 7.69 0.675 161/1 VL+ESs+UrR2 171.92 28.55 3. 135 55/1

Figuur 26 en 27 geven de groeikurven weer 1in de ver-
schillende media. Ofschoon de eindwaarden bekomen voor de 2
parallellen, 1in sommige opstellingen wat uit elkaar 1liggen,
vertonen de groeikurven van de duploproeven toch een sterk
gelijklopend verloop.

In de eerste reeks proeven werden de media ES en
VL met elkaar vergeleken en werd ook de invloed op de wier-
groei van een additie wvan ureum aan deze media nagegaan.

Uit deze reeks Dblijkt dat ES een tamelijk ongunstige
voedingsbodem 1is voor re inhardi de populaties komen zeer
vlug 1in plateau-faze. Vanaf de tweede dag 1s de groei van de
populatie in ES =zonder toevoegen van ureum onbeduidend. Naast

de limiterende

ook het feit dat 50% wvan de

van NO".N 1s toegediend, een

(1971) en WESSELIUS (1973)

pPH van het medium zeer sterk

stikstofbron wordt gebruikt,

verdwijnen. Een kompensatie

faktor wvan een

toegediende

wijzen

laag totaal stikstofgehalte kan

stikstof onder de vorm

belangrijk effekt hebben. MUR

erop dat na vijf dagen de

oploopt, wanneer enkel NO” ais

daar de anionen uit het medium

door CO2-doorborre ling 1is moge-

1lijk, maar het toedienen van een andere stikstofbron 1is ge-
wenst. DAVIS e.a. (1953) geciteerd door MUR (1971) raden
hiervoor ureum of glycine aan. Glycine blijkt echter de bak-

teriéle

is met ureum.

De resultaten met ES werden

toevoeging van ureum

ontwikkeling te bevoordeligen,

aan het medium.

wat minder het geval

sterk verbeterd door

Ook 1in de mengsels van
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Figuur 27 : Experimentele groeikurven van Chlamydomonas

reinhardi in verschillende voedingsmedia
Tweede reeks proeven
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VL met ureum hebben de wierkulturen een snellere groei vanaf
de start, maar de populatie’ bereikt tevens vlugger de plateau-

faze.

Zowel met ES ais VL ais medium schijnt de hoeveel-
heid toegevoegde ureum niet bepalend te zijn voor de popula-

tiegroei.

In de tweede reeks proeven werden de media VL, S & G
en VL+ES met elkaar vergeleken. VL en VL+4+ES gaven zeer goede
resultaten. S & G bleek minder geschikt te =zijn.

Zoals Dbeschreven hierboven 1is de richtingskoéffi-
cient van de logaritmisch getransformeerde groeikurven, een
maat voor de groeikonstante van de wierpopulatie. Bij de
start en het einde van de proef 1s deze richtingskoefficiént
van de groeikurve groter voor VL+ES dan voor VL alleen. Dit
betekent dat in het medium VL+ES de populatiegroei een ietwat
vliuggere start heeft en na 5 dagen nog geen afremming ver-

toont, 1in tegenstelling met de resultaten in VL.

Wanneer echter ook de konditie waarin de wieren =zich
bevonden in de besluitvorming wordt betrokken, Dblijkt dat
VL+ES toch minder geschikt 1s omdat er in dit medium een be-

langrijke zygotevorming optrad.

In het medium S & G trad een schimmelinfektie op die
door het toevoegen van ureum nog werd gestimuleerd met volle-

dige vernietiging van de kuituur ais gevolg.

Indien ureum werd toegevoegd aan de media VL en
VL+ES kende de populatie opnieuw een vluggere start maar be-
reikte ook vlugger de plateaufaze. In het medium VL+ES+UI"
trad er hoofdzakelijk een sexuele voortplanting op. Er be-
staat dus een =zekere kontroverse met de konklusies wvan SAGER
& GRANICK (op.cit.) : "Gametes can be dedifferentiated to the
vegetative state by any nitrogen comound which the cells can

use for growth".

Volgens deze auteurs kan =zowel nitraat-stikstof als
ammonium-stikstof deze inversie teweeg brengen. Uit onze

proeven blijkt dat ureum-stikstof dit blijkbaar niet kan.

Onafgezien van het reproduktiemechanisme groeit C.

reinhardi wel op een medium met ureum ais enige stikstofbron



(SAGER & GRANICK, 1953) maar niet op een medium met nitraat

als enige stikstofbron (LEWIN, 1962) .

Het "trigger'-mechanisme voor de geslachtelijke
voortplanting van reinhardi 1is dus niet =zo eenvoudig ais
wordt gesteld door SAGER & GRANICK (1954). Een associatie

tussen het assimilatievermogen van bepaalde stikstofbronnen
door dit wier, en dit "trigger"-mechanisme 1s eveneens moei-

lijk te maken.

Uit deze proeven onthouden we voornamelijk dat

- van de 3 uitgeteste kweekmedia 1is VL het meest geschikte
voor Cj reinhardi ; S & G en ES =zijn minder geschikt.

- nog betere resultaten werden bekomen met het 1:1 mengsel
ES+VL, doch de sexuele voortplanting van de wiercellen werd
in dit medium niet geremd. Mengsels met andere verhoudin-
gen kunnen 1in die optiek verder worden uitgetest.

- indien ureum aan de media wordt toegevoegd wordt het hele
groeiproces van de wierpopulatie versneld, maar wordt te-

vens de plateaufaze vroeger bereikt.

defthi@t_y£eclingsmedium vofr Scenedesmus opoliensis
Onderzoekingen naar de 1idéale samenstelling van een

artificieel medium voor het kweken van Scenedesmus acutus

var. alternans Hortobagyi werden 1in ons laboratorium uitge-

voerd door WINDELS (1975) en DE HAEMERS (1975) . De beste

groeiresultaten werden bekomen met een 1/1 mengsel wvan de

media ES en VL.

In onze stockkulturen wvan 1 liter werden =zowel Chia-
mydomonas reinhardi ais Scenedesmus opoliensis gekweekt op het
1:1 mengsel van ES en VL met 78.72 mg N/1 en 3.135 mg P/1l. In
de biocoassay-proeven daarentegen die van relatief korte duur
(5 dagen) waren, werd het medium van VLASBLOM (op.cit.) ge-

bruikt met 141.9 mg N/1 en 5.595 mg P/1l.

5.2.4. Bioassay-techniek

De biocoassays met mikroalgen werden uitgevoerd in

dezelfde proefopstelling en proefomstandigheden ais deze be-
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schreven bij de proeven voor bet bepalen van een geschikt me-
dium (zie 5.2.3.). Ais voedingsmilieu werd 100 ml medium vol-

gens VLASBLOM (1963) gebruikt.

Vermits de kuituren niet axenisch zijn, werd bij de
start een tamelijk gekoncentreerde ent genomen om een te vliug-
ge ontwikkeling van de bakterién ten nadele van de wieren te
verhinderen : 0.1 x 10~ cellen/ml voor Chiamydomonas reinhard i

en 0.5 x 10” cellen/ml voor Scenedesmus opoliensis.

Bij een startkoncentratie van 0.1 x 10" cellen/ml
zal de Chlamydomonas reinhardi-kuituur 1in de gegeven omstan-
digheden onmiddellijk 1in de exponentiéle groeifaze treden.
Het verschil 1in startkoncentratie voor beide wiersoorten houdt
verband met het feit dat Scenede smus opoliensis een soort is
waarvan de cellen 1in gunstige omstandigheden in een 4-cellig
coenobium gegroepeerd =zijn. In de meeste biocoassays wordt het
percentage 4-cellige vormen sterk verminderd en komen in hoofd-
zaak 1l-cellige vormen VvVoOOr. Het aantal cellen wordt daarom
steeds uitgedrukt in cel-eenheden onafhankelijk van het feit
of het 1-cellige of 4-cellige vormen betreft. Indien alle
cellen onder de vorm van een coenobium aanwezig zijn, 1s er
een startkoncentratie wvan 0.5 x 100 cellen/ml ekwivalent aan
0.125 x 10~ coenobia/ml. Overigens verwijzen we naar de ana-
loge proeven van PERSOONE, DE PAUW & CATTOIR (1975) met Scene-
desmus acutus, waaruit blijkt dat een startkoncentratie wvan
0.5 x 10~ cellen/ml (op dezelfde manier uitgedr%kt) te verkie-

zen 1s boven een startkoncentratie wvan 0.1 x 10 cellen/ml.

Alle testen werden 1in 3 of 4 parallellen uitgevoerd
en duurden 5 dagen. Dagelijks werd de wiercelkoncentratie
bepaald met behulp van een haemocytometer of met behulp wvan
au tornatische partikeltellers : TOA Microcell Counter voor
Chlamydomonas reinhardi en de Coulter Counter model ZB voor

Scenedesmus opoliensis.

Het is duidelijk dat bij het evalueren van het ef-
fekt van een toxikans op de groei van een wierpopulatie behal-
ve de exponentiéle groeifaze (uitgedrukt door de groeikonstan-
te) ook de aanloopfaze en de plateaufaze hun belang hebben.

Een produkt kan bijvoorbeeld vanaf de start van de proef de
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wiergroei stimuleren en een snelle exponentiéle groei induce-
ren, maar daarnaast ook de stationaire groeifaze Dbespoedigen.
In een ander geval kan de wierpopulatie een lange aanloopfaze
kennen maar nadien een overweldigende exponentiéle groei.

Voor beide gevallen geeft de exponentiéle groeikonstante de

werkelijke groei slecht weer.

Daarom werden twee andere parameters 1in beschouwing
genomen : enerzijds de celkoncentratie bij het einde wvan de
proef en anderzijds de 1integraal van de groeikurve Dberekend
met 6 punten aan de hand van de formule van BODE (volgens
PERSOONE & UYTTERSPROT 1972). Deze waarden werden dan uitge-

drukt ais procent t.o.v. de blanko-opstelling zonder toxikans.

Voor de wiskundige verwerking van de resultaten
(grafieken en integralen) werd van de parallelle opstell ingen
steeds slechts deze 1in beschouwing genomen die op het einde
van het experiment de beste resultaten (hoogste wierkoncen-
tratie) vertoonde en ais dusdanig de best mogelijke groei sug-
gereerde 1in de gegeven omstandigheden (PERSOONE & UYTTERSPROT,

op.cit.).

Proeven waarbij de eindresultaten van de 3 paralle-
len meer dan 25% van elkaar afweken werden niet 1in beschouwing

genomen.

De testkoncentraties van de toxikanten werden met
logaritmische intervals gekozen. De toxiciteitste sten ge-
beurden in twee fazen, t.t.z. een bruto-proef gevolgd door een
verfijnde proef (DOUDOROFF et al., 1951). In de brutoproeven
waren de extremen van de reeks onderzochte koncentraties steeds
0.1 tot 1000 ppm. In het tolerantiegebied werden verfijnde
proeven uitgevoerd waarbij er tevens minimum drie intermediai-
re koncentraties tussen twee opeenvolgende koncentraties van
de brutoproeven werden uitgetest. Deze intermediaire koncen-

traties werden eveneens met logaritmische intervals gekozen.

De ED"g-waarde werd bepaald aan de hand van de eind-
koncentratie-waarden en integraalwaarden uitgedrukt ais pro-
cent t.o.v. de blanko-waarde. De bepaling gebeurde grafisch
op log-probabiliteitspapier met de "standard graphical inter-

polation method" wvan LITCHFIELD (1949).
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5.2.5. Resultaten yan de "Algal assafs" met paraguat”diguatA

274-D en_de twee uitVloeiers van_garaguat

Figuren 28 tot 31 geven de groeikurven weer voor de

proeven met 2,4-D, digquat, PMU (paraquat met uitvloeiers),
PZU (paraquat =zonder uitvloeiers), lissapol NX en ethomeen
S25

In Tabel 10 worden de ED "“-waarden weergegeven be-
rekend aan de hand van de integraal van de groeikurven en aan

de hand van de eindkoncentratie van de wier suspensies.

11”50 (PPm) PMU PZU lissapol NX ethomeen S25 diquat 2,4-D
Chlamydomonas reinhardi
Integraal 0.14 0.10 30.3 1.1 0.12 305

Eindkoncentratie 0.13 0.09 22.3 1.0 0.11 412

Scenedesmus opoliensis

Integraal 0.40 0.33 37.5 1.33 0.52 800
Eindkoncentratie 0.37 0.27 35.5 1.53 0.52 715
Tabel 10 : ED""-waarden (effekt-dcsisvoor 50% der organismen) van Chlamy-

domonas reinhardi en Scenedesmus opoliensis voor de produkten:
PMU, PZU, lissapol NX, ethomeen S25, diquat en 2,4-D.

5.2.6. Bespreking van_de resullaten

1) Beide metoden gebruikt voor het berekenen van de
ED”¢o-waarde, enerzijds gesteund op de integraal van de groei-
kurve, anderzijds gesteund op de eindkoncentratie van de wier-
populatie, geven omzeggens 1identieke resultaten. Hieruit kan
men afleiden dat de uitgeteste produkten geen "eigenaardig
effekt" hebben op de wiergroei, m.a.w. de remming gebeurt
vanaf de start op een konstante manier (zie Figuren 27 tot

30) . Er zijn geen "shock"-effekten en geen effekten die =zich
slechts na een paar dagen manifesteren.

2) De resultatenvoor beide uitgeteste wiersoorten =zijn
parallel. Chiamydomonas reinhardi is ongeveer
2.5x gevoeliger dan Scenedesmus opoliensis, althans voor de
herbiciden, niet voor de twee detergenten (waar de resultaten

in dezelfde grootteorde 1liggen).
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De volgorde in effekt (van het meest toxische naar
het minst toxische produkt)' is
PZU diguat”® PMU > ethomeen S25 >>lissapol NX >>2,4-D
PzZzU > PMU > diquat > ethomeen S25 >>lissapol NX >>2,4-D

Voor Chlamydomonas reinhardi is het effekt wvan PMU, diguat en

PZU vrijwel ekwivalent en zijn de drie produkten efficiénte
herbiciden (50% groeivermindering bij+100 ppb). Eendrie maal

hogere dosis PZU remt de groei van Scenede siaus opoliensis in
een gelijke mate. PMU en diguat =zijn minder effi-
ciént, terwijl 2,4-D voor beide wiersoorten ais een inaktief

herbicide kan worden bestempeld.

3) Het 1s vernoemenswaard dat PZU toxischer 1is voor
Scenedesmus dan PMU. Dit is ook (zij het minder uitgesproken)
het geval voor C” reinhardi. Nochtans werd de uitvloeier in
de kommerciéle formulering aan het herbicide toegevoegd om de
werking van het herbicide te verhogen. De verklaring hiervoor
is ons insziens de volgende
De herbicide werking wordt bij hogere planten, waarvan de bla-
deren bedekt zijn met een waslaag, verhoogd,doordat de tensio-
aktieve uitvloeier met het lipofiele uiteinde naar de waslaag ge-
richt 1s en met hethydrofiel uiteinde naar het herbicide, wat
een groter kontakt blad/herbicide voor gevolg heeft (zie 6.2.
tot 6.4.). In het geval van de hydrofiele wiercellen zal de
uitvloeier met het hydrofiel wuiteinde naar de celwand gericht
zijn ; de lipofobe uiteinden vormen bijgevolg een scherm tegen
het hydrofiele herbicide waardoor de toxiciteit van het totaal

produkt kan verlaagd worden.

4) De uitvloeiers op =zichzelf (vnl. ethomeen S25) zijn
ook niet volledige onschadelijk voor de plantaardige cellen,
(niet zozeer voor Chlamydomonas reinhardi dan wel voor Scene-
desmus opoliensis) . Bij deze laatstgenoemde soort reduceert

1 ppm van dit produkt de wiergroei reeds met 50%. Lissa-

pol NX 1s ongeveer 30 maal inaktiever.

Terwijl op algemeen toxikologisch vlak de herbici-
den veel minder giftig =zijn dan de insekticiden, 1ligt het
voor de hand dat deze produkten wel een groter effekt hebben

op wieren dan de meeste andere agrochemikalién.



Het effekt van dergelijke produkten op fytoplankton
werd reeds vroeger bestudeerd. BRINGMANN & KUHN (1959) heb-
ben 48 organische produkten op Scenede smus sp. uitgetest en
vonden een minimale effekt-dosis variérend tussen 640 en 0.1
ppm. Drie herbiciden simazin, amitrol en monuron hebben een
minimaal effekt-dosis (dit is de minimale dosis waarbij een
effekt wordt waargenomen) voor Scenede smus dquadricauda van
respektievelijk 2.0, 1.0 en 0.5 ppm (SCHLUTER, 1966). Ook
andere eencellige wiersoorten =zijn specifiek gevoelig voor
herbiciden zoals fenuron, neburon, monuron en diuron (UKELES,

1962) .

MALONEY & PALMER (1956) hebben o.a. een kwaternair

ammoniumderivaat (van de groep gebruikt voor wierbestrijding
in koeltorens en zwembaden) uitgetest op twee Chlamydomonas-
soorten en twee Scenedesmus-soorten. De minimaal effekt-do-

sis van dit algicide was voor deze soorten 0.500 a 0.250 ppm.
Met 2,4-D werd daarentegen =zowel Dbij Chlamydomonas sp. ais
bij Scenedesmus sp. nog geen groeiinhibitie waargenomen bij

een dosis wvan 1 en 5 ppm (PILLAY & TCHAN, 1972) .

Uit een reeks wvan 21 herbiciden =zijn digquat en pa-
raquat de meest aktieve komponenten die de groei wvan het
groenwier Chlorella pyrenoidosa inhiberen (min. effekt-dosis
van beiden 0.1 ppm). Eén ppm 2,4-D heeft geen 1inhiberend ef-

fekt op deze soort (THOMAS et al., 1973).

Voor sommige mariene eencellige wieren zijn para-
quat en diquat minder efficiént ; voor sommige soorten hebben
zij slechts een ED"-waarde vergelijkbaar met deze wvan 2,4-D
(Tabel 11 naar WALSH, 1972). In elk geval 1is diquat een zwak-

ker algicide dan paraquat.

Tabel 11 : ED"-waarden van 4 mariene eencellige wiersoorten
voor 2,4-D, paraquat en diquat (naar WAL SH, 1972).

EDS5O0 (ppm™)
2,4-D paraquat diquat
Chlorococcum sp. 50 50 200
Dunal jella tertiolecta 75 20 30
Isochrysis galbana 50 5 15

Phaeodactylum tricornutum 50 10 15



Voor de zoetwaterwiersoorten Coelastrum microporum,
Bracteacoccus cinnabarinus eu Anacystis nidulans (VOIGHT &
LYNCH, 1974) 1liggen de ED"-waarden voor 2,4-D in dezelfde
range ais de resultaten wvan WALSH (op.cit.) nl. tussen 30 en
70 ppmn. Bij elk van deze wiersoorten 1is er een duidelijk ef-
fekt op de pigmentatie van de cellen waar te nemen. Er is
een verhoogde pigmentproduktie (hoofdzakelijk groen ; in het

geval van Bracteacoccus : groen-geel tot oranje).

Additie wvan digquat aan een Scenedesmus-suspensie in
het 1licht, veroorzaakt een lipiden-peroxidatie en een vermin-
dering wvan het chlorofylj -gehalte. De hoeveelheid chloro-
fyl”r daarentegen blijft wvrij konstant (VAN RENSEN, 1975) .

Door het voorkomen van dit peroxidatieverschijnsel in zuur-
stofrijk milieu, heeft men argumenten om aan te nemen dat het
werkingsmechanisme van de dipyridyliumherbiciden paraquat en
diquat voor hogere planten, zoals beschreven in Hoofdstuk

4.1.2., ook geldt voor sommige mikroalgen ais Scenedesmus.

Indien de "difference factor" volgens HOLLISTER &
WALSH (1973), zijnde de verhouding tussen de grootste en de
kleinste ED"-waarde met verschillende wiersoorten voor een
bepaald produkt wordt berekend, verkrijgt men voor onze twee

betrokken test-species volgende getallen in Tabel 12

Tabel 12 : "Difference factor" tussen de resultaten bekomen met CL rein-
hardi en S. opoliensis berekend volgens HOLLISTER & WALSH
(1973)
PMU PZU lissapol ethomeen diquat 2,4-D
Integraal 2.86 3.30 1.24 1.21 4.33 2.62
Eindkoncentratie 2.85 3.00 1.59 1.53 4.73 1.74

Uit Tabel 12 blijkt dat Scenedesmus opoliensis ge-
middeld 1.5 a 3x minder gevoelig 1is dan Chlamydomonas rein-
hardi voor paragquat en zijn uitvloeiers (zowel afzonderlijk

ais 1in kombinatie).

Niettegenstaande de reeds =zeer lage ED"-waarde van
Scenedesmus voor diquat, is Chlamydomonas nog 4.5x meer gevoe-
lig voor dit produkt. De groeistof 2,4-D 1is het enige wvan de
uitgeteste herbiciden waarbij de "difference factor" sterk

verschilt naargelang deze berekend wordt aan de hand van de
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ED Q-waarden op basis van de eindkoncentratie en deze op basis
van de 1integraal. Dit wordt veroorzaakt door het feit dat, in
tegenstelling met de meeste andere gevallen, de ED”"-waarde
voor Chlamydomonas berekend op basis van de integraal 25% la-
ger ligt dan deze berekend op basis van de eindkoncentratie.
In dit wverband kan men uit Figuur 28 vaststellen dat het ef-

fekt van 2,4-D op C* reinhardi verschilt van het effekt wvan de

andere uitgeteste herbiciden op deze wiersoort en op opo-
liensis . De groei van de wierpopulatie wordt namelijk niet
gelijkmatig (met verloop van de tijd) geremd. Men kan de
volgende stadia onderscheiden : met stijgende koncentratie s
van 2,4-D wordt de aanloopfaze verlengd. Wat de exponentiéle

groeifaze betreft kan men vaststellen dat voornamelijk in de
laagste koncentraties 2,4-D de populatiegroei groter is dan
in de blanko-opstelling (cfr. richtingskoéfficiént). In deze
specifieke groeifaze hebben de wiercellen in 2,4-D-gehaltes
van 560 tot 180 ppm een hogere delingssnelheid dan in de
blanko.

De variaties op de "difference factors" tussen de
verschillende produkten en voor 2,4-D naargelang het gebruik-
te kriterium, leiden inderdaad tot de konklusie wvan HOLLISTER
& WALSH (op.cit.)

"It 1is necessary, therefore, to use several species from each
of several families in algal biocassay studies, to obtain rea-

listic data concerning effects of herbicides on algae".

5.3. Toxiciteitsonderzoek op ciliaten

5.3.1. Inleiding

Lagere organismen zijn meestal veel gevoeliger voor
veranderingen in hun omgeving dan de meeste hogere organismen.
BURBANCK & SPOON (1967) formuleren dit ais wvolgt : "Both phy-
toplankton and Protozoa include wunicellular organisms which
would be among the first to be affected by contamination of
an aquatic ecosystem since they have only a plasma membrane
and a permeable outer covering between their 1living cytoplasm

and their environment". Over de Protozoa zegt NOLAND (1925)
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(in BURBANK & SPOON, op.cit.) bovendien : "There are few or-
ganisms that come 1in closer' contact with their surroundings".
Bij het gebruik van Protozoa voor toxikologisch onderzoek,
moet men derhalve =zeer goed rekening houden met het feit dat
de organismen niet alleen reageren op de aanwezigheid van een
toxische stof, maar evengoed op de minste verandering van de

proefomstandigheden.

Het onderzoek 1in verband met het opstellen van een
gestandardiseerde reproduceerbare biocoassay met Protozoa, meer
bepaald met ciliaten, is nog niet ver gevorderd. Citeren we
experimenten met Tetrahymena pyriforma en Tetrahymena vorax

(COOLEY, 1954 ; COOLEY, KELTNER & FORESTER, 1972, 1973 ;

WEST, BARBERA, KOLAR & MURRELL, 1962 ; TINGLE, PAVLAT & CAME-
RON, 1973 ; THRASHER & ADAMS, 1972 en MORGAN, 1972) . Metodo-
logisch zijn al deze testen vrijwel identiek. De ciliaten

worden axenisch gekweekt bij + 26°C in een medium van 0.1

o°

(W/V) "dehydrated yeast extract", 2% (W/V) proteose peptone
en 0.5% (W/V) glucose. Het kriterium voor toxiciteit 1is de

populatiegroei waarbij de koncentratie van de organismen wordt
bepaald aan de hand van de optische densiteit van de kuituren

bij 540 nm.

MORGAN (1972) en THRASHER & ADAMS (1972) daarente-
gen bepaalden de celkoncentratie door kleuring met I”-KI op-

lossing en telling van de cellen.

Ook de proeven van UKELES (1970) met Chi lomonas pa-
ramecium werden uitgevoerd met kolorimetrische aflezing bij

42 0 nm.

Voor andere ciliaten-soorten vindt men slechts spo-
radische gegevens ; een bioassay werd beschreven met Micro-
regma heterostoma met ais kriterium de opnamesnelheid van het
voedselorganisme Escherichia coli (BRINGMANN & KUHN, 1959) .
DIVE (1973) beschreef een uitstekende test met Colpidium,
eveneens gevoed met E " coli ; het kriterium was het aantal
ciliaten na een bepaalde testduur. WEST, BARBERA, KOLAR &
MURRELL (1962) ontworpen een speciaal type biocassay waarbij
de soorten Crithidia fasciculata, Ochromona s malhamensis, Te-
trahymena pyriformis en Tr ichomonas foetus werden gekweekt op

een agarlaag. Alle voornoemde proeven zijn axenisch.



Bioassays met ciliaten 1in niet-axenisch midden ge-
beuren veelal met mengkulturen (BURBANCK & SPOON, 1967
RUTHVEN & CAIRNS, 1973) . Enkele uitzonderingen van niet-axe-
nische testen met reinkuituren =zijn de testen wvan GREGORY,
REED & PRIESTER (1969), die DDT en parathion uittesttten op
een reinkultuur van Paramecium bursaria en Paramecium mult i-
micronucleatum ; en ten slotte de proeven van PERSOONE & UYTp
TERSPROT (1975) die de invloed nagingen van Pb~ , Cu”~ , Hg”™ ,

2+ 2+
n

Z , Cd , DDT, DDE, hexachloor benzeen, heptachloor, hexa-

chlorocyclohexaan en arochlor 1254 op Euplotes vannus.

In het kader van onze toxiciteitste sten met herbi-
ciden hebben wij gepoogd een eigen bioassay-techniek op punt
te stellen voor ciliaten. Ais testprodukt werd het herbicide

2,4-D (triethanolaminezout) uitgekozen.

5.3.2. Gegevens _over gebruikte soort

Ais testorganisme voor het toxiciteitsonderzoek werd
de hypotriche ciliaat Stylonychia mytilus EHRENBERG uitgeko-
zen. Deze soort 1is een typische vertegenwoordiger van de
aquatische mikrofauna. Deze grote ciliaat (100-300 ym) werd
geisoleerd uit een piank tons taal van een vijver uit de univer-
sitaire plantentuin te Gent, en werd gedetermineerd door Prof.

PERSOONE.

5.3.3. 02Sgoren_van_geschikte kultuurmedia en voeding voor

Stylonychia my tilus

In het genomen planktonstaal voedde Stylonychia my-
tilus zich hoofdzakelijk met de sferische Spirogyra-sporen
die het merendeel wvan de fytoplankton-biornassa uitmaakten.

Wat betreft de partikelgrootte voldoet het eencellig groen-
wier Chlamydomonas reinhardi ais levend voedsel voor deze ci-
liaten. Een reeks van proeven werden uitgevoerd om de ge-
schiktheid wvan dit wier ais voedsel voor Stylonychia aan te

tonen.
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Er werden ook proeven uitgevoerd met door ultrason-
golven gedode Cj reinhardi-eellen, met drooggewalste Scenedes-

mus acutus-cellen(l) en gedroogde bakkersgist (2) .

Metodiek

Al de proeven werden verricht 1in polystyreen kuvet-
ten (3) met een diameter van 15 mm en een inhoud wvan 0.2 ml,
bij 23jH°C onder konstante belichting met 2 TL-lampen van 65
Watt op een afstand wvan + 25 cm. De geinokuleerde platen,
elk met 8 kuvetten, werden 1in petriplaten gelinkubeerd, op
vochtig filtreerpapier, om de verdamping tot een minimum te
beperken.

Per kuvet werd 0.2 ml medium gebruikt waarin één
ciliaat werd geént. Voor elke proef werden 48 of 60 parallel-
len opgesteld, waarvan elke dag gedurende een periode wvan 4 of
5 dagen, een reeks van 12 parallellen met BOUIN-oplossing wer-
den gefixeerd en geteld.

Voor "long-term"-experimenten werd de "triplicate
isolation culture technique" wvan CURDS & VANDYKE (1966) ge-
bruikt met twee ciliaten per kuvet (zie Figuur 32). Omdat de
de ling ssnelhe id wvan my tilus kleiner 1is dan deze van de ci-
liaten die door CURDS & VANDYKE werden gebruikt, wijzigden we
de metode van laatstgenoemde auteurs door het overbrengen van
de ciliaten van het oud naar het vers medium slechts om de 2,
3, 4 of 5 dagen uit te voeren 1.p.v. dagelijks. Gezien de
duur van een proef 1in totaal 10-12 dagen bedroeg werden de
kuituren die om de 2 dagen werden overgeént 1in totaal 4 maal
ververst, de kuituren die om de 3 dagen werden overgeént, in
totaal 3 maal, de 4 dagen oude kuituren 2 maal en de 5 dagen

oude kuituren slechts één maal (zie Figuur 32bis).

(1) Kohlenstoffbiologische Forschungsstation, Dortmund, Duitsland.

(2) Fleishmann's active dry yeast, Mfd by Standard Brands Inc., N.Y.,
10022, USA.

(3) Kartell cuvettes TS 357.
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Figuur 33 : Populatiegroei van Stylonychia mytilus met verschillende koncen-

traties van Chlamydomonas reinhardi.
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frekwentie en aantal verversingen.

Proeven Tnet Cj reinhardi ais levend voedsel voor S " mytilus

Vooreerst werd de optimale koncentratie van de Chla-
mydomonas-suspens ie uitgetest. Dergelijke testen zijn niet
eenvoudig omdat het medium en de proefomstand igheden niet al-
leen de populatiegroei van de ciliaten beinvloedt, maar ook
de groeisnelheid van de wieren bepaalt.

De invloed van de koncentratie van de wiersuspensie
bij de start van de proef werd uitgetest alsook de invloed wvan
belichtingsomstandigheden wvan de kuituren. Drie startkoncen-
traties werden uitgetest, a) 1in volledige duisternis en b)
belicht met 2000 lux : 0.1x10 , 0.5x10 en 1.0x10 wiercel-
len/ml. De proeven werden verricht, volgens de gewone test-
procedure.

De resultaten zijn weergegeven 1in Figuur 33.

Uit deze proef kan men konkluderen dat het onrecht-
streeks effekt van de belichting, via de beinvloeding van zo-
wel de groei ais de konditie van de wieren, het kleinst was
bij een startkoncentratie van 0.5x10" wiercellen/ml. Een kon-
centratie wvan 1.0x10”" wiercellen/ml was reeds vanaf 48 uur on-
gunstig voor de ciliaten en een koncentratie wvan 0.1x10 wier-
cellen/ml was slechts geschikt mits een sterke belichting

waardoor de wierkoncentratie steeg.
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Figuur 35 : Populatiegroei wvan Stylonychia mytilus in

zacht water met verschillende koncentratie
bodemextrakt.
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Figuur 34 : Populatiegroei van Stylonychia mytilus in

verschillende media. !



Alle volgende experimenten met reinhardi ais 1le-
vend voedsel voor S. mytilus, weEden bijgevolg uitgevoerd met
een startkoncentratie van 0.5x10 wiercellen/ml, en met een
matige, kontinue belichting (2 TL-lampen van 65 Watt op een

afstand wvan 25 cm).

Voor het opsporen van het effekt van de samenstel-
ling van het medium op de populat iegroei van mytilus wer-
den 4 verschillende artificiéle zoetwaters vergeleken

zacht artificieel =zoetwater volgens de formule van
CAIRNS (1969)

hard artificieel =zoetwater volgens de formule van
CAIRNS (op.cit.)

ag.dest. + 10% bodemextrakt volgens FOYN (1934)

hard water volgens CAIRNS + 10% bodemextrakt.

De resultaten,weergegeven in Figuur 34, tonen dui-
delijk de gunstige invloed aan van het bodemextrakt, in het
biezonder na een paar dagen groei van de populatie. Er kan
geen onderscheid gemaakt worden tussen de resultaten bekomen

met hard en met zacht water volgens CAIRNS.

In een volgende proef werd de optimale koncentratie
bodemextrakt uitgetest. Het basis medium 1is zacht water waar

aan %, 10%, 20% en 50% bodemextrakt werd toegevoegd.

Figuur 35 geeft de resultaten van deze proef weer
Een additie van 10% bodemextrakt gaf duidelijk de beste re-
sultaten : na 96 uur was het aantal ciliaten 1400/ml. Dit
is een veel beter resultaat dan dit vermeld door LICHTENBERG

(1954), die ais 1levend voedsel Colpidium gebruikte.

Indien we onze resultaten toetsen aan de teorie wvan
FENCHEL (1968) 1in verband met de reproduktie-potentiaal wvan
ciliaten, dan blijkt dat een generatief i.jd van 8.0 uur (re-
sultaat dat wij bereikten 1in zacht water volgens CAIRNS + 10%
bodemextrakt, en met 0.5x10" Chlamydomona s-eellen/ml) ais een
rekordtijd kan be schouwd worden voor een ciliaat van die afme

tingen.
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10 —o

12 96 120 168  TIJD {

A:gedroogd Scenedesrnuspoeder 0,08q/1

B:gedroogde gist 0,02q/1

C: met Ultrason gedode Chlamydomonas 0,75.10* cellen/ml
tgedroogde gist 0,01 g/l

Figuur 36 : Populatiegroei van Stylonychia mytilus met ver-
schillende "inerte" voedselbronnen.
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Proeven _met inerte yoedse2b222DfE_Y22E ti. mytilus

Eén van de eerste'vereisten van een reproduceerbare
bioassay 1s dat, 1indien niet kan vermeden worden de testorga-
nismen te voeden gedurende de proef, het gebruik wvan levend

voedsel 1in elk geval =zoveel mogelijk moet vermeden worden.

We hebben dan ook, met de resultaten van vorige
proef ais basis, een reeks alternatieve voedselbronnen uitge-
test, telkens met zacht water + 10% bodemextrakt ais medium.
Voor deze proeven werd de gemodifieerde metode wvan CURDS &
VANDYKE (op.cit.) gebruikt.

De gebruikte voedselbronnen zijn

- diepgevroren (-16°C gedurende 3 dagen) Chlamydomonas
reinhardi-cellen (0.75x10" cellen/ml)

- door 3 minuten behandeling met Ultrasongolven gedode
C. reinhardi-cellen (0.75x10" cellen/ml)

- door Ultrasongolven gedode C " reinhardi-cellen (0.75x
10® cellen/ml) + 0.01 g/1 gedroogde gistcellen (Saccha-
romyces cerevisiae)

- gedroogde gistcellen (0.02 g/1)

- drooggewalste Scenedesmus acutus-cellen (0.08 g/1).
De resultaten zijn weergegeven 1in Figuur 36.

Bij gebruik van gedode C* reinhardi-cellen, werden
slechte resultaten bekomen. Bovendien kon men in de ciliaten-

kulturen kannibalistische vormen van my ti lus onderscheiden.

Met ®&J_ acutus deelden de ciliaten =zich gedurende 6
dagen tot een densiteit wvan 1000 organismen/ml was Dbereikt.

Daarna nam de populatie 1in aantal af.

Gedroogde gist geeft 1in de gebruikte koncentratie
zeer goede resultaten. In de eerste 3 dagen van de test zijn
de resultaten beter met gedroogde gist dan met gedroogde Sce-
nedesmus , doch vanaf de 4de dag blijkt de gebruikte gistkon-
centratie 1in deze proefomstandigheden niet meer geschikt om

de Stylonychia-kultuur te onderhouden.

Samenvattend kan men stellen dat de hypotriche ci-
liaat S. mytilus met succes kan gekweekt worden op C. rein-
£
hardi (0.5x10 cellen/ml) in zacht water volgens CAIRNS + 10%

bodemextrakt.
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Met het o0og op de bioassays werd een minder gunstig doch
noodzakelijk alternatief gezocht met 1inert voedsel

Op korte termijn (3 dagen) geeft gedroogde gist goede resul-
taten. Drooggewalste Scenedesmus acutus-cellen zijn geschikt
voor het onderhouden van de Stockkulturen en voor de testen

van langere duur.

5.3.4. Bioassay-lechniek

De proeforganismen werden genomen uit kuituren die
reeds geruime tijd gekweekt werden met inert voedsel : ener-
zijds gedroogde bakkersgist van FLEISHMANN (0.02 g/l1), ander-
zijds Scenedesmus-poeder (0.08 g/1).

Ais medium werd artificieel =zoetwater wvan CAIRNS (op .cit.)

gebruikt.

Alle testen werden gedaan bij 23°7"1°C onder kons-
tante belichting met 2 TL-lampen (65 Watt) op + 25 cm af-
stand. De bioassay met Sj mytilus werd alleen uitgevoerd

met het herbicide 2,4-D.

De opstelling van de biocoassay gebeurde volgens het

schema wvan CURDS & VANDYKE (1965) (zie Figuur 32).

Zoals reeds vermeld werd ais herbicide alleen het
2.4-D uitgetest, 1in een koncentratie-interval wvan 10 tot

240 ppm.

Vijf ml van de verschillende verdunningen van
2.4-D werden in kleine glazen petrischaalljes (diameter 5 cm)
gebracht. Per verdunning werden er drie parallellen gebruikt.
Elk wvan de schaaltjes werd geént met 2 ciliaten. Om de 72
uur werd het aantal ciliaten bepaald, en werden de kuituren

overgeént. In totaal werden de kuituren 4 maal ververst.

Bij het einde van de proef, na 5x72 wuur, hadden we
aldus per koncentratie 5 reeksen van 3 aantallen ciliaten.
Deze 5 groepen cijfers werden strikt uit elkaar gehouden, om-
dat de omstandigheden waarin de achtereenvolgende proeven ge-
beurden niet steeds konstant waren, en er bijgevolg verschil-
len in absolute aantallen optraden. Naar het voorbeeld wvan

GENERMONT (1969) werden deze aantallen eerst 1in aantal genera-



blanko 35 15 24 50 50 29 40 20 62 42 29 60 85 125 93 40 35 167
IOppm 13 23 16 19 36 40 38 60 32 39 44 33 67 93 58 77 126 175
32 ppm 25 21 23 30 23 20 28 50 39 13 18 26 30 30 30 55 34 25

56 ppm 7 17 14 16 10 11 36 20 12 9 7 5 7 14 9 31 11 17
75 ppm 12 16 11 31 20 15 18 14 32 13 12 15 13 27 14 38 16 1lo

100 ppm 9 13 20 19 13 12 16 24 16 4 2 4 14 13 14 18 16 10
135 ppm- - o 8 16 0 0 3 0 10 4 14 20 17
180 ppm 1 ©Oo 5 o o ©O 2 o0 0 Oo 0 0 2 13 24 11 12 23
20 ppm 0 0 0 O O O 0 ©0 ©0 ,7 O O

240 ppm 0 0 0 0 0 0 -

Tabel 13: Bioassay met 2,4-D op Stylonychia mytilus gevoed met 0.02 g/l1 gedroogde
bakkersgist.
Absol\ite aantallen na 72 uur in de kuvetten in funktie van de koncentra-
tie 2,4-D gedurende de 6 opeenvolgende proeven.

1 2 3 4 5 6

blanko 5 3 4 5 5 4 5 4 5 5 4 5 6 6 6 5 5 7
10 ppm 3 4 3 4 5 5 5 5 4 5 5 5 6 6 5 6 6 6
32 ppm 4 4 4 4 4 4 4 5 5 3 4 4 4 4 4 5 5 4
56 ppm 2 4 3 3 3 3 5 4 3 3 2 2 2 3 3 4 3 4
75 ppm 3 3 3 4 4 3 4 3 4 3 3 3 3 4 3 5 4 5
100 ppm 3 3 4 4 3 3 3 4 3 1 0 1 3 3 3 4 3 3
135 ppm - - - - - - 0 2 3 0 0 1 o 3 1 3 4 4
180 ppm 0 0 2 o] o} 0 0 o] 3 0 0 0 0 3 4 3 3 4
210 ppm 0 0 0 0 0 0 - 0 0 0 2 0 0
240 ppm 0 0 0 0 0 0

Tabel 14: Bioassay mt 2,4-D op Stylonychia mytilus gevoed met 0.02 g/l1 gedroogde
bakkersgist.
Aantallen né& 72 uur uitgedrukt in aantal generaties.



blanko loo loo 100 loo 100 loo loo - -

10 ppm 80 loo loo loo loo 86 94.3 80.7 9.0 10
32 ppm 80 80 loo 80 67 71 79.7 129.9 11.4 14
56 ppm 80 60 loo 60 50 57 67.8 348.2 18.7 28
75 ppm 60 80 80 60 67 71 69.7 81.9 9.1 13
100 ppm 80 40 80 20 . 50 57 54.5 545.5 23.4 43
135 ppm - - 60 20 50 57 46.8 335.6 18.3 39
180 ppm 40 0 60 0 67 57 37.3 915.1 30.3 8l
210 ppm o 0 - - 0 29 7.3 210.3 14.5 200
240 ppm o 0 - - o - - -

Tabel 15: Bioassay met 2,4-D op Stylonychia mytilus gevoed met 0.02 g/1
gedroogde bakkersgist.
Per proef is de hoogste waarde van het aantal generaties na 72 uur
uitgedrukt ais % t.o.v. de hoogste waarde van de respektievelijke
blanko. Van deze procenten is het gemiddelde berekend, de variantie,
de standdaard deviatie en de variatiekoéfficiént.
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Bioassay met 2,4-D met Stylonychia mytilus gevoed
enerzijds met 0.02 g/1 gedroogde bakkersgist en
anderzijds met 0.08 g/1 gedroogde Scenedesmus-
cellen.

Bepaling van de EDr -waarden met betrouwbaarheids-
interval volgens LITCHFIELD & WILCOXON (1948).
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ties uitgedrukt. Deze werden ais volgt Dberekend : ais n het
aantal ciliaten ls na een bepaalde tiad, dan ls : 2X<n<2X+1,
waarbij x het aantal delingen 1is. In de meeste gevallen is
n>2X, en is de (x+1) de deling reeds aan de gang. Voor het
aantal generaties wordt dan ook (x+1l) in beschouwing genomen.

Per proef werd volgens de teorie van PERSOONE &
UYTTERSPROT (1975) telkens alleen de hoogste waarde uit de 3
parallellen in beschouwing genomen. Deze waarden werden uit-
gedrukt ais procent t.o.v. hun respektievelijke blanko. Daar-
na werd het gemiddelde gemaakt van de aldus berekende procen-
ten van de 5 of 6 opeenvolgende proeven (+ standaarddeviatie,
variantie en variatiekoéfficiént). Vervolgens werden de ge-
gevens verder verwerkt volgens de metode van LITCHFIELD &
WILCOXON (1948). Deze metode bestaat er in aan de hand van
de metode van de kleinste kwadraten de meest waarschijnlijke
rechte te trekken doorheen de reeks punten uitgezet op loga-

ritmisch probabiliteitspapier.

5.3.5. Resultaten

.Bioca ssay met 2 j 4”"D"amine m.et Stylonychia mytilus gevoed
met 0.02 g/1 gedroogde akker sgi st _in jzachjt wa ter Xo.!l-
;ens CAIRNS”

De resultaten van de vijf opeenvolgende tellingen om
de 72 uur zijn 1in Tabel 13 weergegeven. Deze aantallen werden
vervolgens omgerekend 1in aantal generaties (Tabel 14). Alleen
de hoogste waarde van de drie parallellen werd in aanmerking
genomen en deze waarden werden uitgedrukt ais procent t.o.v.
hun respektievelijke blanko (Tabel 15). Van deze procenten
werd het gemiddelde, de standaarddeviatie en de variatiekoéf-
ficiént Dberekend. Tehslotte werden deze procenten omgezet in
procent effekt en aan de hand van deze cijfers werd de ED""-
waarde berekend volgens de werkwijze van LITCHFIELD & WILCOXON
(op.cit.) (zie Figuur 37). Deze bewerkingen gaven uiteinde-

1lijk volgende waardecijfer
ED¢c.og + betrouwbaarheidsinterval = 118 (169-83) ppm

Richtingsfunktie ("Slope function") +
betrouwbaarheidsinterval =



blanko 28 29 32 115 93 132 155 178 122 109 125 39 37 44 32
10 §?pm 23 27 29 66 89 82 178 152 121 .8 98 66 40 38 20
100 ppm 7 10 8 74 93 66 125 58 96 34 29 73 13 22 32
180 ppm 5 3 4 24 18 13 22 10 26 14 4 10 6 2 4
210 ppm 2 5 5 26 27 31 0 5 14 7 7 8 6 6 0
240 ppm 2 0 4 8 7 0 1 0 0 9 6 7 0 0 O
280 ppm 4 0o 0 O O O O O0 O0 1 6 6 0 0 ©

Tabel 16: Bioassay met 2,4-D op.Stylonychia mytilus gevoed met 0.08 g/1
gedroogde Scenedesmus-cellen
Absolute aantallen na 72 uur in de kuvetten in funktie van de
koncentratie 2,4-D gedurende de 5 opeenvolgende proeven.

1 2 3 4 5
blanko 4 4 4 6 6 7 7 7 7 6 6 5 5 5 4
io ppm 4 4 4 6 6 6 7 7 6 6 6 6 5 5 4
100 ppm 2 3 2 6 6 6 6 5 6 5 4 6 3 4 4
180 ppm 2 1 1 4 4 3 4 3 4 3 1 3 2 0 1
210 ppm 0 2 2 4 4 4 0 2 3 2 2 2 2 2 0
240 ppm 0 0 1 2 2 0 0 0 0 3 2 2 0 0 0
280 ppm 1 0 0 0 0 0 0 0 0 3 2 2 0 0 0

Tabel 17: Biocassay met 2,4-D op Stylonychia mytilus gevoed met 0.08 g/1
gedroogde Scenedesmus-cellen
Aantallen na 72 uur uitgedrukt in aantal generaties.

1 2 3 4 5 X v s Ve

blanko loo loo loo 100 loo loo - - -

10 ppm loo 86 loo loo loo 97.2 39.2 6.3 6
100 ppm 75 86 86 loo 80 85.4 87.8 9.4 11
180 ppm 50 57 57 50 40 50.8 48.7 7.0 14
210 ppm 50 57 43 33 40 44 .6 85.3 9.2 21
240 ppm 25 2.9 0 50 0 20.8 450.7 21.2 102
280 ppm 25 0 0 50 0 15.0 500.0 22.4 149

Tabel 18: Bioassay met 2,4-D op Stylonychia niytilus gevoed met 0.08 g/1

Scenedesmus-poeder.

Per proef is de hoogste waarde van het aantal generaties na 72

uur uitgedrukt ais % t.o.v. de respektievelijke blanko. Van deze

% 1s het gemiddelde berekend, de variantie, de standdaard deviatie

en de variatiekoefficiént.



De "slope function" wordt gebruikt voor het berekenen van

het betrouwbaarheidsinterval van de ED”""-waarde en wordt door
LITCHFIELD & WILCOXON (op.cit.) ais volgt gedefinieerd

"This 1is the fold change in dose required to produce a unit

standard deviation change 1in response along the 1line™".

lifalsfy mft 2 L4zD-araine inet Stylonychia mytilus gevoed
me t 0.08 g/ 1 gfd rofgcle Scenedesmus-poeder in £fafh te CAIRN P
De proeven gebeurden in identiek dezelfde omstandig-

heden ais voorgaande.

De resultaten =zijn weergegeven 1in Tabel 16, 17 en

18 en Figuur 36

ED"Q + betrouwbaarheidsinterval = 181 (223-147) ppm

Slope function + confidence 1limits

1.76 (2.61-1.20)

5.3.6. hfSfreking van _de resultaten

Voor bioassays met ciliaten zal het altijd een
moeilijke opdracht blijven gezien de korte generatietijd van
deze organismen om proeven uit te voeren =zonder voedsel toe
te dienen ; anderzijds kan het toedienen van voedsel een be-
langrijke rol hebben op de toxiciteit. Onze proeven leveren
hiervan het duidelijke bewijs
In het geval van voeding met gist 1ligt de ED""-waarde meer
dan 50% hoger dan in het geval van voeding met Scenede smus-
poeder. De betrouwbaarheidsintervals overlappen elkaar nau-

welijks

Het mechanisme dat aan de basis 1ligt van deze ver-

schillen konden we niet achterhalen. De organismen kunnen
immers enerzijds verschillend reageren (etologisch)naargelang
de aard van hun voedsel. Anderzijds kan de opname van het

toxikans verschillen naargelang de aard van het voedsel ; de
ab- en adsorptie wvan het produkt aan de voedselpartikels spe-

len hierin een belangrijke rol.



In dit hoofdstuk werd een metode vooropgesteld voor
een reproduceerbare biocoassdy met ciliaten. De analyse wvan de
resultaten gebeurde volgens de statistische metode wvan LITCH-
FIELD & WILCOXON (1948). Deze metode wordt praktisch in elk
toxikologisch laboratorium toegepast, ten eerste omwille wvan
de Jjuiste wiskundige Dbenadering, en ten tweede omwille wvan de
zeer preciese metodiek, waardoor de techniek ook door niet ge

trainde personen makkelijk kan worden toegepast.

Er zijn evenwel een aantal voorwaarden aan verbon-
den, waardoor de toepassing voor toxiciteitsonderzoek op aqua
tische 1inver tebraten , 1it tegenstelling met "dosis-effect"-
experimenten op kleine zoogdieren wordt bemoeilijkt. In far-
makologisch onderzoek 1is het normaal dat een reeks koncentra-
ties wvan het uit te testen produkt, een reeks antwoorden van
het testorganisme geeft, gaande van 0 tot 100% effekt, met
verscheidene waarden tussen beide extremen gelegen. Bij in-
vertebraten 1in het algemeen, en bij ciliaten hier 1in het bie-
zonder, is het daarentegen dikwijls =zo, dat het merendeel wvan
de testkoncentratie ofwel 0% of 100% effekt veroorzaken.
Hoogstens 1 a 2 van de uitgeteste koncentraties geven antwoor
den gelegen tussen 0 en 100%. Alhoewel het 1logisch =zou zijn
een aantal koncentraties wuit te testen binnen de "critcal
range", waarbij men een groter aantal tussenliggende antwoor-
den kan verwachten, moet men er rekening mee houden, dat het
antwoord van invertebraten veel minder ge standardiseerd en te

standardiseren 1is, dan dit wvan hogere organismen.

Door hun lage organisatiegraad =zijn de individuele
verschillen enerzijds veel groter en hebben de uitwendige
proefomstand igheden anderzijds een =zeer grote invloed op het
dosis-effekt antwoord wvan de testorganismen. Dit wordt =zeer
duidelijk wanneer de proeven verscheidene malen herhaald wor-

den.

Voor kleine organismen, zoals ciliaten, en voor één
cellige wieren, kan dit eerste bezwaar vermeden worden, door
i.p.v. het antwoord van één individu, het antwoord van een
volledige populatie te beschouwen. In de plaats van het re-
aktievermogen van één of meerdere organismen, speelt dan de

gevoeligheid van een volledige populatie een rol. Deze gevoe



ligheid 1is dan afhankelijk van het stadium in de populatie-
groei. Doch verschillen alleen hieraan te wijten kunnen ge-
makkelijk vermeden worden door de stockkulturen steeds in de-
zelfde omstandigheden te houden en door de proeven steeds te
starten met organismen uit een populatie 1in een welbepaalde

groeifaze.

In de praktijk 1s men bij het gebruiken van een vol-
ledige populatie ais testobjekt voor een toxiciteitstest, be-
perkt door a) de grootte van de organismen, b) de kweektech-

nologie en c) de duur van de proeven.

In de experimenten met mytilus werd telkens ge-
start met twee individuen. Hierdoor werden de verschillen
tussen de parallellen te wijten aan individuele verschillen
van de organismen slechts gedeeltelijk opgevangen. Aangenomen
dat de proefomstand igheden voor alle parallellen dezelfde
waren, kunnen deze verschillen tussen de parallellen alleen te
wijten =zijn aan een asynchrone deling van twee cellen afkoms-
tig van eenzelfde moedercel en een eventuele mortaliteit. Het
hoogste resultaat geeft 1in elk geval de optimale groei weer

in de gegeven omstandigheden (PERSOONE & UYTTERSPROT, 1975) .

Het tweede bezwaar dat hierboven werd aangehaald is
de variatie in het antwoord van eencelligen ais gevolg van
schommelingen 1in de uitwendige faktoren. Voor het reprodu-
ceerbaar maken van een proef 1is dit een zeer belangrijk punt.
Immers, voor een reeks parallellen zijn de omstandigheden ge-
1ijk, doch bij het herhalen van dezelfde proef verschillen de
proefomstandigheden, ondanks alle standardisatie, steeds in

geringe mate. Het antwoord mag echter niet wvariéren.

Daarom menen wij dat het noodzakelijk 1is de testen
meermaals te herhalen. Voor ciliaten is de metode wvan CURDS

& VANDYKE (op.cit.) hiervoor een elegante procedure.

De twee proeven met 2,4-D bevestigen de stelling dat
het belangrijker 1s de proef meermaals achtereenvolgens uit te
voeren, met een kleiner aantal parallellen, dan een proef
slechts éénmaal te verrichten, maar met een =zeer groot aantal
parallellen. Het 1is opvallend hoe de resultaten van parallel-

len binnen eenzelfde proef, dicht bij elkaar 1liggen, maar hoe
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de resultaten van achtereenvolgende gelijke proeven van el-

kaar verschillen,

Afgezien van het feit dat het resultaat van proeven
uitgevoerd 1in replikatie, Dbeter de werkelijkheid benadert,
verhoogt het ook de kans dat de metode van LITCHFIELD & WIL-
COXON (J 948) kan toegepast worden en wel voor de volgende re-
den : voor elk van de achtereenvolgende proeven kan men immers
het % effekt wvan 0 tot en 100% voor de verschillende koncen-
traties berekenen. In elk van die proeven 1s het % effekt voor
de verschillende koncentraties echter verschillend. Door
eerst het gemiddelde te maken van de resultaten van de ver-
schillende proeven, wordt automatisch het gebied gelegen tus-
sen 0 en 100% effekt verbreed, of m.a.w. zijn er meerdere kon-
centraties die een effekt hebben dat gelegen 1is tussen 0 en
100%, Op die manier wordt aan de voorwaarde, opdat de metode
van LITCHFIELD & WILCOXON (op,cit.) van toepassing =zou zijn,
voldaan.

Men moet er wel rekening mee houden dat op deze ma-
nier ook de standaarddeviatie van de gegevens, per koncentra-
tie, aanzienlijk hoger 1ligt, dan wanneer een groot aantal si-
multane parallellen voor eenzelfde koncentratie wordt be-
schouwd. Bij het wuitvoeren van een t-test, kan men bijgevolg
in sommige gevallen vaststellen dat de effekten van twee op-
eenvolgende koncentraties niet meer signifikant van elkaar
verschillen. Dit 1is, terloops gezegd, geen bezwaar voor het
toepassen van de metode van LITCHFIELD & WILCOXON, waarvan
het principe berust op het trekken van de meest waarschijn-
lijke rechte door een wolle punten die niet noodzakelijk sig-

nifikant moeten verschillen.

Uit het onderzoek met Stylonychia mytilus hebben we
volgende punten kunnen afleiden
1) De preliminaire resultaten van de vooropgestelde biocoassay-
techniek hebben ons toegelaten het relatief belang van het
toedienen van voedsel gedurende een toxiciteitstest te on-
derzoeken. In tegenstelling met hogere organismen zoals
crustaceeén en vissen, moeten ciliaten beschikken over een
goede voedselbron voor proeven die langer dan 24 uur duren.
Het toegediende voedsel bepaalt mede het antwoord van de

ciliaat. In dit geval 1is Stylonychia mytilus 1.5x gevoe-



liger wvoor 2,4-D indien de ciliaat gevoed wordt met ge-
droogde gistcellen dan 1indien deze gevoed wordt met ge-
droogde wiercellen. In niet-axenische kuituren moet men
er tevens rekening mee houden dat omnivore soorten ais
Stylonychia mytilus zich eveneens voeden met de bakterién
die =zich in het milieu ontwikkelen.

2) Een gestandardiseerde bioassay 1in niet-axenisch midden is
slechts te bereiken indien voldoende replikaties (i.f.v.
de tijd) 1in beschouwing worden genomen.

De voorgestelde bioassay voor ciliaten kan gemakkelijk in
het routine-onderzoek worden ingeschakeld, =ze vergt slechts

een kleine inspanning, alleen een lange proefperiode.

5.4. Toxiciteitsonderzoek op Crustacea

5.4.1. Brachiopoda : Onychura (Daphnia magna STRAUS en Daphnia

pulex DEGEERTI

5.4.1.1. Gegevens_ _over Ee_proeforgani£m£n_en he t onderhouden

van Jjie s tocjckul”turen

Watervlooien behoren tot de meest algemeen gebruikte
testorganismen voor toxiciteitsstudies op aquatische inverte-

bra ten.

Daphnia magna en Daphnia pulex zijn beide =zeer ge-
schikte soorten ; ze zijn enerzijds representatief voor het
zoetwaterplankton en anderzijds gemakkelijk te kweken 1in het

laboratorium (MUIRHEAD-THOMSON, 1971).

D. magna en Dj pulex werden geisoleerd uit een
planktons taal van een vijver 1in het natuurreservaat "Het Zwin"
(West-Vlaanderen) . De Stockkulturen werden onderhouden in
glazen akwaria bij + 18°C en kontinue belichting met 2 TL-
lampen (65 Watt) op een afstand van + 30 cm. Ais kweekmedium
gebruikten we =zacht =zoetwater bereid volgens de formule van
CAIRNS. De watervlooien werden dagelijks gevoed met Chiamy-
domonas reinhardi ; de koncentratie van de wiersuspensie 1in
het akwarium werd op ongeveer 10" cellen/ml gehouden (SORGE -

LOOS & PERSOONE, 1973).
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Figuur 38 : I. Rek met kweekbuizen voor crustaceeén.
ITI. Kweekbuis in detail (naar SORGELOOS & PERSOONE, 1975)



5.4.1.2. Isolati e van_larven por de ]PidaiLsiiyil

Voor het toxiciteitsonderzoek gebruikten we, in over-
eenkomst met de metoden van ANDERSON (1944), BRINGMANN & KUHN
(1959), HUBSCHMAN & ENGEL (1965), CROSBY & TUCKER (1966),
SANDERS & COPE (1966)en SANDERS (1970), instar I-larven van
maximaal 24 uur oud : 10 drachtige wijfjes werden 24 uur vddr
het opzetten van de bioassay afgezonderd in cylindrokonische
"hatching"- of kweekbuizen (SORGELOOS & PERSOONE, 1975) met
150 ml CAIRNS-water (zie Figuur 38). Om de 30 minuten werd
het water gedurende een 30-tal sekonden doorborreld met pers-

lucht.

De temperatuur werd konstant gehouden bij 23°C en
de buisjes werden vanop 10 cm afstand kontinu belicht met 2
TL-lampen van 65 Watt (1000 a 2000 1lux ter hoogte wvan de bui-
zen) . In deze milieuomstand igheden 1legden de 10 adulte wijf-

jes een 40-tal larven af.

Alhoewel de pasgeboren Daphnia-larven vrijzwemmend
zijn en voedsel kunnen opnemen (PRATT, 1943), werden ze niet

gevoed vbédr het opstellen van de toxiciteitsproef.

5.4.1.3. Xethii”iik viln rijl bp oa spayp
Er werden twee soorten testen uitgevoerd

1. Akute test

De proeven met adulten en larven van D” magna en
D. pulex werden uitgevoerd volgens het schema van SANDERS &
COPE (1966). Bewegingsloze individuen, op het ogenblik van
de waarnemingen na 24 en 48 wuur, werden ais dood beschouwd ;
organismen die slechts een kleine aktiviteit van sommige aan-
hangsels vertoonden, maar =zich niet meer konden voortbewegen,
werden ais dimmobiel beschouwd (ANDERSON, 1944 ; SANDERS &

COPE, op.cit.).

De toxiciteitsproeven werden in duplo uitgevoerd
met 10 adulten en met 10 larven 1in respektievelijk 100 of 50
ml medium van CAIRNS in glazen erlenmeyers. De watertempera-
tuur bedroeg 23°pl°C en de erlenmeyers werden kontinu belicht

vanop + 30 cm afstand door 2 TL-lampen.
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In de meeste proeven werd er geen voedsel toege-
diend. Daphniden kunnen immers gemakkelijk 3 dagen zonder
voedsel overleven (ANTSYSHKINA et al., 1970) . De testmedia

werden normaliter niet geaereerd.

Voor de toxiciteitsproef met PMU, PZU, digquat en
2,4-D, wuitgévoerd met D" magna-larven, werd een tweede serie
opgesteld die bij de start gevoederd werd met 2 druppels
(+ 0.06 ml) gesuspendeerd en gehomogeniseerd Scenedesmus-poe-

der (SORGELOOS, 1973b) (1) .

In deze tweede serie werd tevens de invloed van een

kontinue aeratie op de toxiciteit nagegaan.

Voor toxiciteitsproeven uitgevoerd met Daphnia magna
werd tevens een vergelijking gemaakt tussen opstellingen zon-
der luchttoevoer en deze met een konstante luchtdoorborreling

(bij middel van een pasteurpipet) a rato wvan 20 + 5 ml/min.

De testkoncentraties werden met logari tmische in-
tervals gekozen. In de brutoproeven waren de extremen van de
reeks onderzochte koncentraties steeds 0.1-1000 ppm.

De keuze van de koncentraties wvan de verfijnde proeven was af-
hankelijk wvan het tolerantiegebied : tussen twee opeenvolgen-
de koncentraties van de brutoproeven werden drie intermediai-

re koncentraties met logaritmische intervals uitgetest.

De koncentratie/immobilisatie-waarden werden uitge-
zet op log/probab iliteits-papier . De TL,, "-waarden werden gra-
fisch bepaald met de "standard graphical interpolation method"

van LITCHFIELD (1949)

2. Chronische test
a. Zonder doorborreling
De chronische toxiciteit wvan 2,4-D werd uitgevoerd
op Daphnia magna volgens de statistische test wvan BIESINGER
& CHRISTENSEN (1972). Deze test werd eveneens toegepast door

BIESINGER, ANDREW & ARTHUR (1974) en NEBEKER & PUGLISI (1974) :

Twintig larven van maximum 24 uur oud werden overge-
bracht in glazen bekers met 200 ml testmedium. De bekers wer-

den afgedekt met petrischalen om verdamping tegen te gaan.

(1) Kohlenstoffbiologische Forschungsstation e.V. Dortmund, Duitsland.
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De temperatuurs- en bel ichtingsomstandigheden waren dezelfde

ais voor de akute testen.

De Daphnia's werden dagelijks gevoed met 0.4 ml ge-
suspendeerd en gehomogeniseerd Scenedesmus-poeder (1.5 g/1
ag.dest.). Deze manier van voederen 1is dus verschillend wvan de
voedselvoorziening =zoals voorgeschreven 1in de metode van BIE-
SINGER & CHRISTENSEN, waarbij aan elke beker een "kleine hoe-
veelheid" voedselsuspens ie (stockoplossing : 2 g gedroogd gras
+ 40 g vismeel per liter water) toegediend werd.

Teneinde de kweekkondities =zo optimaal mogelijk te houden,

verversten we het medium om de 3 dagen (i.p.v. om de week).

Elke dag werd de mortaliteit nagegaan. Na acht da-
gen waren de Daphnia's volwassen en werden de eerste larven
afgelegd. Deze werden elke dag geteld en verwijderd. De

proef 1liep over 3 weken, en werd 1in qgquadruplo uitgevoerd.

Bij het einde van de proef bepaalden we, volgens de
metode van LITCHFIELD & WILCOXON, de TL;.0 en de ED®"-Q t.o.v.
het kriterium reproduktie. Ais maat voor de reproduktie be-

schouwden we het aantal larven/dag/wijfje.

b. Het doorborre ling

De proef gebeurde 1in dezelfde omstandigheden ais
voorgaande experiment maar in "hatching"-buizen, zoals be-

schreven in 5.4.1.2. (zie figuur 38).

Dagelijks werd 0.2 ml gesuspendeerd Scenede smus-
poeder toegediend. De luchtdoorborreling was diskontinu

om het half uur 30 sekonden aeratie.
Het medium werd om de drie dagen ververst.

Gedurende 3 weken werd de mortaliteit en de repro-
duktie wvan de testorganismen nagegaan, zoals 1in de testen =zon-

der luchtdoorborreling.
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Iste reeks
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Een eerste reeks akute testen met Dj magna-larven werd uitge-

voerd 1in 4 verschillende proefomstandigheden : met en
voedsel, en met en zonder luchtdoorborreling. Tabel

de T L "-waarden weer na 24 en 48 uur.

zonder

19 geeft

+ lucht - lucht
+ voeding - voeding + voeding - voeding
TL
20 24 u 48 u 24 u 48 u 24 u 48 u 24 u 48 u
ppm
2,4-D 220-230 130-140 175-185 130-140 235-245 195-220 230-240 90-120

diquat 1.3-1.3 0.70-0.80 1.3-1.3 0.70-0.75 1.15-1.45 1.2-1.3 1.2-1.4 1.2-1.2

PZU 1.45-1.6 0.70-0.80 1.45-1.95 0.72-0.73 4.0-4.8 1.2-1.6 4.5-5.0 1.6-2.0
PMU 1.95-2.25 0.40-0.45 1.0-1.43 0.44-0.45 2.7-3.85 1.0-1.5 3.1-3.7 1.3-1.4
Tabel 19 : Resultaten van de akute bioassays met D" magna-

larven 1in verschillende testomstandigheden
proeven werden 1in duplo uitgevoerd).

2de _reeks

(alle

In een tweede reeks akute testen werden naast de herbiciden

ook de uitvloeiers lissapol NX en ethomeen S25 onderzocht.

Er werd een vergel ijking gemaakt tussen het effekt wvan deze

Produkten op adulten en larven van Daphnia magna en Daphnia

24 48
pulex. Tabel20 geeft de TL""- en TL"-waarden weer.



Daphnia magna Daphnia pulex

TL50
m
tnopp adulten larven adulten larven
Paraquat zonder
ui tvloeier
.6 6. 6 .3 4 .2
4 2
24 uur .6 5.6 5 3.8
48 2 3.5 2.7 2.4 1.35
uuE 3.9 2.9 2.4 25
Paraquat met
ui tvloeier
24 1 7.6 2.7 7 4 .2
Hur 2 7.6 2.9 7 4.2
48 3.2 2.9
HuE 2 3.2 2.6 1
Li ssapol NX
24 56 14 12 6.2
que 2 42 14.5 11
1 18 12 4.6
48
uuE 2 16 12.5 9 5.1
DS "4392"
o 1 15 5.6 5.1 4 .3
r
uu 2 16 5.1 5.6 4.1
48 1 11.9 4.3 4.4 3.6
uur 2 11 4.4 4 3.9
Diqua t
24 1 8 2 .45 1.35 55
uur 2 2.5 .35 51
48 1 3.2 0. 66 0.43 0.32
e 2 2.8 0.56 0.40 0.35
2,4-D
24 1 228 210 36 10
uur 2 207 196 40 9.6
48 1 153 112 24 7.4
r
u 2 162 98 28 5.8
Tabel 20 : TL"-waarden met IK magna en pulex adulten

en larven na 24 en 48 uur.



5.4.1.5+ ISespr eking va n” df reful ta tfn
Iste reeks

Op een paar uitzonderingen na kunnen de 4 herbici-
den ais volgt gerangschikt worden volgens dalende toxiciteit

voor de larven van de watervlo D ” magna
diquat > PMU > PZU >> 2,4-D

Niettegenstaande de TL"-waarden variéren 1i.f.v. de proefom-

standigheden, Dblijft de volgorde dezelfde.

a) De invloed van het toedienen van voedsel op de toxici-
teit van de herbiciden voor Daphnia magna-larven
- Op enkele uitzonderingen na verschillen de TL”"-waarden

niet voor de reeksen met gevoede Daphnials t.o.v. niet ge-

voede dieren.

Dit bewijst dat

1. de algemene regel ais zijn gevoede organismen resisten-
ter voor toxikanten dan niet gevoede (SPRAGUE, 1969) niet
zo algemeen 1is ;

2. het effekt wvan diquat, PZU en PMU voor Daphnia magna
niet verhoogd wordt door een opname langs de voedselke-
ten, hetgeen erop zou wijzen dat de adsorptie van het
toxikans op de voedselpartikels de toxiciteit wvia intes-
tinaal kontakt niet opvallend vergroot. Volgens CROSBY
& TUCKER (op.cit.) zou het respiratorisch kontakt veel
belangrijker =zijn dan het oraal kontakt.

- In de uitzonderingsgevallen wordt de toxiciteit inderdaad

verlaagd door het toevoegen van voedsel. Dit verschil is
echter steeds relatief klein. Met wuitzondering nochtans
voor 2,4-D na 48 u zonder luchtdoorborreling : 208 ppm met
voedsel t.o.v. 105 ppm zonder voedsel.

b) De invloed van de luchtdoorborreling op de toxiciteit
van de herbiciden voor Daphnia magna-larven
Door Daphnia magna-larven zijn de herbiciden PMU en PZU ge-
middeld 2.5x toxischer in doorluchte media dan =zonder aera-
tie. De toxiciteit wvan digquat 1is in beide omstandigheden
kwasi identiek.
Voor 2,4-D echter 1s 1in het geval van aeratie van het medium

het verschil 1in toxiciteit tussen de gevoede en de niet ge-
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voede serie alleen merkbaar na 24 u. Wordt het medium niet
met lucht doorborreld dan stijgt de gevoeligheid =zeer sterk

in de niet gevoede serie.

Na 48 u is de kombinatie - lucht + voedsel de minst toxische
van de vier series en de kombinatie - lucht - voedsel de meest
toxische. Deze laatste testopstelling is daarenboven de enige

waarbij de toxiciteit van een produkt groter is 1in niet geae-

reerde omstandigheden dan 1in geaereerde.

Uit de resultaten van de eerste reeks akute testen
blijkt dat

1) De stelling dat de konstante luchtdoorborreling een zeer
negatief effekt zou hebben op D" magna-larven wordt tegen-
gesproken door de cijfers voor 2,4-D en diquat.

2) De verhoogde toxiciteit wvan paraquat zowel met ais zonder
uitvloeiers 1in een geereerd milieu volledig strookt met
het werkingsmechanisme wvan paraquat gevonden 1in planten en
hogere dieren (zie 4.1.2. en 4.1.5.) : het autodxiderend
paraquat zet 0% om 1ii het Superoxide radikaal ~at een
peroxidatie wvan de lipiden ais gevolg heeft.

3) Analoog werd voor diquat vastgesteld dat de toxiciteit na
48 u gaat stijgen wanneer het medium geaereerd wordt. Op-
geloste zuurstof verhoogt de toxiciteit wvan diquat. Dit
stemt volledig overeen met het werkingsmechanisme van di-
quat analoog aan dat wvan paraquat.

4) In tegenstelling met de verschijnselen waargenomen voor de
dipyridyliums interfereert de aeratie niet met het wer-
kingsmechanisme wvan 2,4-D. Daarentegen bestaat er een in-
teraktie tussen de luchtdoorborreling, de voedselvoorzie-
ning van de testorganismen en de testduur voor wat Dbetreft
de toxiciteit wvan 2,4-D : gemiddeld zijn gevoede organis-
men resistenter dan niet gevoede en de toxiciteit 1ligt iets
hoger 1in de testen met luchtdoorborreling dan zonder. Een
uitzondering hierop 1is de -lucht - voedsel kombinatie,
waarbij de D" magna-larven na 48 u zeer gevoelig zijn voor
2,4-D. Het-is echter onmogelijk om aan de hand van deze
resultaten het interaktiemechanisme van de drie variabelen

te achterhalen.
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2de reek s

Uit de bekomen resultaten blijkt dat
De TL,.Q-waarden verschillen naargelang de Daphnia-soort,
het ontwikkelingsstadium en het uitgeteste produkt.

Enerzijds =zijn de larven steeds gevoeliger dan de

adulten en anderzijds 1is Daphnia pulex (adulten + larven)
gevoeliger dan Daphnia magna : voor 2,4-D 1is dit =zeer in
het o0og springen : de pulex-larven zijn 15 a 20 maal ge-
voeliger dan de magna-larven, de adulten 5 a 10 maal. Het

verschil in de gevoeligheid van beide soorten 1is ook be-
langrijk voor de uitvloeiers en voor diquat. Voor paraquat
is het verschil gering.

Onze resultaten 1in verband met de hogere gevoelig-
heid van D" pulex t.o.v. D" magna bevestigen de bevindin-
gen van SANDERS & COPE (1966) voor herbiciden en deze wvan
KOCHER et al. (1973) voor insekticiden.

SANDERS & COPE (op.cit.), die de gevoeligheid wvan
instar I (18 u oud), instar II (48 u) en latere instar-
larven (7 dagen) van Simocephalus serrulatus vergeleken,
kwamen tot de vaststelling dat er geen signifikant verschil
bestaat tussen de gevoeligheid van de eerste twee stadia.
De 7 dagen oude cladoceren daarentegen waren 1.7 tot 3.8
keer minder gevoelig dan de instar I larven (p<0.0.5).

Ook ANDERSON (1950) kwam vroeger reeds tot het be-
sluit dat bij Daphnia magna de larven gevoeliger =zijn dan

de adulten.

De volgorde gqua toxiciteit 1s voor Daphnia magna en pulex
dezelfde en gelijk aan deze vermeld voor de eerste reeks
akute proeven (zie pag. 93).

Aangevuld met de gegevens voor lissapol NX en etho-
meen S25 wordt deze volgorde, gerangschikt wvan hoge naar
lagere toxiciteit

digquat > PMU > PzZU > ethomeen S25 > lissapol NX >> 2,4-D

Digquat 1is voor beide cladoceren het meest toxische
herbicide. Het al of niet aanwezig zijn van uitvloeiers
heeft weinig 1invloed op de toxiciteit wvan paraquat. De
verklaring hiervoor 1is zeer duidelijk bij Daphnia magna,
en iets minder duidelijk bij Daphnia pulex. Immers, ener-

zijds zijn de beide uitvloeiers minder toxisch dan de her-



biciden =zelf en anderzijds blijkt er voor de Daphnia-soor-
ten geen synergisme of antagonisme te bestaan tussen het

paraquat en de detergenten.

Voor de 42 organische en anorganische produkten die
door ANDERSON (1944) werden uitgetest op 8 u oude Daphni a
magna-larven 1in een akute test wvan 16 u, zijn er slechts 5
die toxischer =zijn dan paraquat, diquat en de uitvloeiers
die door ons werden uitgetest. Dit zijn CrO”, CuSO~,
cucCc”, ~CcC”™~0-, KMnO". T.o.v. deze reeks produkten 1is

2,4-D middelmatig toxisch.

In Tabel 21 worden onze waarnemingen vergeleken met
enkele TL”"-waarden uit de literatuur. Deze gegevens =zijn
niet absoluut met elkaar te vergelijken aangezien de diver-
se auteurs 1in onderling verschillende proefomstandigheden
gewerkt hebben. De enige standaardisatie van de proeven
weergegeven 1in deze tabel 1s het ontwikkelingsstadium van
het testorganisme en de duur van de proef. Alle proeven zijn
statische testen. Uit deze tabel blijkt niettemin dat

de grootte-ordes vrij goed overeenkomen.

onze waar-—

Produkt Auteur TL50- pemingen
TL24 TL4%
50 5
Daphnia magna-larven
Paraquat CROSBY & TUCKER (1966) TL%S 11.0 (9.1-12.2) 6.1 2.8
Diquat CROSBY & TUCKER (1966) TL%S 7.1 (6.3-8.0) 2.5 0.61
Daphnia pulex-larven
Paraquat SANDERS & COPE (1966) TL%% 3.7 (2.8-4.8) 4.0 1.30
Daphnia pulex-adulten
Paraquat CARTER & WILLIAMS (1968) TL%% 18 7.4 2.4
TL48 4
50
2,4-D PRAVDA (1973) TL%% 10 38 26
Tabel 21 : Vergelijking tussen de resultaten van de akute

testen met Daphnia en literatuurgegevens.



Tabel 22: Chronische test met 2,4-D op Daphnia magna : zonder luchtdoorbor-

reling:
* A+ : kumulatief aantal dode adulten (maximum 20)
L : aantal larven per waarneming (de larven worden telkens verwij-
derd)

dagen 7 8 9 10 13 14 15 16 17 20 21
blanko A+ 0 0 0 0 0 0 2 2 3 3 3
L 0 0 0 1 65 98 72 13 210 160 20

A+ 0 0 0 0 3 3 3 5 6 6 6

L 0 0 0 « 0 53 47 59 14 43 165 0

A+ 0 0 0 4 7 7 7 7 7 8 8

L 0 0 0 0 29 25 76 31 72 44 17

A+ 0 o o o 3 3 4 5 5 5 5

L 0 0 0 1 17 133 45 80 84 117 20

10 ppm A+ 0 0 0 1 1 1 1 1 1 3 5
L 0 0 0 3 34 5 12 3 15 18 0

A+ 0 0 o 0 o) 13 13 13 13 13 13

L 0 7 0 0 0 33 14 10 0 11 9

A 0 0 o 0 0 1 1 2 2 8 8

L 0 1 0 0 0 2 0 3 0 4 3

A+ 0 0 0 0 2 5 7 10 11 11 11

L 4 9 0 14 2 0 0 0 0 lo 37

3 ppm A+ 0 0 0 o 0 0 2 4 4 4 5
L 0 3 0 0 0 0 7 55 12 12 155

A+ 0 0 0 0 6 6 6 6 6 6 6

L 0 0 0 0 23 2 77 14 24 188 22

A+ 0 0 0 0 5 5 6 8 9 9 9

L 11 0 0 0 10 7 11 10 14 95 32

A+ 0 0 o o 0 0 0 3 3 3 4

L 24 0 0 12 51 8 31 0 26 174 15

0.1 ppm A+ 0 0 0 0 0 6 6 6 6 7 7
L 0 0 0 1 59 19 49 10 33 228 41

A+ 0 0 0 0 3 3 3 4 6 6 6

L 0 0 0 9 42 13 30 4 93 loo 0

A+ 0 0 0 0 2 2 2 2 3 4 4

L 0 0 0 16 54 13 70 0 38 102 29

A+ 0 0 0 0 2 2 2 2 3 4 5

L 21 0 0 24 63 43 loo 19 59 259 6



dagen 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

blanko A+ 2 2 2 2 3 3 4 4 4 4 4 4
L 50 102 32 23 39 172 47 101 55 6 0 0
A+ 1 1 1 2 2 2 2 2 2 3 3 3
L 80 119 49 49 loo 54 183 24 42 0 0 16
A+ 1 1 1 1 1 1 1 1 3 3 3 3
L 53 88 19 33 46 166 17 156 46 22 25 13
100 ppm A+ O 1 1 2 2 2 14 14 14 14 14 14
L 0 24 45 3 54 8 2 0 16 0 0 0
A+ 3 3 3 3 3 3 8 8 9 10 11 12 j
s L 8 43 24 0 33 4 0 0 27 0 0 0
A+ 1 1 1 1 1 1 1 10 10 lo 10 io 7
L 7 35 15 16 14 1 1 o 10 0 o o !
156 ppm A+ © 0 0 0 0 0 0 o] 3 3 4 4
L 41 88 24 46 40 11 3 2 60 7 25 37
A+ 0 0 0 0 3 4 4 4 8 9 9 9
; L 45 104 18 51 82 4 8 0 10 0 o] 17
M- 0 0 0 0 0 0 1 1 3 3 6 6
; L 28 69 6 60 56 16 7 2 98 38 0 42 '
132 ppm 2+ 0 o] 0 1 3 3 9 12 12 12 12 12
L 169 98 11 108 137 24 17 3 20 0 0 o 1
M- 3 3 3 3 4 4 4 4 4 4 4 4
. L 63 158 1 135 135 19 8 11 83 53 28 14
A+ 3 3 3 5 5 5 5 5 5 5 5 s I

L 84 16l 2 12.0 107 21 7 4 113 0 32
JIA

Tabel 23 : Chronische test met Daphnia magna : met luchtdoorborreling:
A+ : kumulatief aantal dode adulten (maximum 20)
L : aantal larven per waarneming (de larven werden telkens verwijderd.)



dagen 10

blanko A+

18 106 131 45 66 36
A+
84 90 56 47
A+
116 151 54 133 39
0.1 ppm A+
20 97 84 133
A+
26 81 50 29 129 33
A+
145 135 118
1 ppm A+
24 1ii 135 25
A+
133 65 131 25
A+
78 52 118
10 ppm A+
142 20 43 140
A+
173 96 42 102
A+
183 161 23

Tabel 24 : Chronische test met 2,4-D op Daphnia magna : met luchtdoorborreling
A+ : kumulatief aantal dode adulten (maximum 20).
L : aantal larven per waarneming (de larven worden telkens verwijderd
derd.)



Uit de twee reeksen akute testen kan men het vol-

gende konkluderen ;
1) Daphnia magna en pulex =zijn beide geschikte testorganismen
voor toxiciteitsonderzoek. pulex 1is beduidend gevoeli-
ger dan D . magna. Voor beide soorten =zijn de larvale sta-
dia veel gevoeliger voor toxikanten dan de adulten.
2) In statische biocoassays met Daphnia-soorten spelen de
proefomstandigheden een belangrijke rol bij het bepalen
van de toxiciteit van een of ander produkt. Het toedienen
van voedsel aan de testorganismen beinvloedt de toxiciteit
van de uitgeteste produkten omzeggens niet. Er treedt dus
in deze korte tijdspanne blijkbaar geen verhoogde intoxika
tie via de ingestie van voedsel op.
Voor de aeratie van het medium gebruikt men Dbest
geen konstante luchtdoorborreling : voor het op peil hou-
den van de opgeloste zuurstof in de oplossingen 1is een dis
kontinue aeratie voldoende en tevens wordt de eventuele fy
sische hinder veroorzaakt door de doorborreling op de Daph
nia-larven tot een minimum beperkt.
3) Uit onze proeven, die trouwens de bestaande literatuurgege
vens bevestigen blijkt dat
1. de dipyridyliumherbiciden zeer toxisch zijn voor beide
cladoceren ;

2. de twee uitvloeiers 1iets minder schadelijk =zijn ;

3. het herbicide 2,4-D op korte termijn slechts een gerin-
ge toxiciteit vertoont.

4) De parallelle proeven met en zonder luchtdoorborreling
wijzen op een analoog werkingsmechanisme van paraquat en
diguat bij Daphnia, ais dat beschreven voor planten en
zoogdieren (zie 4.1.2. en 4.1.5.).

5) Er doen =zich geen opvallende interakties voor tussen para-
quat en beide uitvloeiers voor wat betreft toxische effek-

ten op de cladoceren.

5.4. 1.6. RefuUaten_ van__df £hfoiii Sfhe tf£Sjten me”t D " magna

Het kumulatief aantal dode adulten en het aantal
larven per waarneming 1s weergegeven 1in (Tabel 22 tot 24). De

TL*"Q-waarden na 3 weken, voor de larven opgekweekt tot het



Zonder doorborreling

Aantal larven per Periode
wijfje afgelegd ge- (dagen)
durende de gehele proef
Bla,nko 35.86 12
25. 14 9
23.01 9
31.75 12
10 ppm 4.85 12
11.00 8
0.86 8
6.03 12
1 ppm 15.66 7
25.00 e 9
14.90 9
17.80 12
0.1 ppm 31.62 12
19.49 12
18.83 12
33. 58 12

Met doorborreling

Blanko 25.00 8
29.12. 8

18.38 8

10 24 .62 8
27. 72 8

26. 68 9

1 19.25 9
27.78 9

30.48 9

0.1 25.12 8
21.57 8

29.83 8

B]anko 36.97 12
39.10 12

36.66 12

100 10.24 11
9.04 12

5.73 12

56 20. 57 12
18.85 12

23.22 12

32 33.48 12
43 .46 12

42 .94 12

Tabel 25 : Chronische test met 2,4-D op Daphnia magna

reproduktie.

wijfje/dag

2.99
2.79
2.56
2V65

.40
.38
.11
.50

o opRro

.24
.78
.66
.48

PR NN

.64
.62
.57
.80

NR RN

w

.64

w

.08
.47

w

N

.14
. 09

w

w

.14
.70
.73

w N

.08
. 26
.06

.93
.75
.47

.71
. 57
.94

HRKFEF OO0 WWW

N

.79
. 62
.58

ww

Aantal larven/
Gem.

.75

.60

.04

.16

.02

.17

.87

.19

.13

.72

.74

.33

% inhibitie
t.o.v. blanko

78,2%

25.8%

21. 5%

-5%

+5%

-5.6%

0%

77%

44 .4%

-6.4%

Inhibitie wvan de
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adult stadium in media =zonder luchtdoorborreling en 1in media
met luchtdoorborreling zijn
T L WGk °n met doorborreling zonder doorborreling
96 ppm (226-41 ppm) 21 ppm
(Voor de proef =zonder doorborreling kon de metode wvan LITCH-
FIELD & WILCOXON (1948) wvoor het berekenen van de betrouw-
baarheidsgrenzen niet worden gebruikt wegens gebrek aan in-

termediaire resultaten tussen 0 en 100% mortaliteit).

Om het effekt van 2,4-D op de reproduktie wvan Daph-
nia magna na te gaan werd het aantal larven berekend geprodu-
ceerd per wijfje gedurende de gehele duur van de proef. Dit
aantal gedeeld door de periode uitgedrukt 1in dagen waarin de-
ze larven werden afgelegd geeft het aantal larven weer afge-

legd per wijfje en per dag (Tabel 25).

De vermindering 1in aantal larven afgelegd, per wijf-
je en per dag in de testoplossing t.o.v. de resultaten in de
blanko, wordt uitgedrukt in procent, en wordt percent-effekt

genoemd.

Aan de hand van deze percenten kan men de ED""-
waarde met de reproduktie ais kriterium berekenen
3 weken met doorborreling zonder doorborreling
50 58 (40-83)ppm 1.25 ppm
(Om dezelfde reden ais hierboven konden de betrouwbaarheids-
grenzen van de ED”"¢Q voor de proef =zonder doorborreling niet

berekend worden) .

5.4.1.7. Befpreking van_ de resudtaten

Uit deze resultaten kan men afleiden dat

(1) het kriterium inhibitie wvan de reproduktie bij Daphnia
magna veel gevoeliger 1is dan het kriterium mortaliteit
(beide over een termijn van 3 weken). Dit 1is het duide-
lijkst voor de proeven zonder luchtdoorborreling, waar-
voor de ED,-Q-waarde voor de reproduktie wvan 1.25 ppm bie-
zonder laag 1is 1in vergelijking met alle andere ED”Q- en
TL”"-waarden.

(2) de diskontinue aeratie van het medium de toxiciteit wvan

de 2,4-D verlaagt. De TL"Q-waarde daalt men een faktor
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TL, *
50 50
(Prm) (ppm)
200 - 200
.150 - 150-
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50 J 50—
12 21 :Tijd (dagen) 1 2 21 Tijd (dagen)

Figuur 39 :1Dosis-Effektl-kurve voor de toxiciteitsproeven met 2,4-D op Daphnia magna-
adulten.
A. Tijd lineair uitgezet.
B. Tijd logaritmisch uitgezet.



1.7, de ED, .Q-waarde voor de reproduktie met een faktor 17.
Deze vaststelling 1is enigszins tegenstrijdig met de resul-
taten van de akute testen met D" magna-larven waarvoor de
toxiciteit wvan 2,4-D meestal 1iets werd verhoogd door een
konstante doorborreling.

Beide reeksen proeven =zijn echter te verschillend wat be-
treft proefopstelling en testduur om een absoluut verge-
lijk mogelijk te maken.

Gezien de beperkte experimentele gegevens 1s de interak-
tie die optreedt tussen de faktoren testduur, aeratie wvan
het medium, voedselvoorziening van de testorganismen op de

toxiciteit wvan 2,4-D voor D” magna-larven niet te ontleden.

Indien we de TL"-waarden van de chronische test
zonder luchtdoorborreling vergelijken met de TL "“-waarden van
de akute testen, dan stellen we vast dat deze waarden dalen
i.f.v. de tijd. Door de TL"-waarden uit te zetten i.f.v. de

tijd, bekomen we een zgn. "dosis-effekt-kurve".

Figuur 39A stelt een tentatieve dosis-effekt-kurve
voor (met slechts drie punten), voor de toxiciteitsproeven
met 2,4-D op D" magna (mortaliteit als kriterium). De expo-
nentiéle funktie van deze kurve kan 1in een rechtlijnig ver-
band worden omgezet door de tijdas logaritmisch te transfor-

meren (Figuur 39B).

Alhoewel wuit de akute toxiciteits testen blijkt dat
het herbicide 2,4-D een vrij onschadelijk produkt is wvoor
Daphnia magna, volgt nochtans uit de dosis-effekt-kurve dat
2,4-D een vrij belangrijke chronische toxiciteit vertoont

voor deze soort.

Heel belangrijk 1is het chronisch subletaal effekt

van 2,4-D op de reproduktie van Dj magna.

De ED¢Q we”en voor ¢g proevenreeks =zonder luchtdoor-

borreling en met ais kriterium de reproduktieremming, bedraagt

slechts 1.25 ppm. Indien we deze waarde vergelijken met de
resultaten van BIESINGER & CHRISTENSEN (op .cit.) voor metaal-
ionen en van BIESINGER et al. (op .cit.) voor nitrilotriace-

taat (NTA) en NTA-metaalkompleksen, dan blijkt dat 2,4-D toxi-

scher is dan Na, Ca, Mg, X, Sr, Ba, Fe, Mn, As, Sn-ionen en 2
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tot 10 maal minder toxisch dan Cr, Al, Zn, Au, Ni en Pb-ionen.
Cu-ionen zijn ongeveer 35 maal toxischer dan 2,4-D. Uit het
onderzoek van NEBEKER & PUGLISI (op .cit.) blijkt dat PCB's

in het algemeen 10 a 20 maal toxischer =zijn dan 2,4-D.

Het chronisch effekt wvan digquat werd onderzocht door
GILDERHUS (1967) aan de hand van een ander type statische chro-
nische test. De resultaten van deze auteurs met het herbicide
diguat =zijn te vergelijken met onze resultaten met 2,4-D
1-3 ppm digquat veroorzaakt een hoge mortaliteit van de adulten
en een belangrijke remming van de reproduktie van de overle-

vende wijfjes.

Samenvattend kan men stellen dat het chronisch ef-
fekt van 2,4-D op Daphnia magna =zeer groot 1s 1in vergelijking
met het akuut effekt. Hieruit wvolgt dat 2,4-D ais aquatisch
herbicide, op lange termijn wellicht een even drastisch effekt
heeft op deze cladoceren ais het digquat, dat akuut het meest

toxisch is .

5.4.2. Branchiopoda : Anostraca (Artemia salina)
5.4.2.1. Inl eiding

De Cladocera, meestal vertegenwoordigd door Daphni a
magna en Daphnia pulex, worden reeds veel langer gebruikt ais

testorganisme dan om het even welke andere mikrocrustacee.

Ofschoon de informatie over de dosis-effekt-relatie
van toxikanten met deze beide Cladocera-soorten zeer waardevol
is, kan ze echter niet ais representatief bestempeld worden

voor de mikrocrustacea 1in het algemeen.

"One of the most striking features to emerge from
work 1in recent vyears on other groups of microcrustacea, is
the very wide difference in reaction which may be shown by
different groups to one and the same insecticide. These dif-
ferences have emerged from both field observations and labo-

ratory studies" (MUIRHEAD-THOMSON, 1971).

Teneinde een 1idee te krijgen van het verschil 1in
gevoeligheid voor herbiciden t.o.v. Daphnia hebben we een

reeks akute toxiciteitsproeven uitgevoerd met een mariene
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ver tegenwoordiger van de mikrocrustaceeén : het pekelkreeftje
Artcmia salina. Deze soort,' die een wereldver spreiding kent
in zgn. "zoutmeren" en estuaria met hoge saliniteit, is, door

zijn beschikbaarheid onder de vorm van gedroogde cysten een

buitengewoon 1interessant testorganisme.

5.4.2.2. Hajtch®™l ng en. fe pajratie van de 1jlrX eH

Cysten afkomstig wvan San Francisco Bay (California)
(1) werden gedurende 24 uur gefinkubeerd bij 23°C in artifi-
cieel zeewater, Dbereid volgens de formule wvan DIETRICH & KAL-
LE (1963) (sal. 35°/o0o0). De cystensuspensie werd kontinu ge-
aereerd en belicht met 2 TL-lampen (SORGELOOS & PERSOONE,

1975) .

SORGELOOS (1975) stelde vast dat 1in analoge omstan-
digheden doch bij een temperatuur van 24°C, na een immersie-

periode van 23 u een hatchingsrendement van 50% bereikt wordt.

Het ontluikingsproces 1s zeer sterk temperatuur gevoelig. De
hatchings snelheid is recht evenredig met de temperatuur. Na
24 u immersie bij 23°C kan men aldus larven oogsten die hoog-

uit enkele uren oud =zijn.

De separatie wvan de larven van de lege eischalen en
de nog niet ontloken eieren gebeurde aan de hand van een se-

parator-box, beschreven door PERSOONE & SORGELOOS (1972) .

5.4 .2 .3 . JBijoajssiiyj*te”ch ni ek

Met wuitzondering van het gebruik van artificieel =zee-
water i.p.v. zoetwater, werden deze toxiciteitstesten uitge-
voerd 1in dezelfde omstandigheden als de akute testen met Daph-
nia magnaBl De keuze van de testkoncentraties gebeurde even-
eens op dezelfde manier ais beschreven bij de Daphnia-soorten.
Ze gebeurden 1in parallel met en zonder voedsel en met en zon-
der kontinue luchtdoorborreling. Ais voedsel werd bij de start
2 druppels (+ 0.06 ml) gehomogeniseerde Scenedesmus-suspensie
(1.5 g gedroogde wieren/l =zeewater) (SORGELOOS, 1975) toege-
diend.

(1) 1250 gram vakuum verpakt - San Francisco Bay Brand Inc., Newark,
California, U.S.A.
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Als mor taiiteitskriterium na 24 u en 48 u testduur,

gebruikten we net ais voor de proeven met Daphnia de onbeweeg-

lijkheid der organismen.

5.4.2.4. iesudJ L t £n

De 24 en 48~ waarden worden weergegeven 1in Tabel

26
+ lucht - lucht
+ voeding - voeding + voeding - voeding
24 u 48 u 24 1 48 u 24 u 48 u 24 u 48 u

2,4-D 230-250 130-140 235-245 120-140 500-520 360-380 545-575 300-340
diquat 50-50 12-13 48-52 12-15 100-120 24-26 105-115 22-26
PZU 135-145 62-66 135-150 66-70 212-225 61-66 212-225 70-73
PMU 44-48 40-44 44-45 40-44 155-165 60-62 200-240 70-75

5.4 .2 .5. liesp releing va n de resultaten

a) Invloed van het toedienen van voedsel op de toxici-
teit van de herbiciden voor Artemia salina-larven
- Het al dan niet voederen der larven blijkt geen enkele in-
vlioed te hebben op de toxiciteit wvan 2,4-D, digquat, PMU en
PZU. Dit 1is eigenlijk te verwachten voor de observatiereeks
na 24 u gezien de larven 1in het instar I-stadium nog geen
voedsel opnemen. Na 48 u echter zijn alle larven verveld
naar het instar II- en sommige naar het instar III-stadium
dat =zich wel aktief voedt (SORGELOOS, op.cit.). In onze
proeven echter heeft ook na 48 u het toedienen van voedsel
geen 1invloed op de TL"-waarden. Hieruit kan men besluiten
dat het effekt van deze toxikanten via een verhoogd intesti-
naal kontakt door de.aanwezigheid van voedselpartikels, niet

wordt vermeerderd.

b) Invloed van de luchtdoorborreling op de toxiciteit wvan
de herbiciden voor Artemia salina-larven
- Het 1is =zeer belangrijk op te merken dat de mortaliteit der

larven in de reeksen met kontinue luchtdoorborreling twee-
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maal hoger 1is dan 1in deze zonder doorborreling. Kontinue
doorborreling van het medium blijkt dus, 1in tegenstelling
met de resultaten bekomen voor Daphnia magna, zeer nefast
te zijn voor de Artemia-larven. Vandaar dat we meer Dbelang
zullen hechten aan de resultaten zonder aeratie.

Niettemin valt er op te merken dat de volgorde in
toxiciteit (van hoogste naar laagste) verschilt naargelang

al dan niet geaereerd werd

+ luchtdoorborreling
na 24 uur : PMU > diguat > PZU > 2,4-D

na 48 uur : digquat > PMU >PZU > 2,4-D

- luchtdoorborreling

na 24 uur en

na 48 wuur : digquat > PMU = PZU > 2,4-D

De toxiciteit wvan PMU en digquat wordt in vergelij-
king met de andere herbiciden sterk verhoogd door aereren
van het medium.

Na 24 uur 1is de toxiciteit wvan deze beide herbiciden in ge-
aereerde omstandigheden kwasi dezelfde, maar na 48uur mer-
ken we nog een supplementaire verhoging vande toxiciteit
van diquat (zie Tabel 26).

Niettegenstaande de minder optimale proefomstandig-
heden vinden we hier opnieuw een aanduiding voor een analo-
ge toxische werking van paraquat en diquat bij Ar ternia ais
beschreven voor planten en hogere dieren (cfr. eveneens re-

sultaten bekomen met Dj magna)

Het synergistisch effekt van de uitvloeiers met het
paraquat 1s sterk uitgesproken voor de Artemia-larven in ge-
aereerde omstandigheden. Dit kan 1in de eerste plaats te wij-
ten zijn aan de ab- en adsorptiekinetiek wvan paraquat die
door de tensiocoaktieven wordt beinvloed (zie 6.2.). Doch 1in
de tweede plaats kunnen de uitvloeiers het gehalte aan be-
schikbare opgeloste zuurstof 1in het medium bepalen en aldus
de toxische werking van paraquat Dbeinvloeden. Immers, aera-
tie van het medium verhoogt veel sterker de toxiciteit wvan
PMU dan van PZU =zowel voor Daphnia magna ais voor Ar ternia

salina.
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SORGELOOS (1975) en VAN DER WIELEN & SORGELOOS (1976)
stelden vast dat er een groot verschil in gevoeligheid be-
staat voor chroomzuur tussen de verschillende larvale stadia
van Artemia salina.

De TL"-waarden voor de verschillende stadia =zijn

Instar I : 30 ppm
Instar II : 7.4 ppm
Instar III : 8.2 ppm

Ook WISELEY & BLICK (1967), vinden een belangrijke
daling in de TL "“-waarden voor Cu-ionen + 18 uur na het uit-
komen wvan de larven. In de omstandigheden waarbij zij werk-
ten stemt deze daling overeen met de overgang van het eerste
naar het tweede 1instar-stadium (SORGELOOS, 1975) .

Evenzo vonden wij 1in onze experimenten een belang-
rijk verschil tussen deﬁM%{Q en Té§—waarden. Tabel 27 geeft
de verhoudingen TL, o 24 uur/48 uurvoordeverschillende
proeven weer.

Alhoewel de stadia niet werden gekontro leerd kan men
aan de hand van de gegevens van SORGELOOS (1975) stellen dat,
in de gegeven omstandigheden bij de waarneming na 24 uur in
overmaat 1instar I-larven aanwezig waren en na 48 uur hoofd-

zakelijk instar 1II.

+ lucht - lucht
g
verhouding — yr + voeding - voeding + voeding - voeding
TL50
2,4-D 1.8 1.8 1.4 1.8
diquat 3.7 3.7 4.3 4.6
PZU 2.2 2.1 3.4 3.1
PMU 1.1 1.1 2.6 3.0
Tabel 27 : Verhoudingen van de TL”-waarden na 24 uur

'en 48 uur met Artemia salina-larven.

De verhouding wvan de TL"¢ 24 uur/48 uur 1ligt voor

de proeven zonder aeratie steeds hoger dan voor de proeven
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met door luchting. M.a.w. het verschil 1in gevoeligheid wvan
instar I en instar II-III-larven 1is frappanter 1in geaereer-
de omstandigheden dan 1in niet geaereerde. Dit kan verband
houden met de schadelijke invloed van de doorborreling op
de larven, waarbij instar I-larven gevoeliger =zouden =zijn
voor de aeratie dan instar II-larven/

Deze verhouding schijnt typerend te zijn voor het
uitgeteste toxikans, onafhankelijk wvan de voedseltoediening
en 1in zekere mate ook van de aeratie. Vnl. diguat heeft een
hoge 24/48-verhouding, wat betekent dat de toxiciteit
sterk verandert in funktie wvan de tijd, dus wellicht in
funktie wvan het ontwikkelingsstadium van de Artemia-larven.

SORGELOOS (op.cit.) wverklaart het belangrijke ver-
schil in gevoeligheid tussen instar I en 11-1ITI-nauplii,
"door het feit dat in het eerste larvaal stadium het spijs-
verteringskanaal nog niet rechtstreeksin verbinding staat
met de buitenwereld. Toxische stoffen hebben in het instar
I-stadium alleen een werking op het ectoderm (dat bedekt 1is
met een dunne kutikula). Vanaf het tweede stadium komen op-
geloste stoffen en kleine partikels, via de mond in het darm-
kanaal terecht waar =ze het wellicht veel gevoeliger endoder-
maal weefsel aantasten".

PROVASOLI & SHIRAISHI (1959) menen dat het midden-
darmkanaal van arthropoden de voornaamste absorberende
plaats 1is. Niettemin beweren CROSBY & TUCKER (op.cit.), dat
voor Crustacea (i.e. Cladocera) het respiratorisch kontakt
met de herbicide 2,4-D, paraquat en diquat, veel Dbelangrij-
ker 1is dan het oraal kontakt.

In elk geval worden deherbiciden niet via de voed-
selpartikels 1langs het darmkanaal door het organisme geab-
sorbeerd vermits het toedienen wvan voedsel zowel voor Daph-
nia magna ais voor Artemia salina in geen geval de toxici-

teit verhoogt.

5.4.3. a (Rhithropanopens harrisii) GOULD
5.4.3.1. IJnleidinjg

Ten einde ook informatie te verkrijgen over de 1in-

vlioed van toxikanten op de, op bepaalde ogenblikken wvan het
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jaar zeer belangrijke meroplanktonische makrocrustaceeénfauna
van de estuaria, werd het effekt van de herbiciden paraquat,
diquat, 2,4-D en de twee uitvloeiers nagegaan op de larven van
de kleine modderkrab Rhithropanopeus harrisii. Herbiciden, en
in het biezonder 2,4-D worden 1immers reeds zeer frekwent in

estuaria aangewend (HOLLISTER & WALSH, 1973) .

Dit onderzoek werd uitgevoerd 1in september-oktober
1974 in het Duke University Marine Laboratory te Beaufort

(North Carolina, USA).

We hebben deze vertegenwoordiger der Decapoda -
Xanthidae wuitgekozen omdat 1) de larven 1in deze periode van
het Jjaar gemakkelijk kunnen verkregen worden en 2) precies in
dit laatste laboratorium een optimale kweekmetode voor deze
krablarven ontwikkeld werd. Inderdaad het gebruik wvan Bra-
chyura- larven ais testorganismen voor toxiciteitsonderzoek 1is
pas mogelijk nadat, én een kweektechniek op punt gesteld is
en de voornaamste faktoren die overleving en ontwikkeling

bepalen, gekend =zijn.

Tot in 1960 slaagde men er meestal niet 1in de larven
na de 1lste en 2de vervelling in leven te houden in het labora-
torium. COSTLOW & BOOKHOUT (1959, 1960, 1961) ontwikkelden

echter een nieuwe metode voor het bestuderen van de larvale

ontwikkeling van Callinectes sapidus (1959), Hepatus epheliti-
cus (1960), Menippe mercenaria, Pilumnus sayi, Portunus gibbe-
sii en Panopeus herbstii (1961) . COSTLOW, BOOHOUT & MONROE

(1960, 1962) stelden hierbij wvast dat de temperatuur en de
saliniteit de kritische faktoren =zijn die, wanneer =ze optimaal
gehouden worden, een regelmatige vervellingsfrekwentie wvan de

zoeae garanderen.

5.4.3.2. Gegevens_over JlejL ;roe”“organi”sme

De kleine modderkrab Rhithropanopeus harrisii Gould

(karapaxbreedte wvan een adult : 15 mm ; lengte van een pasge-
boren larve : 1 mm) 1is algemeen verspreid 1in de estuaria =zowel
aan de weskust ais de oostkust van de Verenigde Staten. Het

normale geografische verspreidingsgebied 1is echter beperkt tot

de brakke waters langs de Atlantische Oceaan en de Mexikaanse



1.0 mm

Figuur 40 : Larvale stadia van Rhithropanopeus harrisii GOULD
(naar COSTLOW & BOOKHOUT, 1971)
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Golf. =eDez-a krab komt ook op verschillende plaatsen 1in Europa
voor : in Oresund bij Copenhagen (Denemarken) (COSTLOW, BOOK-
HOUT & MONROE, 19606), in de Zuiderzee (Nederland) en 1in een

dode arm van de Vistula-rivier (Polen) (TUROBOYSKI, 1973) .

Deze species die volgens COSTLOW & BOOKHOUT (1969)
biezonder geschikt 1is voor labo-experimenten wordt gekarakte-
riseerd door 5 larvale stadia : 4 zoeae en 1 megalopa (zie
Figuur 40).

Temperatuur en saliniteits-range voor overleving en ontwikke-
lingsduur werden achterhaald door COSTLOW, BOOKHOUT & MONROE
(1966) ; COSTLOW & BOOKHOUT (1971) en CHRISTIANSEN & COSTLOW

(1975)

5.4. 3.3. I.solatj:e_van_ de Jjla.Evilll v EO£. d e Jbi oassays

In de nabijheid van het laboratorium werden eier-
dragende wijfjes verzameld en verder in leven gehouden in gro-
te schalen gevuld met gefilterd zeewater van 20°/00 saliniteit.

Het water, waarvan de temperatuur konstant gehouden werd op

23.5°C£0.5°C, werd dagelijks ververst. Deze saliniteit-lem-
peratuur-kombinatie 1is volgens COSTLOW et al. (1966) optimaal
voor de krablarven. De saliniteit werd aangepast door natuur-
lijk zeewater te verdunnen met gedestilleerd water. Na de

"hatching”" werden de =zoea-larven van de adulte krab geisoleerd

en zo vlug mogelijk gebruikt voor het opzetten van de bioassays.

5.4.3.4. B.ifaf.Sf£y"tfch nilek

Voor de biocassays werden per koncentratie toxikans
5 opeengestapelde glazen schalen gevuld met 25 ml zeewater
(20°/00 saliniteit) elk met 10 larven. De larven werden ge-
inkubeerd in een kweekkamer bij 23,5°C + 0.5°C en bij een fo-
toperiode wvan 12 uur 1licht en 12 uur donker. De larven werden
dagelijks in nieuw medium overgebracht en gevoed met + 20 pas
ontloken Artemia-nauplii. De mortaliteit en het aantal ver-
vellingen werden opgetekend. Teneinde kanibalisme te voorko-
men werden de larven bij het bereiken van het megalopa stadium
individueel overgebracht 1in plastieken vierkantige kweekbakken

onderverdeeld 1in kompartimenten (1 kompartiment bevat 5 ml me-



ppb 100000 10000
PMU 100 100
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2,4-D
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Tabel 28:

Procent mortaliteit t.o.v.
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de blanko gedurende de totale

embryonale ontwikkeling van Rhithropanopeus harrisii.
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dium) . Dagelijks werd het medium ververst en kregen de larven

+ 15 Artemia-nauplii ais levend voedsel.

Met paraquat met wuitvloeiers werden drie replikaties

met elk 5x10 larven per koncentratie uitgevoerd ; met paraquat

zonder uitvloeiers twee replikaties en met de andere produkten

kon door tijdsgebrek de proef niet meer herhaald worden.

De resultaten van de opeenvolgende proeven werden ais

gemiddelde uitgerekend en de TL “-waarden bepaald =zoals voor

Daphnia en Artemia.

5

.4.3.5. Refu 1l taten

Mortaliteit gedurende de totale larvale ontwikkeling en de
procentuele verdeling over de verschillende stadia_ (4 zoeail

J megalopa”

Tabel 28 geeft de gemiddelde mortaliteit en de TL"0-

waarden voor de verschillende produkten weer.

Voor paraquat met uitvloeiers vonden we voor de koncentra-
ties 100, 10 en 1 ppb een mortaliteit t.o.v. de blanko wvan
respek tievelijk 100%, 61.2% en 28.6%. De TL"-waarde voor
PMU bedraagt bijgevolg 4.6 ppb. Voor paraquat =zonder uit-
vloeiers bedroeg de totale mortaliteit voor de koncentraties
100, 50, 10, 5, 1 en 0.1 ppb respektievelijk 100%, 100%,
88.9%, 59.8%, 57.7% en 23.9%. De berekende TL""-waarde voor
PZU 1is 0.86 ppb.

De uitvloeiers 1lissapol NX en ethomeen S25 zijn 100 a 1000
maal minder toxisch dan het herbicide zelf. De koncentra-
ties 10000, 1000, 100, 10 ppb lissapol NX veroorzaakten res-
pektievelijk 100%, 36.0%, 31.3% en 12.7% totale mortaliteit.
De TL<.Q bedraagt 1240 ppb of 1.24 ppmn.

Voor ethomeen S25 werd 1in de hoogste uitgeteste koncentratie

(100 ppb) slechts 44.0% mortaliteit waargenomen. De morta-

o°

liteit in 10, 1 en 0.1 ppb bedroeg respektievelijk 6.7%, O

en 4.0% ; m.a.w. ze 1s ongeveer gelijk te stellen aan deze
in de Dblanko.' Door lineaire extrapolatie op logari tmisch-

probabiliteitspapier werd de TL"-waarde geschat op 130 ppb.
Men kan dus bijgevolg stellen dat lissapol NX ongeveer 10

maal minder toxisch 1s dan ethomeen S25.



Tabel 29 procentuele mortaliteit in de opeenvolgende embryonale

van R.harrisii.

(4 zoea-larven, 1 megalopa)
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- Van diquat werden slechts de koncentraties 1 en 10 ppb uit-
getest. De totale mortaliteit bedroeg respektievelijk 53.2%
en 83.0%. De geéxtrapoleerde TL"-waarde bedraagt 0.82 ppb.
De toxiciteit van digquat kan men 1in ieder geval goed verge-
lijken met deze van paraquat =zonder uitvloeilers.

- 2,4-D 1in de koncentraties 100, 10 en 1 ppb veroorzaakt een
totale mortaliteit van respektievelijk 36.2%, 40.4% en 23.4%.
De TLj-Q-waarde 1is groter dan 100 ppb en kan met dit cijferma-
teriaal niet geéxtrapoleerd worden. Dit herbicide 1is waar-
schijnlijk minstens 100 maal minder toxisch dan de 2 dipyri-

dyliums.

De resultaten van de experimentele opstellingen wer-
den steeds vergeleken met een simultane blanko-opstelling. In

deze blanko-opstellingen (3 replikaties wvan 50 parallellen),

trad gemiddeld een totale mortaliteit op van 39.6%. Ais per-
cent voor de verschillende 1larvale ontwikkelingsstadia (4 =zoeae
en 1 megalopa), Dbetekent dit 64.3% in zoea I, 28.9% 1in =zoea 1II,

1.9

oo

in zoea III, 3.9% in =zoea IV en 0.9% in het megalopa sta-

dium (Tabel 29).

Het Iste zoea-stadium 1is duidelijk het meest gevoe-
lige stadium, gevolgd door het Ilde stadium. De sterfte 1in
het 1IVde zoea-s tadium was signifikant hoger dan in het 1lilde
stadium en. trad voornamelijk op Jjuist voor of tijdens de ver-

velling naar megalopa. De megalopa's zelf zijn zeer resistent.

De procentuéle verdeling van de mortaliteit wvoor de
verschillende stadia verschilt 1in de experimentele opstellin-
gen nagenoeg niet wvan het normale patroon in de blanko. In de
hoogste koncentraties toxikans vond men 1in vergelijking met de
lagere koncentraties doorgaans de hoogste mortaliteit in sta-
dium I en II. De hogere gevoeligheid van deze stadia is hier-
van de reden, zodanig dat alle larven reeds afgestorven waren
vooraleer het 1lilde stadium werd bereikt. Zoea III en megalo-
pa waren steeds zoals in de blanko-opstelling het minst gevoe-
lig, Dbehalve voor ethomeen S25. Deze uitvloeier met een TL""-
waarde van "130"ppb, had een zeer duidelijk dodelijk effekt
op de anders =zeer resistente mega lopa-larvenltot in een kon-

centratie wvan 0.1 ppb.
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PMU

PZU

Diquat
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pol NX

Ethomeen
S 25

Tabel 30

100000 1000C 1000

H-C 0.0 0.0
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0.0 0.0

0.0 0.
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LOO 100
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ppb 1000 100 50 10 5 1 0.5 0.1

PMU H-C 3.09*%« 0.67
2.4 8*%* 0.63
M-C 0.61 0.04
PZU H-C 5.76%« 1.06
4.62**0.99* 0.92 -0.02
M-C 1.14%* 0.14
DiquatH-C 1. 84~ 0.51
H-M * 1.20 0.44
M-C 0. 64 0.08
2,4-D H-C 0.15 0.05 0.81
H-M 0.96 0. 34 0.81
M-C -0. 79*%* -0.29 0.0
Lissa-H-CD. 49 -0.15 0.0
P°1NX H-M3.32 -0.21 -0. 32
M-C 3. 17 0.06 0. 32
* *
Stho- 1.50 1.01 0.62 0.24
Tieen H-M 0. 60* 0.87%* 0. 30 0.12
g 25 M-C 0.90%* 0.14 0.31 0. 12

Tabel 31: Aantal dagen vertraging van de larvale ontwikkeling
van R.harrisii t.o.v. de blanko.



Figuur 41

100ppb H "M

10ppb

IPPb

J0Oppb A

10ppb

-lppb

: Effekt van PMU, PZU, lissapol NX, ethomeen S25

diquat en 2,4-D op de duur van de larvale
ontwikkeling wvan Rhithropanopeus harrisii.



IT. Sukses wvan de

larvale ontwikkeling en verandering van de

duur van_ deze processen onder invloed van toxikanten

Tabel 30 geeft het procent larven weer dat =zich ont-

wikkelt, wvan "hatch"tot het megalopa-stadium, van'hatch"tot het

lste krab-stadium,

en van megalopa tot 1lste krab-stadium. Deze

procenten zijn berekend t.o.v. de blankowaarden.

In Tabel 31 en Figuur 41 wordt het aantal dagen ver-
traging van deze processen t.o.v. de respektievelijke Dblanko
weergegeven. Signifikante verschillen met de blanko zijn aan-

geduid met asteriksen.

Het niet volledig doorlopen van de totale larvale

ontwikkeling 1is Dbij

de experimenten met deze herbiciden en de-

tergenten steeds te wijten aan vroegtijdig afsterven van de

[

larven. Het % sukses van de ontwikkeling wvan hatch tot het

megalopa-stadium resumeert bijgevolg de mortaliteit gedurende

de 4 zoea-stadia.
lopa tot 1ste krab

megalopa-stadium.

Het % sukses van de ontwikkeling van mega-
is funktie van de mortaliteit gedurende het

Voor geen enkel van de uitgeteste produk-

ten, 1in de door ons gebruikte koncentraties wordt de vervel-

ling naar het volgende larvale stadium geblokkeerd. Wel komt

er in sommige gevallen een signifikante vertraging van de pro-

cessen voor (Figuur 41).

In de gegeven proefomstandigheden (20°/00, 23.5°C)

was 1in de blanko-opstell ingen de totale ontwikkelingsduur wvan

"hatch"tot 1lste krab gemiddeld 19.37 dagen (3 herhalingen van

50 parallellen), waarbij de ontwikkeling van"hatch"tot mega-

lopa gemiddeld 13.34 dagen duurde en van megalopa naar 1lste

krab 6.03 dagen.

Met PMU vindt men bij 10 ppb (3 herhalingen), een

signifikante (p<0.01) wvertraging van de totale larvale ont-

wikkeling wvan 3.09

de =zoea-stadia wvan

dagen, en meer specifiek een verlenging van

2.48 dagen. Er 1is geen signifikante ver-

traging van de ontwikkeling wvan megalopa naar lste krab. Bij

1l ppb trad nergens

Voor PzZU
ledig ; de 1larvale

megalopa-stadium.

een signifikante vertraging op.

zijn de gegevens voor 5 en 0.5 ppb onvol-
ontwikkeling werd slechts gevolgd tot het

Bij 5 ppb werd de ontwikkeling tot megalo-



pa signifikant vertraagd (p<0.05) ; bij 0.5 ppb niet. Bij 10
ppb (2 herhalingen) werd de' volledige ontwikkeling signifikant
vertraagd met 5.76 dagen, de ontwikkeling tot megalopa met
4.62 dagen en de ontwikkeling van megalopa tot 1lste krab met

1.14 dagen. Bij 1 ppb trad geen signifikante vertraging op.

Opnieuw moet men vaststellen dat PZU een groter ef-
fekt heeft dan PMU, ditmaal met ais kriterium het sukses en

de duur van de larvale ontwikkeling van R " harrisii-larven.

Met de uitvloeier 1lissapol NX werd 1in geen enkele
koncentratie een signifikante verandering in de ontwikkelings-
duur waargenomen. Met 100 ppb ethomeen S25 werd de totale
ontwikkeling signifikant (p<0.05) wvertraagd met 1.50 dagen ;
van hatch tot megalopa met 0.62 dagen en van megalopa tot 1lste
krab met 0.92 dagen. Met 10 ppb ethomeen S25 werd de totale
ontwikkeling signifikant vertraagd met 1.01 dagen vanwege de
vertraging van de ontwikkeling van de zoea-larven met 0.87
dagen. Ethomeen S25 1s het enige uitgeteste produkt waarbij
in bepaalde koncentraties de ontwikkeling wvan de megalopa tot
lste krab méér wordt vertraagd dan de ontwikkeling van de 4
zoea-stadia. Rekening houdend met de gegevens over de morta-
liteit in het megalopa-stadium, wordt het duidelijk dat de me-
galopa van Rj harrisii speciaal gevoelig 1is voor dit deter-

gent.

Diquat 1is wat betreft de invloed op het sukses van
de larvale ontwikkeling van R " harrisii =zeer homoloog met PZU.
De duur van de ontwikkeling wordt in tegenstelling met PZU
minder beinvloed. Alleen bij 10 ppb wordt de totale ontwik-

keling signifikant (p<0.05) vertraagd met 1.84 dagen.

2,4-D beinvloedt het sukses en de duur van de lar-
vale ontwikkeling slechts op geringe wijze. Een zeer belang-
rijke waarneming 1is evenwel de signifikante (p<0.05) "versnel-
ling" wvan de ontwikkeling van megalopa tot 1ste krab bij 100
ppb. Bij 10 ppb 1s eveneens een versnelling waar te nemen,

maar deze 1s niet signifikant.



5.4.3.6. Besptekirig vande £cs.uitaten

Uit onze proeven kan men volgende vaststellingen

af leiden

1) De dipyridyliumderivaten zijn het meest toxisch voor R.
harrisii : de TL”"-waarde voor digquat, paraguat met en zonder
uitvloeiers 1is respektievelijk :0.82,4.6 en 0.86 ppb.

De laagste -waarde voor paraquat uit de litera-
tuur werd gerapporteerd door WILSON & BOND (1969) voor de
adulte amphipode Hyalella azeteca na 96 uur : 48 ppb. BURNET
(1972) konkludeert wuit =zijn veldonderzoek dat vooral amphipo-

den zeer gevoelig zijn voor dit type herbicide.

De TL,.Q-waarde voor 2,4-D 1is >100 ppb. R* harrisii-
larven blijken evenwel veel gevoeliger voor 2,4-D dan andere
crustaceeén (SANDERS, 1970 ; HANSEN et al., 1973) . Dit herbi-
cide, in feite een groeihormoon voor planten (zie 4.2,2,),
heeft 1in vergelijking met de dipyridylium herbiciden slechts
een kleine 1invloed op de sterfte van de krablarven (in het

IVde zoea-stadium en in het megalopa-stadium is de mortali-

teit gelijk aan nul). RAWLS (1965) wvond voor Jjuveniele "blue
crabs" (Callinectes sapidus) slechts een reaktie vanaf 5 ppm
2,4-D. Het subletale effekt op de ontwikkelingsduur van R.
harrisii 1is echter interessant (zie verder).

Van de uitgeteste produkten blijken de R, harrisii-
larven het minst gevoelig te zijn voor de detergenten.
De TL¢. Q-waarden voor ethomeen S25 en lissapol NX zijn respek-

tievelijk : >100 ppb en 1240 ppb (= 1.24 ppm).

2) Voor alle uitgeteste produkten zijn de eerste larvale sta-

dia van R” harrisii het gevoeligst. Gerangschikt volgens af-
nemende gevoeligheid : I>II>IV>III>M. Ethomeen S25 en 1lissa-
pol NX maken hierop een uitzondering : I>II>M>IV>IITI.

Bij de regenboogforel Salmo gairdneri vond MARCHET-
TI (1965) een verband tussen de ontwikkelingsstadia met hoog-
ste waterpermeabiliteit en de grootste gevoeligheid voor 1lis-
sapol NX. SWEDMARK et al. (1971) toonden aan dat crustaceeén
gevoeliger =zijn voor detergenten tijdens het vervellen dan in

andere stadia.
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Wij besehikken over geen gegevens 1in verband met de
waterpermeabiliteit van de krablarven. In elk geval =zijn de
beide reeksen rangorden van larvale stadia volgens afnemende
gevoeligheid voor de uitgeteste produkten niet 1in overeenstem-
ming met de experimenten van BOOKHOUT et al. (1972) waarin de
hoogste sterfte optreedt tijdens het megalopa-stadium. De
werkingswijze van het pesticide speelt hierbij een grote rol.
Er wordt aangenomen dat het vetoplosbare Mirex waarmee VvVoOoOIr-
noemde auteurs werkten 1in het vet van de R " harrisii-larven
werd gestockeerd gedurende de =zoea-stadia en pas 1in het mega-

lopa-stadium in het bloed worden vrijgegeven.

3) Geen van de uitgeteste produkten 1legt de larvale ontwikke-
ling wvan harrisii stil ; wel treedt er voor sommige produk-
ten een signifikante verandering in de duur van de verschil-
lende ontwikkelingsstadia op.

Paraquat met en zonder uitvloeiers en digquat hebben
een analoge werking ; zowel de =zoea-stadia ais het megalopa-
stadium worden vanaf 10 ppb van deze herbiciden sterk geremd.
Paraquat 1is toxischer voor harrisii dan diquat in tegen-
stelling met de resultaten voor Daphnia en Artemia. Ook wat
betreft hun fytotoxische potentie 1is digquat een giftiger pro-
dukt dan paraquat. Toevoeging van uitvloeiers aan paragquat

vermindert het effekt van het herbicide.

Verwacht wordt dat ook de detergenten =zelf de lar-
valeontwikkeling vertragen (BELLAN et al., 1972). De uit-
vlioeier 1lissapol NX heeft tot 1000 ppb geen signifikante in-
vlioed op de larvale ontwikkelingsduur. Zowel het 1letaal ais

het subletaal effekt wvan dit detergent 1is slechts gering in

vergelijking met de andere produkten.

Ethomeen S25 remt de larvale ontwikkeling van deze
decapoden-larven : 10 ppb vertraagt de ontwikkeling van de
zoea—-larven op signifikante wijze ; 100 ppb vertraagt daarbij

ook de ontwikkeling van de megalopa-larve, en zelfs meer dan
dat de 4 zoea-stadia samen worden verlengd. De megalopa-lar-
ven zijn dus biezonder gevoelig voor dit detergent zowel wat
betreft de mortaliteit ais wat betreft het vertragend effekt

op de ontwikkeling.



2.4-D verlengt de ontwikkelingsduur van de =zoea-
larven reeds vanaf de laagste uitgeteste koncentratie (1 ppb).
De ontwikkeling van de megalopa-larve wordt daarentegen ver-
sneld door 10 en 100 ppb wvan dit produkt. Bij 100 ppb gebeurt
dit op statistisch signifikante wijze.

2.4-D, een groeiregulator voor plantaardig materiaal

veroorzaakt een verhoogde syntese van ribosomale RNA en eiwit-

ten, wat gepaard gaat met een massale celproliferatie (ASHTON
& CRAFTS, 1973) (zie 4.2.2.). Waarschijnlijk is dit mechanis-
me ook toepasselijk op dierlijke organismen. COPE et al.

(1970) wvonden bij stijgende koncentraties 2,4-D een zeer sig-
nifikante vertraging in het kuitschieten wvan de "Bluegill"-
vis (Lepomi s macrochirus) . De omvang van het broed was dezelf
de ais voor de blanko maar in de range 0.1-10 ppm was de groei
der larven sneller en recht evenredig met de toegevoegde dosis
2,4-D (0.1-10 ppm).

SOMERS et al. (1974) wvinden analoge resultaten met
jonge kuikens uit eieren die uitwendig met 2,4-D werden behan-
deld. Het effekt 1s daarbij sex-gebonden : de vrouwelijke
kuikens groeien normaal, de mannelijke kuikens wegen na 4 weken
signifikant meer dan de kontroles. Anderzijds blijken de be-
vruchte eieren en de vroege embryonale stadia van vissen (HIL-
TIBRAN, 1967) en mollusken (DAVIS, 1961) minder gevoelig te
zijn voor 2,4-D dan de larven.

Daarom 1is de tegengestelde invloed van 2,4-D op de
ontwikkeling van de =zoea-larven en de megalopa-larve dus min-
der tegenstrijdig dan op het eerste =zicht kan blijken.

De groeiregulerende werking wvan 2,4-D 1s bovendien

nauw verbonden met de dosis toegevoegd hormoon.

4) Er bestaat ten slotte een interessante 1interaktie tussen
de detergenten en het herbicide paraquat.

In het geval van de kombinatie van 20% paragquat met
10% uitvloeiers ethomeen S25 pius lissapol NX wordt de morta-
liteit wvan de larven van Rj harrisii sterk verminderd (TL™"
voor PZU en PMU respektievelijk 0.86 en 4.6 ppb) en vermin-
dert de vertragende aktie wvan paraquat op de ontwikkeling wvan
de decapoden-larven (de totale ontwikkeling wordt vertraagd

met PZU en PMU respektievelijk met 5.76 en 3.09 dagen).
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De interaktie tussen produkten in kombinatie wordt
dikwijls op een indirekte manier veroorzaakt, wvnl. ais ¢ebn
van de komponenten de reaktie van de organismen beinvloedt,
zodanig dat =ze langer of effektiever (of omgekeerd) in kon-
takt komen met de mogelijks meer toxische komponent (MUIRHEAD-
THOMSON, 1971) .

GIBALDI & FELDMAN (1970) citeren 1in dit verband ver-
schillende onderzoekingen die aantonen dat detergenten de mem-
braanpermeabiliteit voor een reeks produkten verhogen, zoals
barbituraten, salicylzuur, ethanol, thiourea, insuline en an-
tibiotica .

Deze werking van detergenten werd achteraf ook be-

vestigd door BRAATEN et al. (1972) en door ABEL (1974).

In het geval van toxiciteitstesten met R” harrisii
stellen we echter wvast dat er een antagonistische werking tus-
sen de uitvloeiers en het herbicide optreedt. Blijkbaar =zijn
de krablarven, naargelang het stadium, verschillend beschermd
tegen de verandering in membraanpermeabiliteit veroorzaakt

door de wuitvloeiers.

Het toevoegen van 10% uitvloeiers verhoogt de door-
laatbaarheid voor paragquat van het ecto- en endodermale opper-
vliak wvan het organisme niet. Integendeel, de uitvloeiers in-
hiberen de paraquat-absorptie. Dit kunnen we verklaren door-
dat de detergenten in een kompetitieve positie komen te staan
t.o.v. het paraquat, voor wat betreft de opname door de krab-
larven, en wel voor volgende redenen

1) de detergenten vertonen ais algemeen kenmerk een kon-
centratie aan oppervlakken.

2) één van de twee detergenten, nl. ethomeen S25 heeft
dezelfde lading ais de paraquat-ionen.

Bovendien zijn Rj harrisii-larven veel minder ge-
voelig voor detergenten dan voor herbiciden, =zowel wat betreft
de mortaliteit ais het subletaal effekt op de ontwikkelings-

duur .

Op gebied wvan toxiciteit wvan mengsels van produkten
moet echter nog heel wat specifiek onderzoek worden uitgevoerd
vooraleer we een duidelijk overzicht =zullen hebben wvan alle

mogelijke interakties (zie Hoofdstuk 6).



Fig. 1. Spawning chambers. Upper figure, top view; lower figure, side view. 1, breeding trap; 2,
sieve in stainless steel; 3, resting points; 4, breeding chamber; 5, opaque wall: 6, water bath; 7,
pump; 8, thermostat; 9, heating element; 10, screen.

Figuur 42 : "Breeding trap" voor vissen (naar MERTENS, 1973) .



5.5. Toxiciteitsonderzoek op vissen
5.5.1. Gegevens over de gebruikte soorten en kweekomstandig-
heden

5.5.1.1. Brachydanio rerio

Brachydanio rerio 1s een ovipare akwariumvis, af-
komstig uit tropische =zoetwaters in Zuid-Oost-Azié&.
In het laboratorium werd voor de vissen,bestemd als

testorganismen voor de bioassays,een stock onderhouden 1in

leidingswater bij 26°C. De vissen bestemd voor kweek en re-
produktie werden bij kamertemperatuur (18-20°C) gehouden. De
fotoperiode was 12 u duister en 12 u 1licht. De vissen werden

gevoed met een kommercieel vismeel Tetramin\ regelmatig afge-

wisseld met levend voedsel =zoals ciliaten en mikrocrustaceeén.

De betrokken soort kan het hele Jjaar door gemakke-
lijk 1in het laboratorium worden gekweekt. De paring en het
kuitschieten worden geinduceerd door een verhoogde tempera-
tuur, 26°C t.o.v. kamer temperatuur en helder water (MERTENS,
1973) . Daarom werden de koppeltjes vissen uit de stock bij
kamertemperatuur geisoleerd in een "breeding-trap" met arti-
ficieel =zacht water volgens de formule van CAIRNS (1969) bij
26°C (MERTENS, op.cit.) (zie Figuur 42). Een adult wijfje

kan op die manier om de twee weken 50-600 eieren produceren

(ABEDI & McKINLEY, 1968) . De afgelegde eitjes worden uitwen-
dig bevrucht. Levende eieren zijn doorschijnend zodat de ont-
wikkeling gemakkelijk kan gevolgd worden. Ongeveer 30 uur na

het afleggen begint het hart te slaan en begint het embryo
zich te bewegen (SKIDMORE, 1966) . Na 3 dagen beginnen de
larven uit te sluipen (HISAOKA & BATTLE, 1958) .

De adulte vissen werden onmiddellijk nadat de eieren
werden afgelegd, wuit de "breeding-trap" verwijderd. De be-
vruchte eitjes werden pas 24 u na het afleggen in een petri-
schaal met zacht water van CAIRNS geilisoleerd. Eens ontloken
werden de larven overgebracht 1in vers medium en gevoed met
kuituren van Paramecium en oudere stadia met Artemia-nauplii.
Onder de gegeven omstandigheden waren de visjes na een 20-tal

weken volwassen.

I. Tetra Werke, Melle, Duitsland, ref,N° 14150.



5.5.1.2. Poecilia reticulata PETERS

Dit visje, beter gekend onder de naani guppy of mil-
joenenvisje, behoort tot de levendbarende tandkarpers. Zijn
oorspronkelijk verspreidingsgebied 1is het Noord-Westelijk deel
van Zuid-Amerika. Momenteel treft men de guppy =zowat overal
aan, zowel 1in =zoetwater ais 1in brakwater en zelfs 1in zeewater.
In Europa 1s zijn verspreiding beperkt tot Centraal-Engeland

(BLANC et al., 1971).

In het laboratorium werden de proefdieren 1in stock

gehouden in leidingswater bij 26°C. De voeding en belichting
waren dezelfde ais voor B" rerio. Mannetjes en wijfjes verto-
nen een duidelijk geslachtsdimorfisme. Na de bevruchting ont-

wikkelen de eitjes zich 1in de geslachtsklier wvan het wijfje.
De wijfjes werden 25 dagen na de bevruchting afgezonderd in
een "breeding-trap" bij 26°C in zacht water volgens CAIRNS.
Na 5 a 10 dagen werden 30 a 60 juvenielen afgelegd. Deze vis-

jes groeiden snel en waren na 3 maand volwassen.

5.5.2. Bioassayytechniek
5.5.2. 1. P'ro”everi yp ad.ulte vissen (B. rerio en P” reticulata)

De testorganismen werden 24 uur vdédr de aanvang van
de proef aan volgende testkondities geakklimatiseerd
- temperatuur 26°C
- matige belichting met fotoperiode wvan 12 uur 1licht en
12 uur duister

- zacht water wvan CAIRNS.

De bioassays werden uitgevoerd 1in glazen akwaria met

een nuttige inhoud wvan 2 liter. De testkoncentraties werden
gekozen ais beschreven in 5.4.1.3. Voor elke koncentratie

van het toxikans werden 10 vissen gebruikt. In de proeven die
96 uur duurden werden de vissen niet gevoederd. Dode vissen

werden zo vlug mogelijk verwijderd en de mortaliteit genoteerd.

Elke dag werd de pH en het zuurstofgehalte gekontro-
leerd. De opgeloste zuurstof 1in de testvloeistof mag immers
niet beneden de 4 ppm dalen (SCHRECK & BROUHA, 1975) . In onze
proeven werden TL"-waarden na 24, 48, 72 en 96 uur berekend

zoals 1n voorgaande toxiciteitstesten.
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5.5.2.2. Ptfeven £P eiefen van B” rerio

Van Brachydanio rerio kunnen alleen embryos in het
laat bléstula- of vroeg gastrula-stadium worden gebruikt wvoor
de bioassays, omwille van de hoge mortaliteit 1in de Jjongere
stadia (HISAOKA & BATTLE, op.cit.). Daarom lieten wij de eie-

ren 24 uur 1inkuberen alvorens ze per 10 in steriele petri-

schaaltjes (4 cm diameter) over te brengen, gevuld met 10 ml
tes toplossing. De eieren werden eerst 1in de korresponderende
tes tverdunning gespoeld. De schaaltjes werden ge'inkubeerd bij

een konstante temperatuur van 26°C en een matige belichting

met fotoperiode wvan 12 uur 1licht en 12 uur donker.

Bij het opstellen van de proef werden meestal slechts
eieren van één enkel wijfje gebruikt. Indien de verschillende
"batchen"toch dienden gemengd te worden, werden de eieren wil-
lekeurig (GADDUM, 1953) over de verschillende proefopstellin-
gen verdeeld. De schaaltjes werden in de eerste 4 uur van de
proef om het uur gekontroleerd en de dode eieren werden ver-
wijderd. Daarna werd de mortaliteit met intervals wvan 24 uur
gekontroleerd. Na een testduur van 72 uur waren ophieuw meer-
dere kontroles nodig omdat de larven dan begonnen uit te komen.
Het kriterium voor dood, was het ontbreken van lichaamsbewe-
gingen van het embryo, het stoppen van de hartslag en de
bloedcirkulatie (ROALES & PERLMUTTER, 1974) . TL"-waarden

werden berekend na 24, 48 en 72 uur.

5.5.2.3. Proeven £.P Pf.rZ.eU Xaf. Jlr rer W

Na een rustperiode van 24 uur werden de Brachydanio-
eieren overgebracht in eengrote petriplaat (diameter 14 cm)
met zacht water wvan CAIRNS. Deze plaat werd geinkubeerd bij
een konstante temperatuur van 26°C en een matige verlichting
met een fotoperiode van 12uur 1licht en 12 uur donker.

Het juiste tijdstip waaropde larven ontslopen werd genoteerd.

Deze pas uitgekomen larven werden per 10 verdeeld
over steriele petrischaalljes met 10 ml tes toplossing. Zoals
voor de eieren 'werden de larven eerst gespoeld in de korres-

ponderende testverdunning.



Tijdens de eerste 6 uur werden de schaaltjes om het
uur gekontroleerd en werden' de dode larven verwijderd. ©Nadien
werden ze slechts om de 24 uur gekontroleerd. Het kriterium
voor mortaliteit was het stoppen van de hartslag en de bloed-

cirkulatie.

De toxiciteitsporeven met Brachydanio-larven werden
uitgebreid met een tweede reeks bioassays waarbij ook de eie-
ren reeds 1in de testoplossing ge'inkubeerd werden i.p.v. 1in ar
tificieel zoetwater. Voor beide reeksen werden TL"-waarden

berekend na 24, 48, 72 en 96 uur.

5.5.3. Resultaten van de bioassays op adulte vissen

26—48—72— )
Pe FTL5 ” voor beide soorten worden weerge-

geven 1in Tabel 32.

Brachydanio rerio

TL"Q in ppm

24 48 72 96
PMU 7.5 7.5 7,5 7.5
PZU 48.5 48 .5 48.5 48.5
lissapol NX 5 5 5 5
ethomeen S25 2.9 2.4 2.3 2.3
diquat 56 45 35 .5 23 .5
2,4-D 180 160 160 160
Poecilia reticulata
PMU 18 16.5 15 15
PZU 50 39 28.5 22
lissapol NX 13.5 13.5 13.5 12.5
ethomeen S25 2.4 2.4 2.4 2.4
digqua t 48 28.5 22.5 18
2,4-D 630 580 540 520
Tabel 32 : 24_48_72_96—waarden bij adulte rerio en

P. reticulata.
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In al deze experimenten daalde het gehalte aan opgeloste =zuur-
stof niet beneden de 4 ppm én schommelde de pH in de blanko en
testop lossingen tussen 7.5 en 8.5 gedurende het gehele verloop

van de proef.

5.5.4. Besfreking van_de resultaten

Het 1is opvallend dat de resultaten bekomen met de
twee vissoorten kwasi analoog =zijn voor PZU, ethomeen S25 en
diquat. Voor lissapol NX en PMU is dit minder het geval en
voor 2,4-D zijn de resultaten voor beide vissoorten nogal af-
wijkend. In elk geval blijft de rangorde 1in toxiciteit de-

zelfde.

Voor Brachydanio rerio 1is deze rangorde 1in toxici-
teit van hoog naar laag na 24 uur
ethomeen S25 > lissapol NX > PMU > PZU > diquat > 2,4-D
en vanaf 48 uur tot 96 uur
ethomeen S25 > lissapol NX > PMU > diquat > PZU > 2,4-D
Voor Poecilia reticulata 1is de rangorde gedurende de gehele
proef

ethomeen S25 > lissapol NX > PLU > diguat > PZU >> 2,4-D

Voor de uitgeteste produkten blijven de TL”"-waarden
na 24, 48, 72 en 96 uur gelijk, met ais uitzondering digquat
waar het toxisch effekt van diquat op Brachydanio rerio even-
redig blijft stijgen 1in funktie wvan de tijd. Met Poecilia re-

ticulata verandert de gevoeligheid voor digquat wvnl. na 24 uur.

Diquat 1s 1i1ets toxischer dan paraquat, zowel op Poe-
cilia reticulata ais op Brachydanio rerio. Dit stemt overeen
met de gegevens van CARTER (1955), GILDERHUS (1967) en ALABAS-
TER (1969) (zie Tabel 33)

SCHLUTER (1969) vindt echter dat paragquat toxischer
is dan diquat voor baars, spiegelkarper en voorn. Uit Tabel

33 blijkt dat dit ook het geval 1is voor "harlequin sunfish"

(Rasbora heteromorpha) ALABASTER, 1961 ; ALABASTER, 1969) en
"bluegill" (Lepomi s macrochirus) (CARTER & WILLIAMS, 1968 ;
SURBER & PICKERING, 1962 ; HUGHES & DAVIS, 1962 en GILDERHUS,

1967) .



Tabel 33 : Vergelijking met literatuurgegevens van de TL,, “-waarden van diquat en paraquat op vissen.

Diquat-ion
£150 (PPI)

Species Opm. Referentie
uur 24 48 72 96

Salmo gairdneri 90 16 CARTER, 1965
regenboogforel
Salmo gairdneri 5,7 GILDERHUS, 1967
regenboogforel
Salmo gairdneri 115 89 h.w, ALABASTER, 1969
regenboogforel 46 36 Z W.
Oncorhynchys tshawytscha 15 14.5 BOND et al., 1960 (A8)
zalm
Esox lucius GILDERHUS, 1967
snoek
Carassius auratus 18 GILDERHUS, 1967
goudvis
Lepomis macrochirus 209 209 h.w. SURBER & PICKERING, 1962
Bleugill 46 37 Z ,W.
Lepomis macrochirus 18 GILDERHUS, 1967
Bluegill
Lepomis macrochirus 267 76 HUGHES & DAVIS, 1962
Bluegill
Rasbora heteromorpha 97 37 Z .W. ALABASTER, 1969
Harlequin fish
Stizostedion vitreum vitreum 1.1 GILDERHUS, 1967
Walleyes
Poecilia reticulata 48 28.5 22.5 18 Z W, CLAUS, 1976
Guppy
Brachydanio rerio 56 45 35.5 23.5 Z Wy CLAUS, 1976
Zebravis

(h.w. = hard water ; z.w, = zacht water).



Tabel 33 : Vervolg.

Species

Salmo gairdneri
regenboogforel

Salmo trutta
bruine forel
(juvenielen)

Cyprinus carpio
karper

Lepomis macrochirus
Bluegill

Rasbora heteromorpha
Harlequin sunfish

Rasbora heteromorpha
Harlequin sunfish

Pimephales promelas
Fathead minnows

Notropia atheroides
Lake Imerald Shiner

Poecilia reticulata
Guppy

Brachydanio rerio
Zebravis

uur 24

110

57
57
22
16

80

72

17
46
33

23.3

4.25

69

50

48.5

TL50 (ppm)

48 72

62

30
30
17.5
13
5.4
4

21 4
Jjg' j)+5% wetter

20
32

12
33
23

23.3
4.1
33

39 28.5

48.5 48.5

Paraquat-ion

96
32

13
13
12
10

23

22

48.

Opm. Referentie

CARTER, 1965 (in CARTER & WILLIAMS, 1968)

h.w. CARTER & WILLIAMS, 1968

Z .W.

h.w.,.

) +5% wetter

Z .W.

~"'w')+10%wetter

Z.W.
NIHON, Japan, 1966 (in CARTER & WILLIAMS, 1968)
NAGOYA, Japan, 1966 (in CARTER & WILLIAMS, 1968)
HUGHES, 1966 (in CARTER & WILLIAMS, 1968)
ALABASTER, 1961 (in CARTER & WILLIAMS, 1968)

h.w. ALABASTER, 1969

Z.W.

PZU SCHENK, 1966b (in CARTER & WILLIAMS, 1968)

PMU
SCHENK, 1966a (in CARTER & WILLIAMS, 1968)

Z.W. CLAUS, 1976

Z-W. CLAUS, 1976
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In de reeks van testvissen vermeld 1in Tabel 33 zijn
P. reticulata en B " rerio ongeveer de minst gevoelige soorten

voor paraquat en ongeveer de meest gevoelige voor diquat.

De twee uitvloeiers die 1in de kommerciéle formule-
ring gramoxone aan paraquat worden toegevoegd =zijn =zeer toxisch
voor vissen. De kombinatie met paraquat verhoogt de toxiciteit
van dit produkt aanzienlijk. Het synergistisch effekt van de-
tergenten met paraquat 1s veel belangrijker voor Brachydanio
rerio dan voor Poecilia reticulata. Naast een mogelijke ster-
kere beinvloeding van de paraquat-absorptie bij Brachydanio
rerio dan bij Poecilia reticulata (cfr. 6.4.) kan dit wverschil
eveneens te wijten =zijn aan de hogere eigen toxiciteit wvan 1lis-

sapol NX voor Brachydanio rerio dan voor Poecilia reticulata.

Ook voor de bruine forel (SaImo trutta) vinden CAR-
TER & WILLIAMS (1968), een sterke verhoging van de toxiciteit
door toevoeging van detergenten. Tabel 34 geeft de resultaten

weer voor 4 gramoxone-formuler ingen en voor de 2 uitvloeiers

af zonder 1ijk.

Bruine forel (Salmo trutta) adult

|—l
b o (ppm paraquat--ion)
6 u 24 u 48 u 96 u
PZU - 57 30 13
PMU 10% uitvloeiers 9.2 4.7 4.0 2,5
ethomeen S25 + lissapol NX
PMU 5% uitvloeiers 26 16 13 10
ethomeen S25 + lissapol NX
PMU + 5% experimentele uitvloeier 42.5 22 15 8
Ethomeen S25 2.5 1.6 1.3 1
Experimentele uitvloeier 22 10.2 6.5 3.3
Tabel 34 : TL"o . -waarden van 4 gramoxoneformuleringen en
twee uitvloeiers bij Salmo trutta (naar CARTER &

WILLIAMS, 1968) .

Deze resultaten =zijn vrij analoog met deze die wij
bekwamen met Brachydanio rerio. Onthouden wij hieruit vooral
dat het effekt van een mengsel van produkten wel afhankelijk
is van het effekt wvan elk van de komponenten, doch er niet

eenduidig uit af te leiden 1is. Bovendien illustreren de re-
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sultaten met paragquat met respelctievelijk 10% en 5% van dezelf-
de uitvloeiers dat het effekt van het mengsel niet recht even-
redig stijgt met de koncentratie van de komponenten. In Hoofd-
stuk 6 worden de interakties tussen paraquat en de toegevoegde

detergenten uitvoerig bestudeerd.

Het herbicide 2,4-D is vrij onschadelijk voor de
twee gebruikte testsoorten. Zoals bij paraquat 1is er bij
2,4-D echter een groot verschil wat betreft de toxiciteit op
vis naargelang de formulering van het herbicide (in 4.2.1.

werden de verschillende formuleringen opgesomd) .

De minst toxische formuleringen van 2,4-D =zijn de
aminezouten (zoals het produkt dat wij gebruikten) en de Na-
zouten (HUGHES & DAVIS, 1963) . Deze produkten worden 1in water
zeer snel tot het vrije =zuur gehydroliseerd en hun toxiciteit
kan vergeleken worden met deze van het vrije zuur, dat wvan al-

le formuleringen het meest onschadelijk is.

In Tabel 35 werden de TL"-waarden voor enkele ande-

re vissoorten verzameld

2,4-D vrij =zuur

£150 (ppm) Auteur

uur 24 48 72 96

Fathead minnow 500 geen MOUNT & STEPHAN
(Pimephales promelas) effekt
Coho zalm 39 MEEHAN et al. (1974)

(Oncorhynchus kisutch)

2,4-D Na-zout
Bluegill 64 WALKER (1964)
(Lepomis macrochirus)

Snoek 29 10 PRAVDA (1973)
(Esox lucius)

Karper 120 63 PRAVDA (1973)
(Cyprinus carpio)

Elrits 120 76 PRAVDA (1973)
(Phoxinus phoxinus)

Baars 10 10 PRAVDA (1973)
(Perca fluviatilis)
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2,4-D alkanolamine zout

TL5(] (ppm)

————————————————————— Auteur
uur 24 48 72 96 ~
Fathead minnow 900 COPE et al., 1970
(Pimephales promelas)
2,4-D triethanolamine zout
Regenboogforel 210 ALABASTER, 1969
(Salmo gairdneri)
2,4-D dimethylamine zout
Bluegill 188 HUGHES & DAVIS, 1964
(Lepomis macrochirus)
Tabel 35 : TL"o -waarden van vijf 2,4-D-formuleringen Dbij
verschillende vissoorten.

De resultaten zijn nogal wuiteenliggend. Algemeen
gesproken kan men wel stellen dat Pimephales promelas ("Fat-
head minnow") zeer weinig gevoelig 1is voor 2,4-D en anderzijds
Esox lucius (snoek) en wvnl. Perca fluviatilis (baars) Dbiezon-
der gevoelig =zijn voor 2,4-D. De resultaten voor Brachydanio

rerio en Poecilia reticulata liggen tussen beide extremen in.

Vissen van zelfde afmetingen reageren meestal op een-

zelfde manier op bepaalde koncentraties wvan één bepaalde for-
mulering wvan 2,4-D (MEEHAN et al., 1974) .

De relatie tussen de grootte van de vis en het
toxisch effekt van een bepaald produkt werd beklemtoond door
de experimenten van POST & SCHROEDER (1971) die vonden dat
verschillende pesticiden toxischer zijn voor vissen met een

klein 1lichaamsgewicht dan met een groot.

Dit gaat niet op voor 2,4-D met de twee gebruikte

testsoorten. Brachydanio rerio weegt gemiddeld 0.2574 g en

Poecilia reticulata 0.0399 g (zie 7.4.3.). B" rerio weegt dus

6.45 maal meer dan P” reticulata, maar 1is ongeveer 3.5 maal

gevoeliger dan deze laatste soort.
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Uit deze bespreking kunnen we volgende punten samen-
vatten
1) De rangorde 1in toxiciteit wvan de uitgeteste produkten is
voor beide vissoorten gelijk : diquat en paraquat =zijn
vrij toxisch, 2,4-D 1is praktisch onschadelijk ; de belang-
rijkste toxiciteit werd waargenomen met beide detergenten.
2) Het grootste effekt van de produkten werd reeds 1in de
eerste 24 uur van de proeven waargenomen, met uitzondering
voor digquat waar de toxiciteit evenredig blijft stijgen
met de tijd.
3) Het effekt van paraquat op de adulte vissen werd =zeer sterk
vergroot door het toevoegen van de uitvloeiers 1lissapol NX

en ethomeen S25.

5.5.5. Resultaten van de biocassays_ og eieren_en_ larven_van

B. rerio

De TL,.Q-waarden voor de eieren en de larven worden

in Tabel 36 weergegeven.



Eiere

Larve

n

2,4-D
PMU
PzU

diquat

lissapol NX

ethomeen

n : Tf5qg

A. Eieren

2,4-D
PMU
PZU

diquat

S25

(24

48 -

24 u

180

11.9

>32

370

13.6

11.5

u - 48 u

geinkubeerd

lissapol NX

ethomeen

S25

24 u

113
10.3
21.2

65

72) 1in

48 u

157

27 .4
135
1.36

- 72 u

Ppm

72 u

127

26.1

36

96 u) 1in

in het herbicide

48 u
108
9.2

18.6

24

72 u
100
8.3

15.8
10

ppm

96 u
92
7.4
13.2
10

<0.1

+1
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of detergent

B. Eieren geinkubeerd 1in artificieel zoetwater en lar-

ven onmiddellijk na het ontluiken over”“ebracht in

herbiciden of detergent

2 ,4-D 140 119 115 114
PMU 20 15.5 14 13
PZU 29 19 17.5 16.5
digquat 32 .5 12.5 9 7.5
lissapol NX 5.7 3.2 >1 >1
ethomeen S25 3.2 3.2 >1 >1
Tabel 36 -waarden met eieren en larven van Bj rerio.



5.5.6.

In Tabel
hoog naar

proeven,

Eieren
ED 24 u
50
ethomeen S25 y PMU > lissapol NX > PZU >>
48 u
ethomeen S25 y lissapol NX > PMU > PZU >> diquat
72 u
ethomeen S25 > lissapol NX > PMU > PZU > diquat
Larven B (eieren geinkubeerd 1in blanko)
ED 24 U
50
ethomeen S25 > lissapol NX > PMU > PZU > diquat
48 u
ethomeen S25 = lissapol NX > digquat > PMU > PZU
72 u
(ethomeen S25 = lissapol NX)> digquat > PMU > PZU
96 u
(ethomeen S25 = 1lissapol NX)> digquat > PMU > PZU
Harven H (eieren geinkubeerd in herbicide)
ED 24 U
50
(ethomeen 825 = 1lissapol NX)> PMU > PzZU > diquat
48 u
(ethomeen 825 = 1lissapol NX)> PMU > PZU > digquat
72 u
(ethomeen 825 = lissapol NX) > PMU > diquat > PZU
96 u
lissapol NX > ethomeen 825 > PMU > digquat > PZU

Tabel 37 Rangorde in

B. rerio-eieren

37 wordt de

laag weergegeven voor

toxiciteit

en

Besfreking van_de resultaten

rangorde in

de verschillende

(van hoog naar
-larven.

128.

toxiciteit wvan

uitgevoerde

2,4-D > diquat

laag)

> 2,4-D

voor
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A. Uit de resultatn van de proeven met eieren kunnen we vol-
gende punten afleiden

1) De gevoeligheid wvan de eieren neemt na 48 uur inkubatie
sterk toe. Dit 1is zeer duidelijk met de detergenten lissapol
NX en ethomeen S25.

2) Met digquat vermeerdert de gevoeligheid na 48 uur t.o.v.
deze na 24 uur met een faktor 2.75 ; na 72 uur stijgt =ze nog-
maals met een faktor 3.75 t.o.v. de waarde na 48 uur. Het ef-
fekt wvan digquat en 2,4-D heeft dus een =zekere traagheid in ver-
gelijking met de andere produkten en 1is misschien na 72 uur nog
niet maximaal. In de toxiciteitsrangorde schuift diguat op van
de laatste plaats naar de voorlaatste plaats i.f.v. de tijd.

3) Voor de viseieren =zijn de twee uitvloeiers het meest
toxisch. Hun effekt 1s goed vergelijkbaar, met uitzondering
van de TL"-waarden na 72 uur. Dan zijn de eieren 10 maal
meer gevoelig voor ethomeen S25 dan voor lissapol NX.

4) PMU 1is steeds + 3.50 maal toxischer dan PZU. Behalve
het mogelijk synergisme dat reeds herhaalde malen werd aange-
haald, en wordt besproken in Hoofdstuk 6, kan het verschil 1in
toxiciteit tussen beide paraquat-formuleringen ook te wijten
zijn aan de belangrijke 1individuele toxiciteit wvan beide uit-

vlioeiers.

B. Uit de resultaten wvan de proeven met larven konkluderen we
het volgende

1) Het inkuberen van de eieren 1in de testop lossing had
slechts een geringe invloed op de gevoeligheid van de larven
voor deze produkten. De larven, ontloken in de testoplossing,
waren 1iets gevoeliger dan deze ontloken in artificieel zoetwa-
ter. De grootste verschillen =zijn op te merken met PMU en met
diguat in de eerste 48 uur.

2) De gevoeligheid wvan de larven stijgt regelmatig in funk-
tie van de tijd. Opnieuw worden de grootste verschillen vast-
gesteld bij diguat. Dat kan er op wijzen dat het traagheids-
effekt dat werd waargenomen 1in de proeven met viseieren en nu
in de proeven met vislarven wordt teruggevonden, niet =zozeer
verband houdt met de permeabiliteit wvoor digquat van de eischaal,
doch eerder een verschijnsel 1is dat kenmerkend is voor het wer-

kingsmechanisme wvan diqguat. Argumenten voor deze stelling vin-
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den wij ook in de resultaten van de toxiciteitsproeven met

adulte vissen, en met de crlistaceeén (zie 5.5.A. en 5.A.1.5.).

3) Voor de twee detergenten beschikken we slechts over frag-

mentaire gegevens omdat de TL"-waarden niet steeds konden be-
paald bij gebrek aan cijfermateriaal. Daar waar de TL"-waar-
den wel konden berekend worden, blijken de detergenten steeds
toxischer te zijn dan de herbiciden. Uit de proeven met lar-
ven van eieren geinkubeerd in blanko-medium blijkt dat in de

eerste A8 uur de twee uitvloeiers ongeveer een zelfde effekt

hebben. Men kan verwachten dat dit ook na 72 u en 96 u nog
het geval 1is omdat voor beide detergenten de “"-waarden
begrepen zijn tussen 3.2 en 1 ppmn. De resultaten van de proe-

ven met larven van eieren geinkubeerd in de testoplossing zijn
onvolledig. Toch 1is het belangrijk op te merken dat na 96 u
lissapol NX toxischer 1is dan ethomeen S25. Dit resultaat 1is
een uitzondering op de bevindingen van alle andere toxiciteits-
proeven die wij wuitvoerden. Daarin was het effekt wvan ethomeen
S25 namelijk steeds groter dan van lissapol NX.

A) Het verschil 1in toxiciteit wvan PMU t.o.v. PZU 1is klein
voor de larven uitgeslopen uit eieren geinkubeerd in artifi-
cieel zoetwater. Voor de larven van eieren geinkubeerd in de
testoplossing 1is het effekt wvan PMU 2 maal groter dan wvan PZU.
Uxt de 96—waarden kunnen we af leiden dat laatstgenoemde se-
rie larven ook gevoeliger 1is voor de uitvloeiers afzonderlijk
dan de eerste serie, terwijl het herbicide paraquat 1in beide
series ongeveer eenzelfde effekt heeft.

Daaruit zou men kunnen afleiden dat de individuele toxiciteit
van de detergenten, de toxiciteit wvan het mengsel bepalen.
Toch mogen we het synergistisch effekt wvan de uitvloeiers met
het herbicide niet verwaarlozen : vermits de eieren =zeer ge-
voelig =zijn voor de uitvloeiers kan men verwachten dat een in-
kubatie wvan de eieren 1in subletale koncentraties PMU voor ge-
volg heeft dat de uitvloeiers in PMU aanwezig, de permeabili-
teit van de membranen waarlangs het paraquat wordt opgenomen
tijdens het embryonaal stadium reeds dermate veranderen dat
het effekt wvan PMU op de larven groter wordt dan het effekt

van PZU.
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C. Uit de resultaten van onze proeven met IK rerio-eieren en
-larven volgt dat de eieren van deze vissoort veel minder
gevoelig =zijn wvoor 2,4-D, PZU en diquat dan zijn larven ;
daarentegen blijken de eieren vanaf 48 uur gevoeliger te =zijn
dan de larven voor PMU en de twee detergenten.
Algemeen wordt aangenomen dat vislarven gevoeliger voor toxi-
kanten =zijn dan bevruchte eieren (HILTIBRAN, 1967) . Zo zijn
Brachydanio-larven bijvoorbeeld gevoeliger voor Aflatoxin B"
dan de embryos omdat deze stof verlamming van de staart ver-
oorzaakt en dit voor embryos tot het ontluiken geen vitale
funktie is (ABEDI & McKINLEY, 1968) . In zijn experimenten met
zinksulfaat vond SKIDMORE (1966) daarentegen dat het membraan
rond het embryo van Brachydanio rerio i.p.v. de embryos be-
schermen eerder het effekt van het zinksulfaat vermeerderde.
Door het eimembraan door te breken 1in om het even welk stadium
van de ontwikkeling, leefden de embryos gemiddeld 10 uur langer
dan de embryos in intakte membranen.
Het 1is dus duidelijk dat elk toxikans een specifiek werkings-
mechanisme heeft en bijgevolg een specifieke reaktie met het
eimembraan, met het embryo of met de larven kan veroorzaken,
waardoor het onmogelijk wordt een algemene regel voorop te stel-
len waaruit =zou blijken dat één of ander stadium gevoeliger is
dan het andere.
Voor eenzelfde stadium hebben verschillende produkten de meest
uiteenlopende effekten
Zo zijn =zinksulfaat en het organofosforpesticide, cygon, 1in
vergelijking met de herbiciden en detergenten die wij uittes-
ten, relatief weinig toxisch voor Brachydanio rerio-eieren

(ROALES & PERLMUTTER, 1974)

TL50 Ppp™ (x SE)
Toxikans 24 u 48 u 72 u
zink 6714 + 570 136 + 18 .5 19 + 2.2
cygon 940 + 13 .2 259 4+ 10.9

Anderzijds zijn Brachydanio rerio-larven =zeer gevoelig voor de
fungiciden folpet, difolatan en captan (respektievelijk

TL5035 mln- 0.71 ; T1,5040 min : 0.21 .; TL” 40 mi" - 0.65 ppm)
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(ABEDI & TURTON, 1968) . Deze auteurs konkludeerden tevens

dat er geen korrelatie bestond tussen de werkingssnelheid wvan
de komponenten en hun relatieve toxiciteit. Wij kwamen reeds
tot dit besluit, in verband met de relatieve traagheid waar-

mee het effekt wvan diquat op B. rerio-eieren en -larven optrad.

In een reeks van proeven met 15 herbiciden (waaronder diguat

en 2,4-D) met larven van 4 verschillende vissoorten, toonde

HILTIBRAN (op.cit.) aan dat diquat een hogere toxiciteit heeft
voor al deze larven dan voor Jjonge "bluegills" (Lepomi s macro-
chirus) van 2.5 tot 7.5 cm. Het 2,4-D 1is =zowel voor de larven
ais voor de jonge visjes =zeer schadelijk. De auteur kon aan

de hand wvan zijn experimenten evenwel niet vaststellen welk

van de beide stadia het gevoeligst was voor dit herbicide.

Karpereieren en -larven (Cypr inus carpio) vertonen slechts een

geringe mortaliteit na 48 ppm inkubatie in 3200 ppm 2,4-D-Na-

zout (KAMLER et al., 1974) . Zalmlarven daarentegen zijn zeer
gevoelig voor 2,4-D (MEEHAM et al., 1974) . De TLgé—waarden
voor de larven van verschillende =zalmsoorten bedragen : Onco-
rhynchus gorbuscha 10.7 ppm, 0" keta 42 ppm en kisutch 37

ppm, vrij 2,4-D-zuur.

McKIM et al. (1975) menen dat de larvale stadia van vissen de
meest gevoelige organismen zijn voor een lineair alkyl sulfo-
naat detergent (LAS) en stellen bijgevolg dat alleen bioassays
met vislarven van nut kunnen zijn voor het bepalen van een
voor vissen aanvaardbare dosis LAS 1in het water. \
In zijn review wees ABEL (1974) er reeds op dat vissen en spe-
cifieke vislarven extreem gevoelig =zijn voor detergenten en

voornamelijk voor anionische tensioaktieven, waartoe het 1i-

neair alkylsulfonaat Dbehoort.

Uit onze experimenten blijkt bovendien dat ook het non-ionische
lissapol NX en het kationische ethomeen S25 =zeer toxisch zijn

voor de bevruchte eieren en de larven van Brachydanio rerio.

Konkluderend kunnen we zeggen dat
1) detergenten biezonder toxisch =zijn voor de embryonale en
larvale stadia wvan Brachydanio rerio.
2) het effekt van diquat slechts met een zekere traagheid op-
treedt =zowel op .Bj rerio-eieren ais op de larven, zodat dit

verschijnsel niet toe te schrijven 1s aan permeabiliteits-
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veranderingen van het eimembraan voor dit produkt.

3) het toevoegen van detergenten aan paraquat de toxiciteit

van dit mengsel steeds verhoogt. Deze verhoging 1is echter
niet gelijk 1in de serie met rerio-eieren en de twee se-
ries met rer io-larven. Dit wverschil 1is ten eerste te

wijten aan de verschillende 1individuele toxiciteit wvan de
produkten in elk wvan de drie series, en ten tweede aan de
interakties tussen de komponenten van het mengsel voor wat
betreft het toxisch effekt op de eieren en de larven. Eén
van de mogelijke Synergismen 1is het verhogen door de deter-
genten van de permeabiliteit van de membranen waarlangs het

paraquat wordt opgenomen.

4) het herbicide 2,4-D (gebruikt ais het triethanomaminezout)
vrij onschadelijk 1is zowel voor rerio-eieren ais voor de
larven.

5.6. Samenvatting van de resultaten omtrent de toxiciteit wvan

de herbiciden paraquat, digquat en 2,4-D en van de uit-
vlioeiers 1lissapol NX en ethomeen S25 op de onderzochte

vertegenwoordigers van het aquatisch ecosysteem

De resultaten van de verschillende bioassays zijn samen-

gevat 1in Tabel 38.

5.6.1. Paraquat

De gegevens uit de literatuur tonen duidelijk aan
dat de kwaternaire ammoniumderivaten, waaronder paraquat en
digquat, 1in vergelijking met andere herbiciden sterke algicide
eigenschappen voor zoetwaterwieren hebben (SCHLUTER, 1966 ;
MALONEY & PALMER, 1956 ; THOMAS et al., 1973) . Volgens de
resultaten van WALSH (1972) =zou paraquat anderzijds een veel

minder efficiént algicide zijn voor mariene eencellige wieren.

Uit onze proeven blijkt dat wvan de 3 uitgeteste her-
biciden paraquat het meest toxische 1is voor de mikroalgen Sce-
nedesmus opoliensis en Chiamydomonas reinhardi. C. reinhardi
blijkt ongeveer 3 maal gevoeliger voor dit produkt dan opo-

liensis.
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Voor beide wiersoorten 1isde formulering van para-
quat met uitvloeiers minder toxisch dan de formulering van pa-
raquat =zonder wuitvloeiers. Dit 1is juist het tegenovergestelde
van het effekt bij hogere planten waar de formulering met uit-
vlioeiers steeds efficiénter 1is dan de formulering =zonder de-

tergenten (STRYCKERS, 1970) .

Gezien het Dbelang van dit probleem voor de praktijk
hebbenwij een afzonderlijke studie gewijd aan de 1invloed wvan
de additieven 1lissapol NX en ethomeen S25 op de toxiciteit wvan

paraquat (zie Hoofdstuk 6).

Wat het toxiciteitsonderzoek op crustaceeén betreft,
wijzen onze resultaten zoals deze wvan CROSBY & TUCKER (1966)
op een zeer grote gevoeligheid van de crustaceeén t.o.v. para-
quat. Artemia salina maakt hierop echter een uitzondering.
Bij de daphniden bedragen de TL"-waarden slechts enkele ppm.
In vergelijking met literatuurgegevens =zijn dit =zeer lage waar-
den. Tussen de twee Daphnia-soorten bestaat er een belangrijk
verschil 1in gevoeligheid : Daphnia pulex is 1.5 a 2 maal ge-

voeliger dan Dj magna B Dit werd reeds eerder voor andere pro-

dukten vastgesteld (KOCHLER et al., 1953 ; SANDERS & COPE,
1966) . Voor beide soorten zijn de larvele stadia veel gevoe-
liger voor paraquat dan de adulten. Ook dit werd met andere

produkten reeds vastgesteld o.a. door ANDERSON (1950), SANDERS

& COPE (1966), SANDERS (1970).

De proeven met D" magna-larven en A" sal,ina-larven,
in parallel mét en zonder luchtdoorborreling, tonen aan dat
een verhoogde opgeloste O”-koncentratie 1in het milieu ook de
toxiciteit wvan paraquat verhoogt. Dit zou er op wijzen dat
het werkingsmechanisme van paraquat, bestaande uit een reduk-
tie tot het wvrij radikaal gevolgd door een auto-oxidatie in
aanwezigheid van molekulaire zuurstof, Dbehalve bij planten en
hogere dieren (zie 4.1.2. en 4.1.5.), o0k opgaat voor alle ae-
robe organismen die een cytochroomsysteem bezitten, en aldus
elektronen kunnen leveren voor de reduktie van het paraquat
kation. In alle aerobe organismen met een cytochroomsysteem
werden 1immers kstalase en Superoxide dismutase teruggevonden

(McCORD, KEELE & FRIDOVICH, 1971) . Deze enzymen breken res-
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pektievelijk de peroxiden en Superoxiden af. Het is dus dui-

delijk dat 4indien 2zelfs in natuurlijke oms tandigheden de mo le-
kulaire zuurstof omgezet wordt tot het peroxide en het Super-

oxide radikaal, dit meer dan waarschijnlijk ook het geval zal

zijn bij een paraquat-intoxikatie, zoals reeds werd bewezen

voor hogere planten en zoogdieren.

Het toedienen van voedsel aan de Daphnia en Ar temia-
larven beinvloedt de toxiciteit wvan paraquat omzeggens niet.
Dit 1is echter ook met andere produkten niet het geval, wat er
op wijst dat het verschijnsel kenmerkend 1is voor de larven ge-
voed met een bepaald voedsel, eerder dan een typisch kenmerk
voor bv. paraquat. In elk geval mag men besluiten dat er geen

verhoogde intoxikatie optreedt via de voedselbaan.

De TLQ-waar den voor de larven van de modderkrab
Rhithropanopeus harrisii =zijn uitzonderlijk laag. Bij een kon-
centratie van minder dan 1 ppb PZU wordt reeds de helft wvan de
larven gedood. Geen wonder dat de de capoden-larven in de 1i-
teratuur bekend staan ais zeer gevoelige organismen (RAWLS,

1965 ; BOOKHOUT et al., 1972).

Toch =zijn de TL".Q-waarden voor PMU en PZU die wij

terugvonden de laagste TL"-waarden ooit gevonden voor para-

quat. Tot nu toe was de laagste waarde deze vastgesteld bij de
96

adulte amphipode Hyalella azetica. De bedraagt 48 ppb

(WILSON & BOND, 1969) . In veldonderzoek werd eveneens opge-

merkt dat amphipoden biezonder gevoelig zijn voor dit herbi-

cide (BURNET, 1972).

Voor de Daphnials en voor Ar temia wordt de toxici-
teit wvan paraquat weinig of niet beinvloed door het toevoegen
van detergenten aan de formulering. Voor Rhithropanopeus
daarentegen daalt de mortaliteit wvan de krablarven door het
toevoegen van uitvloeiers met een faktor 5. Ook verkleint
het vertragend effekt op de larvale ontwikkeling wvan paraquat.
Zoals voor beide wiersoorten =zijn deze resultaten tegenoverge-
steld aan deze bekomen met terrestrische planten. Een verdere
bespreking hiervan aangevuld door nieuwe experimenten vindt

men 1in Hoofdstuk 6.
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De vissen Brachydanio rerio en Poecilia reticulata
zijn 1in vergelijking met literatuurgegevens middelmatig gevoe-
lig voor paraquat. P® reticulata 1is 2 maal gevoeliger voor
PMU en PZU dan rerio. Het wordt ais een algemene regel

aangenomen dat de bevruchte eieren en de larven van vissen

gevoeliger zijn voor toxikanten dan de adulte vissen (HILTI-
BRAN, 1967). De embryonale en voornamelijk de larvale stadia
van B” rerio worden zeer sterk aangetast door PZU. Met PMU

zijn de eieren en de adulten het gevoeligst omdat deze stadia

tevens het gevoeligst zijn voor de uitvloeiers afzonderlijk.

De twee uitvloeiers =zijn extreem toxisch voor vissen
en de kombinatie met paraquat verhoogt de toxiciteit wvan dit
produkt aanzienlijk, zowel voor de eieren, de larven ais de
adulten. We verwijzen hieromtrent opnieuw naar Hoofdstuk 6

voor verdere informatie.
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5.6.2. Diquat

De algicide en de toxische eigenschappen van diquat

in het algemeen zijn zeer analoog aan deze van paraquat. Di-
quat 1is 1iets minder toxisch voor de wieren dan paraquat. Dit
stemt overeen met de gegevens van THOMAS et al. (1973) en

WALSH (1972). Chlamydomonas reinhardi is 4.5x gevoeliger voor

diguat dan Scenedesmus opoliensis.

Het werkingsmechanisme van diquat berust zoals met
paraquat, op het ontstaan van het Superoxide radikaal uit mo-
lekulaire 2zuurstof ten gevolge van een auto-oxidatie van het
diquat-radikaal (zie 4.1.2. en 4.1.5.). VAN RENSEN (1975) le-
verde het bewijs dat dit mechanisme opgaat voor Scenedesmus
sp., door het Superoxide— radikaal en de lipidenperoxidatie in

de cellen aan te tonen.

Alle onderzochte crustaceeén worden meer door diquat

dan door paraquat aangetast.

Daphnia pulex is meer gevoelig voor diquat dan Daph-
nia magna en de 1larven zijn minder resistent dan de adulten.
In de paragraaf over paraquat werd hierop reeds de aandacht

geves tigd.

De proeven met Daphnia- en Artemia-larven, in pa-
rallel met en zonder luchtdoorborreling, leiden tot dezelfde
konklusie ais 1in het geval wvan paraquat. Met digquat beschik-
ken we bovendien over de bewijzen geleverd door VAN RENSEN
(op.cit.) om aan te nemen dat het werkingsmechanisme van de
dipyridyliums algemeen 1is voor de verschillende stappen van
een aéroob agquatisch en terrestrisch ecosysteem (inklusief de

mens),

De vissen Poecilia reticulata en Brachydanio rerio
zijn meer gevoelig voor diquat dan voor PZU maar minder dan
voor PMU, P~ reticulata 1is 1iets meer gevoelig dan rerio.
Brachydanio-eieren zijn 1in vergelijking met de andere stadia
en met Pj reticulata =zeer goed beschermd tegen digquat ; de

larven zijn daarentegen biezonder gevoelig.
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Algemeen valt het op dat de toxiciteit wvan diquat
nog sterk verandert in funktie van de tijd, terwijl voor de
andere produkten reeds na 24 u een vrij stabiele toestand is
bereikt. Dit is het duidelijkst 1in de proeven met beide vis-
soorten ais dusdanig, zowel ais met de eieren en larven van
B. rerio ; het komt eveneens tot uiting bij beide Daphnia-

soorten en Artemia salina.

Deze traagheid van het effekt wvan diquat voor zeer
verscheidene organismen kan niet uitsluitend te wijten zijn
aan de snelheid waarmee het diquat door de organismen wordt
geabsorbeerd. De absorptie wvan paraquat en diquat 1s wellicht
voor elk organisme verschillend. Men kan echter veronderstel-
len dat het langer uitblijven van het effekt wvan diquat t.o.v.
paraquat kenmerkend 1is voor het werkingsmechanisme van diquat.

Deze hypotese dient nog verder te worden onderzocht.

5.6.3. 2x4-D (triethanolaminezout)

2.4-D 1is voor alle testspecies steeds het minst tox-
isch produkt wuit de reeks, met uitzondering van het geval wvan
Rhithropanopeus-larven, waarbij de 2 uitgeteste detergenten

het minst toxisch =zijn.

2.4-D 1s een weinig efficiént algicide voor beide
zoetwaterwieren Scenedesmus opoliensis en Chlamydomonas rein-
hardi . Bij enkele andere eencellige zoetwater groenwieren
(VOIGHT & LYNCH, 1974) en bij sommige =zoutwaterwieren (WALSH,
1972) is dit produkt daarentegen veel doeltreffender. Er valt
op te merken dat 2,4-D de populatiegroei van C" reinhard i niet
gelijkmatig met verloop van tijd remt : de relatieve groei-
konstante tijdens de exponentiéle groei 1s even groot en soms
zelfs groter 1in de testopstellingen met 2,4-D ais in de blan-
ko-opste llingen, doch de aanloopfaze van de wierpopulatie wordt

verlengd.

De hypotriche zoetwaterciliaat Stylonychia my tilus
is eveneens vrij resistent tegen 2,4-D ; meer resistent =zelfs
dan de Crustacea, met uitzondering wvan Artemia sal ina. Voor

S. mytilus speelt de aard van het toegediende voedsel een be-
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langrijke rol 1in de toxiciteit wvan 2,4-D (fysiologische kondi-

tie van de testspecies, of a'dsorptie aan voedselpartikels?)

Daphnia pulex-adullen zijn 5 a 10x gevoeliger dan
D. magna-adulten. D. pulex-larven t.o.v. D. magna-larven 15x.
De cladoceren =zijn 1in vergelijking met de andere testspecies

vrij gevoelig wvoor 2,4-D.

De resultaten van de chronische testen (3 weken) met
D . magna tonen enerzijds aan dat de gevoeligheid rechtlijnig
stijgt bij exponentiéle toenamen van de testduur, en anderzijds
dat de reproduktie wvan D” magna door lage 2,4-D koncentraties
(1.25 ppm) reeds sterk wordt geremd. Rhithropanopeus-larven
zijn ook voor 2,4-D =zeer gevoelig. De bedraagt 100 ppb.
Deze waarde 1is echter nog 200x groter dan de TL"-waarde van
PZU. Bovendien heeft dit produkt een uitzonderlijke invloed
op de ontwikkelingsduur van de larven. Vanaf een koncentratie
van 10 ppb wordt de larvale ontwikkeling wvan R” harrisii mega-

lopa-larven versneld (bij 100 ppb statistisch signifikant).

Uit een aantal analoge gegevens 1in verband met de
larvale ontwikkeling wvan "bluegill"-larven (COPE et al., 1970)
en van kuikens (SOMERS et al., 1974), kan men de hypotese voor-
opstellen dat de groei-regulerende werking wvan 2,4-D behalve
voor plantaardig materiaal, ook geldt voor dierlijke organis-
men. In dit geval spelen =zowel de toegediende dosis ais het
ontwikkelingsstadium en het geslacht van de testorganismen

een belangrijke rol.

De vis Poecilia reticulata 1is biezonder resistent
tegen 2,4-D. De Tngwaarden voor Brachydanio rerio (adulten,
eieren, larven) =zijn lager maar bedragen toch meer dan 100 ppm.
Andere zoetwatervissen ais snoek en baars =zijn daarentegen zeer
gevoelig voor 2,4-D (vrij zuur) (TLQ% voor beide soorten 10
ppm) (PRAVDA, 1973).

Ook =zalmlarven worden gedood door koncentraties tussen de 10-

40 ppm 2,4-D (MEEHAM et al., 1974) .
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5.6.4. De uitvloeiers ¢ ethomeen S25 en lissafol NX

De uitvloeiers op zichzelf =zijn niet onschadelijk
voor wiercellen. Een dosis wvan 1 ppm ethomeen S25 vermindert
de groei van Scenede sicus opoliensis en Chlamydomonas reinhardi

met + 50%. Lissapol NX is 30x inaktiever.

De crustaceeén zijn minder gevoelig voor de deter-
genten dan voor de herbiciden, met uitzondering wvan 2,4-D.
Voor beide Daphnia-soorten veroorzaken 10 ppm detergent onge-
veer 50% mortaliteit ; ethomeen S25 1is hierbij iets toxischer

dan lissapol NX.

Het megalopa-stadium van Rhithropanopeus harrisii
is, 1n tegenstelling met de zoea-stadia, gevoeliger voor de
detergenten dan voor de herbiciden ; ethomeen S25 in het bie-
zonder verhoogt de mor taliteit van de krablarven in dit stadium
en vertraagt tevens de overgang naar het 1lste krab-stadium op

signifikante wijze.

Beide wuitgeteste vissoorten en voornamelijk de be-
vruchte eieren en de larven =zijn extreem gevoelig voor beide
uitvloeiers.

McKIM et al. (1975) menen dat de larvale stadia van vissen de

meest gevoelige organismen =zijn voor anionische detergenten

Uit onze proeven blijkt echter duidelijk dat ook
het kationische ethomeen S25 en het non-ionische 1lissapol NX
zeer toxisch zijn voor Brachydanio rerio en Poecilia reticu-
lata. Vermits deze twee detergenten niet doelbewust 1in een
aquatisch ecosysteem worden aangewend, zijn er ook geen toe-
pas sing snormen voorzien. Onze 1interesse voor deze produkten
is te wijten aan het feit dat =zij worden aangewend ais addi-
tieven 1in de kommerciéle formulering van paraquat met uit-
vloeiers
Voor de 1interaktie die er bestaat tussen deze detergenten en

het herbicide paraquat verwijzen we naar Hoofdstuk 6.
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6. INVLOED VAN TENSIOAKTIEVE STOFFEN OP DE FYTOTOXICITEIT EN

DE ALGEMENE TOXICITEIT VAN HET HERBICIDE PARAQUAT

6.1. Inleiding

Tensio-aktieve stoffen zijn één van de belangrijkste hulp-
middelen bij het bereiden van de meest geschikte formuleringen

voor het aanwenden van agrochemikalién.

Vooral 1in de farmakologie 1is reeds veel Dbekend over de
invloed van tensio-aktieven op de absorptie en de werking van

bepaalde geneesmiddelen.

Zowel Dbij de aanwending van detergenten 1in mengsels op
landbouwkundig gebied ais op farmakolog isch gebied kunnen de
toegediende detergenten het effekt van de aktieve stof op de
meest uiteenlopende wijze Dbeinvloeden, zowel 1in positieve ais
in negatieve zin. GIBALDI & FELDMAN (1970) Dbeschrijven de ef-
fekten wvan tens io-aktieven ais volgt
"These effects 1include interaction with biologic membranes and
modification of membrane permeability, interaction with the
drug, interaction with the dosage form, and interaction with
the organism itself resulting in a pharmacologic effect which
may 1in turn influence drug absorption. These effects may be
operative at the same time, some tending to enhance drug ab-
sorption, others tending to retard it, and the net effect de-

pendent on the relative magnitude of each".

6.2. Eigenschappen van de detergenten, die een effekt kunnen

hebben op de toxiciteit wvan paraquat

In hoge koncentraties wvan een waterige oplossing aggrege-
ren de molekulen van een detergent en vormen zogenaamde micel-
len. De kritische koncentratie waarin deze micellen worden
gevormd noemt men de "critical micelle concentration”"™ of CMC.
Deze aggregaten hebben de eigenschap de oplosbaarheid in water
van bepaalde minder oplosbare organische en anorganische pro-
dukten sterk te verhogen door het vormen van zwak gebonden

kompleksen.
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Een andere belangrijke eigenschap van een tensio-aktieve
stof 1s het vergroten van het effektief kontaktoppervlak tus-
sen het chemisch produkt en het weefsel waar het moet opgeno-

men worden.

De lipolide eigenschappen van de vetachtige stoffen, waar-
uit de oppervlaktelagen van het blad (waslaag, cuticula) zijn
samengesteld, werken de bevochtiging door water tegen. Door
het toevoegen van detergenten aan de formulering van een wa-
teroplosbaar herbicide, zoals paraquat, kan het effektief
kontaktoppervlak met de hydrofobe plantendelen sterk worden
verhoogd doordat de kontakthoek tussen de vloeistof en het
vast materiaal sterk wordt verminderd. Vermindering van de
kontakthoek laat een inniger kontakt tussen herbicide en weef-
sel toe, waardoor het effektoppervliak en de absorptiesnelheid

wordt verhoogd.

Deze hoek wordt door STRYCKERS (1970) gedefinieerd ais
de hoek gevormd door de raaklijn aan de druppel spui tvloeistof

en het kontaktoppervlak (D, d) hier het bladoppervlak (figuur

43)
| g
D
Figuur 43 : Kontakthoek en kontaktoppervlak van een druppel spuitvloei-
stof (naar STRYCKERS, 1970).

In een waterig systeem 1is de 1invloed van detergenten op
de werking van herbiciden veel komplekser. Het hydrofiel-
lipofiel karakter van de detergenten is verantwoordelijk
voor hun neiging tot koncentreren aan oppervlakken. Behalve

ter hoogte wvan het kontaktoppervlak tussen lucht en water,
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koncentreren de detergentmolekulen =zich ter hoogte van het op-
pervlak van alle substraten'die in het milieu aanwezig =zijn.

Over de akkumulatie van detergenten ter hoogte van het 1lichaams-
oppervlak van vissen schrijft ABEL (1974)

"This 1is of unknown significance 1in the toxic action of deter-
gents, but its possible importance 1is obvious from the consi-
deration that any toxic substance must take contact with the

fish 1in order to exert 1its effect".

In verband met het effekt van detergenten op vissen en
crustaceeén, moet, naast het effekt veroorzaakt door het direkte
kontakt wvan het produkt met het 1lichaamsoppervlak (inklusief
het kieuwepiteel), ook rekening worden gehouden met het effekt
veroorzaakt door een opname van het detergent langs het spijs-

verteringsstelsel.

Tensio-aktieve stoffen en in het biezonder polyoxyethyleen-
derivaten (waaronder ethomeen S25 en lissapol NX), kunnen het
tempo waaraan de maaginhoud 1in de darm wordt geledigd en de
snelheid van de intestinale transit, beinvloeden door een fy-
sische verandering van viskositeit van gastro-intestinale
vochten (GIBALDI & FELDMAN, 1970) . Bij Mammalia wordt de vis-
kositeit wvan deze vochten verhoogd, waardoor de diffusie wvan
een chemisch produkt doorheen de darminhoud wordt geremd en
het debiet van de voedselstroom doorheen de darm wordt vermin-
derd. Dit leidt dan tot een verminderde absorptie van het pro-
dukt in de lichaamsvochten (OKUDA et al., 1960 ; LEVY & JUSKO,

1965) .

6.3. Opsporen van mogelijke interakties tussen paraquat en

zijn uitvloeiers aan de hand van "faktoriéle experimenten”

Met het o0og op een beter inzicht in de interakties die er
bestaan tussen paraquat en de twee detergenten die in de for-
mulering "gramoxone" aan het paraquat =zijn toegevoegd werden

twee experimenten gedaan van het "faktoriéle type".



145 .

6.3.1. Metode

Er werd reeds lang aangetoond (FISCHER, 1935) dat
men er alle voordeel bij heeft om de studie van diverse fak-
toren te kombineren in hetzelfde "faktorieel experiment" waar-
in twee of meer faktoren simultaan worden uitgetest. De meto-
de die we gebruikten (SORGELOOS & BENIJTS-CLAUS, 1975) 1is een
modifikatie van de rnetode DAVIES (1954), en biedt de mogelijk-
heid, enerzijds, het effekt op te sporen van het veranderen
van één variabele, onafhankelijk van de andere variabele en an-
derzijds de interakties te achterhalen tussen de verschillende

faktoren.

Konkreet komt dit hierop neer dat na het uitkiezen
van een reeks waarden voor 1iedere te bestuderen faktor, men
elke mogelijke kombinatie van de 1levels van beide faktoren,
in één of meerdere parallellen uittest. De levels moeten
steeds orthogonaal gekozen worden, d.w.z. met gelijke inter-
vallen tussen de verschillende 1levels van eenzelfde faktor

(SNEDECOR & COCHRAN, 1967) .

Met deze resultaten voert men eerst een variantie-
analyse uit, m.a.w. men gaat de signifikantie na wvar> het ef-
fekt van iedere faktor afzonderlijk en van alle mogelijke 1in-
terakties. Elk effekt wordt vervolgens aan de hand van een
regressie-analyse, ais een afzonderlijke term 1in de regressie-
vergelijking opgenomen. Deze regres sievergelijking i1is de ge-
trouwe weergave van het faktorieel experiment en laat toe door
substitutie wvan de onafhankelijk veranderlijken (die staan voor
de verschillende faktoren) het verwachte resultaat te berekenen.
Door deze resultaten uit te tekenen bekomt men de zogenaamde
"yield contours". Deze diagramma's of isopleten =zijn een pro-
jektie wvan het resultaten-oppervlak (3-dimensionaal) dat be-

antwoordt aan de regressievergelijking.

6.3.2. Materiaal

Een dergelijk faktorieel experiment werd in 4 paral-
lellen uitgevoerd met het groenwier Scenedesmus opoliensis en
in 3 parallellen met de vis Poecilia reticulata. De metoden
en de proefomstandigheden van deze bioassays waren dezelfde

ais deze beschreven respektievelijk in 5.2.4. en 5.5.2.1.
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Voor Scenedesmus opoliensis werden de paraquatkon-
centraties 0.1, 0.2, 0.3 en '0.4 ppm, gekombineerd met uitge-
test 0, 25, 50 en 75% uitvloeiers (lissapol NX en ethomeen S25).
De detergenten werden daarenboven in drie verschillende verhou-
dingen aan het paraquat toegediend, nl. 1:9, 1:1 en 9:1 etho-
meen S25/lissapol NX, hetgeen uiteindelijk 48 kombinaties be-

tekent

In het faktorieel experiment met Poecilia reticulata
als testorganisme werden de paraquatkoncentraties 5, 10, 15 en
20 ppm uitgetest, terug 1in kombinatie met 0, 25, 50 en 75% uit-
vlioeiers in 3 verschillende verhoudingen, nl. 1:9, 1:1 en 9:1

ethomeen S25/lissapol NX.

6.3.3. Resultaten _en bespreking

o

In Eiguur 44 en 45 geven de 1isopleten het % effekt

)

weer 1in funktie van de koncentratie paraquat en het % uitvloei-

ers in 3 verhoudingen (voor 0% uitvloeiers 1is het effekt voor
de 3 verhoudingen uiteraard hetzelfde). De 50% effekt-1lijn

geeft EDQ-waar den weer voor alle kombinaties wvan paraquat en

de uitvloeiers 1in 3 verschillende verhoudingen,

6.3.3.1. Scenedesmus opoliensis

In dit experiment wvalt het op dat door toevoeging van
het mengsel met 1 deel ethomeen S25 en 9 delen 1lissapol NX de

toxiciteit van paragquat sterk wvergroot (Figuur 44A) .

De isopléeten zijn vrijwel rechtlijnig, d.w.z. dat de
remming van de wierpopulatie =zowel door paraquat ais door het
mengsel van uitvloeiers op lineaire wijze wordt bepaald : een
lineaire stijging van de koncentratie paraquat en een lineaire

stijging van het procent uitvloeiers hebben een lineaire stij-

ging van het effekt voor gevolg. De 50% 1isopleet heeft een
helling van ongeveer 45°. Dit duidt erop dat een lineaire

stijging van de koncentratie paraquat en van het percentage
uitvloeiers een even groot effekt hebben op de remming van
de wierpopulatie. Voor een lage koncentratie paraquat heeft
de 30% 1lijn een helling van ongeveer 60° terwijl bij de hoge

paraquatkoncentraties de 70% 1lijn een helling heeft van onge-
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veer 30°. De invloed van het toevoegen van uitvloeiers is bij-
gevolg afhankelijk wvan de koncentraties paraquat. Bij lage
koncentraties zal een kleine stijging wvan het % toegevoegde
uitvloeiers, de remming van de wiergroei meer vergroten dan

bij een kleine stijging van het % uitvloeiers bij hoge paraquat-
koncentraties. Bij lage koncentraties paraquat domineert de

toxiciteit wvan de detergenten, bij hoge koncentraties paraquat,

domineert de toxiciteit wvan paraquat.

De toevoeging van uitvloeiers wordt onmiddellijk
waargenomen, m.a.w. er bestaat geen drempelwaarde voor de kon-
centratie aan detergenten onder hetwelke het effekt minder

waarneembaar 1is.

Figuur 44B geeft de resultaten weer met een mengsel
met 1:1 verhouding. Hieruit blijkt dat deze kombinatie minder
toxisch is dan de 1:9 ethomeen S25/lissapol NX verhouding
voor 100 ppb paraquat + 75% uitvloeiers 1in 1:1 verhouding
wordt 20 a 30% remming van de wierpopulatie waargenomen, ter-

wijl bij een 1:9 verhouding de remming voor eenzelfde kombina-

tie reeds 50 a 60% bedraagt. Het 1is opvallend dat de horizon-
tale richting in de 1isopleten domineert, m.a.w. dat het effekt

van paraquat op de populatieremming belangrijker 1is dan het ef-
fekt van de uitvloeiers. Het 1is bovendien een merkwaardig fe-
nomeen dat door toevoeging van 25% uitvloeiers in deze verhou-
ding de toxiciteit wvan paraquat wordt verminderd i.p.v. ver-

meerderd .

Eenzelfde verschijnsel wordt waargenomen bij het

mengsel met 9:1 ethomeen S25/lissapol NX verhouding (Figuur
44C), althans voor de 50% isopleet. Zelfs een additie wvan 50%
uitvloeiers vermindert de ED”"-waarde van paraquat nog. Het

feit dat de 1isopleten niet parallel verlopen 1s opnieuw een
aanwijzing dat paraquat en de uitvloeiers niet onafhankelijk
van elkaar reageren : vermindering van de toxiciteit wvan para-
quat door toevoeging van detergenten gebeurt slechts voor hoge

paraquatkoncentraties.

De 9:1 verhouding 1s voor lage paraquatkoncentraties

toxischer dan de 1:1 verhouding ; bij 100 ppb paraquat is de
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remming maximaal ongeveer 40%. De toxiciteit van de kombina-
tie paraquat met 9:1 wuitvlohiers neemt minder vlug toe 1in
funktie van de paraquatkoncentratie dan voor 1l:1. De isople-
ten zijn verder van elkaar gelegen dan 1in de twee andere fi-
guren. Dit heeft voor gevolg dat de 50% remminglijn voor de
9:1 verhouding ongeveer samenvalt met de 50% 1lijn wvoor de 1:1
verhouding (Figuur 44D) . De 50% 1lijn voor de 1:9 verhouding
ligt er beduidend onder, m.a.w. deze kombinatie 1is veel toxi-

scher dan de eerste twee.

Uit deze resultaten blijkt duidelijk dat de vermin-
dering wvan het toxisch effekt wvan paragquat door toevoegen van
uitvloeiers afhankelijk 1is =zowel van het percentage toegedien-
de uitvloeiers, ais van de verhouding tussen ethomeen S25 en

lissapol NX en tenslotte van de koncentratie paraquat.

Het handelsprodukt "Gramoxone" door ICI England voor
binnenlands gebruik bereid bevat 25% uitvloeiers. De overzee-
se formulering die wij gebruikten bevat 50% uitvloeiers. Uit

de enkelvoudige biocoassays met paraquat met en zonder uitvloei-

ers zoals beschreven in 5.2.5., werden de ED"-waarden bere-

lepnd
ED50 PMU = 0.40 ; ED* Q PZU = 0.33 ppn

De geringere toxiciteit wvan het uitgeteste paraquat met 50

o°

uitvloeiers t.o.v. de toxiciteit van paraquat =zonder uitvloei-
ers 1s te verklaren indien ethomeen S25 en lissapol NX 1in een

verhouding wvan ongeveer 9:1 werden toegevoegd.

De exakte samenstelling van de "Gramoxone"-formule-
ring werd ons door ICI Belgium vertrouwelijk medegedeeld (Dr.
NIERINCK, pers.med.) en spreekt onze konklusies wuit het fakto-

rieel experiment niet tegen.

Een zeer opmerkelijk feit 1is bovendien dat 1lissapol
NX, dat afzonderlijk 20x minder toxisch 1is voor Scenedesmus
opoliensis dan ethomeen S25 (ED"" respektievelijk 37.5 ppm en
1.35 ppm) (zie 5.2.5.), het toxisch effekt van paraquat ster-

ker verhoogt dan ethomeen S25.

De hypotese die we 1in 5.2.6. vooropstelden voor het
verklaren van het verschil in toxiciteit voor het wier Scene-
desmus opoliensis van PZU en PMU, luidde ais wvolgt : de ten-

sio-aktieve wuitvloeiers kunnen met hun hydrofiele staart aan
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het hydrofiele wierceloppervlak geadsorbeerd worden en kunnen
aldus met hun lipofiele kopeen scherm vormen tegen het hydro-

fiele paraquat-ion.

Het faktorieel experiment toont echter duidelijk aan
dat alleen het kationisch ethomeen S25 een verlaging van de
toxiciteit wvan PMU t.o.v. PZU voor gevolg heeft, en dat 1in te-
gendeel het non-ionische lissapol NX de toxiciteit wvan PMU

sterk verhoogt.

Een nauwkeuriger verklaring 1is bijgevolg dat enkel
ethomeen S25 en niet lissapol NX een zekere Dblokkering wvan de
paraquatopname veroorzaakt. Dit kan gebeuren doordat ethomeen
S25 preferentieel aan de wiercellen wordt geadsorbeerd ofwel
doordat ethomeen S25 met paraquat 1in bepaalde koncentraties
een 1inaktief kompleks vormt. Paraquat en ethomeen S25 hebben
echter dezelfde 1lading waardoor de eventuele kompleksvorming
zeker niet het gevolg 1s van een elektrostatische aantrekking

tussen de twee komponenten.

6.3.3.2. Poecilia reticulata

In de vergelijking wvan de drie proeven met Poecilia
reticulata waarbij de kombinatie van de mengsels van ethomeen
S25 en lissapol NX in een verhouding 1:9, 1:1 en 9:1, met pa-
raquat werden uitgetest, 1s het opvallend dat de 1isopleten
voor de 3 proeven bijna samenvallen. Dit geldt voornamelijk
voor de 50% mortaliteit isopleten (Figuur 45D) . Voor lage pa-

raquatkoncentraties bestaat er enig wverschil

Toevoeging van 75% detergenten aan 5 ppm paraquat in
een verhouding wvan 1:9 ethomeen S25/lissapol NX, heeft 30%
mortaliteit voor gevolg, in een 1:1 verhouding slechts 20%, en

in een 9:1 verhouding nog geen 10% (Figuur 45A, B en C).

De twee uitvloeiers afzonderlijk =zijn biezonder tox-
. . . 926
isch voor P. reticulata (zie 5.5.3.). De TL”-waarden van
ethomeen S25 en lissapol NX zijn respektievelijk 2.4 en 12.5

96
ppm. De TL"Q-waarde voor PZU 1is 22 ppm.

Het 1is bijgevolg merkwaardig dat de kombinatie wvan
9 delen van het meest toxische produkt ethomeen S25 met 1 deel

lissapol NX, 1in lage paragquatkoncentraties, minder toxisch 1is
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dan de kombinatie met een mengsel van 1:9 ethomeen S25/lissa-
pol NX. Voor hoge paraquaticoncentraties wordt bij kombinatie
met het mengsel van 9:1 ethomeen S25/lissapol NX de tolerantie-
limiet wvan P . reticulata voor ethomeen S25 overschreden en

wordt de toxiciteit van paraquat wel beduidend vermeerderd.

Naast hun "wetting" eigenschappen zijn de uitvloeiers
in staat de eigenschappen van de biologische membranen te wij-
zigen. In het geval van de vis Poecilia reticulata 1is dit me-
chanisme zeer waarschijnlijk verantwoordelijk voor de verhoogde
toxiciteit wvan PMU t.o.v. deze wvan PZU. Immers, de toegediende
uitvloeiers zijn zelf schadelijke produkten die ernstige kieuw-
beschadiging voor gevolg hebben. Hierdoor wordt de gastuitwis-
seling belemmerd en verliezen de membranen hun osmotische of
ionische stabiliteit (ABEL, 1974) .

Uit andere proeven met vissen bleek dat de toxiciteit van pa-
raqguat steeds werd verhoogd door het toevoegen van detergenten

(CARTER & WILLIAMS, 1968) .

6.3.4.Besluiten

1) Ais konklusie uit deze twee faktoriéle experimenten kunnen
we stellen dat de toxiciteit van een formulering zelden uit-
sluitend door de hoeveelheid aanwezige aktieve stof wordt be-
paald. Sommige additieven =zijn =zelf zeer toxische produkten.

Doch =zelfs met de kennis wvan de toxiciteit wvan elk van de kom-
ponenten 1is het onmogelijk voorspellingen te doen 1in verband

met de toxiciteit van een bepaald mengsel.

2) Uit de proeven met Scenedesmus opoliensis blijkt dat
de interakties tussen paraquat en de twee uitvloeiers verschil-
len in funktie van de absolute koncentratie van elk van de
komponenten. In sommige kombinaties kan men een "antagonisme"
tussen de toxikanten waarnemen 1.p.v. de meer voor de hand
liggende additieve of synergistische werking.

In de biocoassays met PMU en PZU afzonderlijk (zie 5.2.5.)

werd deze antagonistische werking ook teruggevonden. Het 1is
bijgevolg mogelijk aan de hand van een vergelijking van deze

biologische toetsen de samenstelling van PMU te achterhalen.
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3) Zowel voor de vis Poecilia reticulata ais voor het
groenwier Scenedesmus opoliensis 1is lissapol NX minder toxisch
dan ethomeen S25. Toch wordt de toxiciteit wvan paraquat voor
deze organismen meer verhoogd door het toevoegen van lissapol
NX dan door het toevoegen van ethomeen S25.

In het geval van opoliensis werd hiervoor, en ook
voor het waargenomen antagoni sme tussen de uitvloeiers en pa-
raquat, een verklaring gezocht in de tensio-aktieve eigenschap-
pen en de lading van de detergenten : ethomeen S25 schermt de
wiercellen af tegen het effekt van paraquat.

In het geval van P” reticulata menen wij dat voorname-
lijk de eigenschap van de detergenten om de permeabiliteit wvan
biologische membranen te wijzigen, de toxiciteit van para-

quat met uitvloeiers beinvloedt.

6.4. Vergelijking wvan de resultaten van de faktoriéle experi-
menten met de resultaten van de gewone bioassays op wie-

ren, crustaceeén en vissen

Uit vorige hoofdstukken blijkt dat er een groot verschil
bestaat tussen de verschillende testorganismen wat betreft het

effekt van de detergenten op de toxiciteit van paraquat

1) Voor de twee wiersoorten Scenedesmus opoliensis en

Chlamydomonas reinhardi 1is tegen alle verwachtingen in de kom-

merciéle formulering van paraquat met uitvloeiers (PMU) (gramox-
one genaamd) minder toxisch dan paraquat =zonder uitvloeiers
(PZU) (gramoxone 272U genaamd) .

Dit 1is ook zeer sterk het geval met de larven van de
estuariene modderkrab Rhithropanopeus harrisii . De cladoce-
ren Daphnia magna en Daphnia pulex vertonen echter geen noe-
menswaardig verschil in het effekt wvan PMU en van PZU. Voor
al deze soorten 1is lissapol NX minder toxisch dan ethomeen
S25 en zijn de uitvloeiers minder toxisch dan het herbicide

zelf.

Uit het faktorieel experiment 1is gebleken dat een an-
tagonistisch effekt tussen de detergenten en het herbicide,
zoals Dbij opoliensis wordt waargenomen, afhankelijk is wvan
de samenstelling en de koncentratie van het mengsel. Indien

25 a 50% wvan de twee uitvloeiers aan paragquat wordt toegevoegd
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met overmaat ethomeen S25, wordt het effekt wvan paraquat ver-
kleind. In alle andere gevallen werken de produkten synergis-
tisch. Lissapol NX heeft niettegenstaande zijn lagere indivi-
duele toxiciteit toch een grotere synergistische werking met

paraquat dan ethomeen S25.

Het 1is duidelijk dat voor al deze soorten niet zo =zeer

is

het eigen toxisch effekt van de uitvloeiers (bv. het beschadi-
gen van de membraansystemen wegens eiwitdenaturatie) wvan belang
voor de toxiciteit van PMU,maar wel de fysische eigenschappen
van deze produkten (adsorptie, tensio-aktieve eigenschappen).
Vandaar dat de interakties =zo sterk kunnen variéren naargelang
de samenstelling van het mengsel.

2) Vissen daarentegen zijn zeer gevoelig voor detergen-

ten ; de verhoogde membraanpermeabiliteit, vnl . ter hoogte
van het kieuwepiteel, is verantwoordelijk voor de verhoogde
toxische werking wvan PMU t.o.v. PZU. Het effekt wvan de deter-

genten op het kieuwepitheel is een 1irreversiebel proces.

Hier speelt de individuéle toxiciteit van de detergen-
ten wél een belangrijke rol in de toxiciteit wvan het mengsel.
Een voorbeeld hiervan : er 1is een groter verschil in het ef-
fekt wvan PMU en het effekt wvan PZU bij Brachydanio rerio dan
bij Poecilia reticulata. Dit kan verklaard worden doordat B.
rerio gevoeliger 1is voor de detergenten dan P”® reticulata.

Een ander voorbeeld : B" rerio-eieren zijn gevoeliger dan de

larven zowel voor PMU ais voor de beide uitvloeiers.

Dat er echter ook een interaktie tussen de komponen-
ten van het mengsel bestaat, wordt bewezen door het feit dat
lissapol NX een kleiner afzonderlijk effekt heeft op P* reti-
culata dan ethomeen S25, maar dat het toch een groter syner-

gistisch effekt met paraquat vertoont dan ethomeen S25.

We kunnen onze vaststellingen ais volgt samenvatten
- De individuéle toxiciteit van detergenten berust grotendeels
op een verhoging van de membraanpermeabiliteit en in hogere
koncentraties op het beschadigen van de membraansystemen.
- Organismen =zoals de groenwieren Scenedesmus opoliensis en

Chlamydomonas,reinhardi, de crustaceeén Daphnia magna,
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Daphnia pulex en Rhithropanopeus harrisii zijn relatief goed

bestand tegen dit effekt wvan de detergenten lissapol NX én

ethomeen S25. Daarentegen zijn vissen (adulten, eieren en
larven) veel gevoeliger voor de uitvloeiers dan voor para-
quat.

Door het feit dat de doorlaatbaarheid wvan de membranen (waar-

langs paraquat wordt opgenomen) door de detergenten wordt
verhoogd, vermeerdert ook het effekt wvan PMU t.o.v. het ef-
fekt wvan PZU.

Voor vissen 1ligt dit effekt aan de basis wvan het verschil in
toxiciteit tussen PMU en PZU. Er 1is echter ¢één belangrijke
opmerking : het individueel effekt wvan de tensio-aktieve stof
is niet eenvoudig te korreleren met het effekt van een meng-
sel.

Voor testorganismen die beter beschermd =zijn tegen de invloed
van detergenten, spelen daarentegen de fysische en tensio-
aktieve interakties tussen het paraquat, de detergenten en

de organismen een grote rol in het toxiciteitsverschil tus-
sen PMU en PZU. De biologische membranen worden niet onmid-
dellijk dirreversiebel aangetast, maar er bestaan hydrofiel-
lipofiel-interakties en adsorptiever schijnselen tussen het
paraquat, de detergenten en de organismen waardoor het moge-
lijk wordt dat 1in sommige gevallen antagonistische werkingen

optreden.



Figuur 45bis: Partitionering van een polluans in een aquatisch ecosysteem (naar BENIJTS
en PERSOONE, 1976)
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7. PARTITIONERING VAN HERBICIDEN IN EEN AQUATISCH ECOSYSTEEM
7.1. Inleiding

Pesticiden worden opgenomen en verspreid 1in de gasvormi-

ge, vloeibare en vaste faze van het milieu.

Figuur 45 bis (naar BENIJTS & PERSOONE,1976) (1” geeft een
tentatief schema weer van de diverse richtingen langswaar een

produkt 1in het aquatisch systeem verspreid wordt.

Wanneer een produkt 1in de waterige faze wvan het gquatisch
ekosysteem terecht komt gebeurt de "partitionering" ervan 1in
de eerste plaats volgens de fysische en chemische eigenschap-
pen van dit produkt : vluchtigheid, oplosbaarheid, adsorptie-

graad, hydrostatische bindingen, enz...

Van zodra een produkt in het waterig milieu is opgelost,
wordt het naargelang de dynamiek van het systeem en de start-
koncentratie wvan het produkt, in min of meerdere mate gedilu-
eerd. Andere oorzaken van de daling in koncentratie wvan een
chemische stof in het vloeibaar medium, zijn de verdamping van

het produkt en/of chemische of fotochemische omzettingen.

Terzelfder tijd komt het produkt in kontakt met beweeglij-
ke of onbeweeglijke substraten, waaraan het min of meer sterk
gaat adsorberen, of indien het om levende organismen gaat,
waarin het eveneens kan worden geabsorbeerd. Via desorptie en/
of exkretie, kan het produkt, veranderd of onveranderd, terug

aan het medium worden vrijgegeven.

De voornaamste substraten waaraan of waarin een pesticide
in een aquatisch ekosysteem kan worden geakkumuleerd zijn
enerzijds, het plankton, het nekton, de watervegetatie en par-
tikels 1in suspensie, en anderzijds, de sedimenten met het mi-

kro-, meio- en makrobenthon.

De verspreiding van een produkt wordt dus 1in de tweede
plaats bepaald door de fysische en chemische eigenschappen van

de sub straten van belang.

Bij het adsorptieproces =zijn in dit verband voornamelijk
de chemische konfiguratie en de elektrische potentiaal wvan het
substraat wvan belang.

De opname van een produkt binnen een organisme of de ab-

(1) Syntese-rapport voor het I.C.W.B.-Projekt Noordzee (niet gepubliceerd).



sorptie wordt voornamelijk bepaald door het transport doorheen

biologische membranen en cellulaire barrieres. Op zijn beurt

is dit transport afhankelijk wvan de fysische en chemische ei-

genschappen van deze barrieres.

De adsorptie sluit de absorptie niet uit doch dit eerste
fenomeen gebeurt sneller en bereikt ook sneller een plateau ;
het uitwendig oppervlak van een organisme 1is 1immers vlugger
verzadigd aan een bepaald produkt dan het inwendig milieu wvan

het organisme.

De desorptie van geadsorbeerd materiaal gebeurt meestal
vliugger dan de exkretie van geabsorbeerd materiaal. Nochtans
kunnen bij geadsorbeerde polaire stoffen de hydrostatische bin-
dingen met het substraat =zodanig sterk zijn, dat het adsorptie-

proces bijna irreversiebel 1ijkt.

Het geabsorbeerd materiaal kan ten slotte in het organis-

me een biotransformatie of biodegradatie ondergaan.

De akkumulatie van chemikalién 1in de primaire producenten
(nanoplankton en fytoplankton) die het grootste deel van het
substraatoppervlak vertegenwoordigen, wordt normaliter gevolgd
door een opname van laatstgenoemde organismen door het zodplank-
ton ; het zodplankton dient op zijn beurt ais voedsel voor ho-
gere organismen. Naast de dosis die door elk van deze organis-
men rechtstreeks wordt opgehoopt, kan dus een additionele hoe-
veelheid toxikans via de voedselbaan worden geakkumuleerd

("biological magnification").

De grote kompleksiteit van de ad-, ab- en desorptiekine-
tiek wordt nog vermeerderd door de grote diversiteit wvan de
biota 1in het waterig ekosysteem en door de 1ingewikkelde fysi-

cochemische dynamiek van het milieu.

Het 1is bijgevolg een zeer moeilijke opdracht om na te gaan
welk effekt een bepaald toxikans (om niet te spreken van meng-
sels) heeft op de biologische gemeenschappen 1in een bepaald

ekosys teem.

De meest algemeen gebruikte middelen hiertoe =zijn, ener-
zijds de toxikologische experimenten zoals reeds 1in vorige
hoofdstukken werden behandeld, en anderzijds de proeven waarin
de partitioner ing van een bepaald produkt 1in een bepaald milieu

wordt bestudeerd.
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In de volgende hoofdstukken zullen wij achtereenvolgens
de akkumulatie van de onderzochte herbiciden behandelen ter
hoogte wvan de sedimenten, de akkumulatie bij de gesuspendeerde
wiercellen Scenedesmus opoliensis en de akkumulatie bij de vis-

sen Poecilia reticulata en Brachydanio rerio.

7.2. Adsorptie aan de sedimenten
7.2.1. 1Inleiding

De partitionering van herbiciden 1in een akwatisch
ekosysteem wordt eerst en vooral bepaald door de adsorptiegraad
van deze produkten aan het sediment. De adsorptiekapaeiteit
van de sedimenten 1s omzeggens onbeperkt 1in vergelijking met de
koncentraties herbicide die gemiddeld in het water terecht ko-
men. Hierdoor is het mogelijk dat de aangewende dosis Dbinnen
korte tijd, na de behandeling, bijna volledig uit het waterig
milieu 1s verdwenen. Eens geadsorbeerd aan het sediment zijn
de herbiciden praktisch zonder effekt op de pelagische fauna

en flora van het waterig systeem.

Ofschoon we dit aspekt =zelf niet hebben onderzocht
hebben we een syntese gemaakt van de gegevens wuit de literatuur

hieromtrent

7.2.2. Adsorptie van paraejuat _en_dicjuat

Paraquat en diquat =zijn twee sterk wateroplosbare
organische kationen en worden sterk geadsorbeerd aan partikels
met kationen-uitwisselende eigenschappen. De adsorptie- en de-
sorptie-karakter istieken van deze twee herbiciden en de 1invloed

van pH en temperatuur op dit proces werden bestudeerd door HAR-

RIS & WARREN (1964), COATS et al. (1966), WEBER et al. (1965),
CORBIN et al. (1965), FRANK & COMES (1967), FRANK (1970), TUC-
KER et al. (1967), CLARK (1971), BURNS et al. (1973), BURNS &
HAYES (1974), KHAN et al. (1975), FRYER et al. 1975), GAMAR &

MUSTAFA (1975), .en anderen.

De samengevatte bevindingen van deze auteurs =zijn
1. Paraquat en digquat worden sterk geadsorbeerd aan montmoril-

loniet, Fuller's aarde, kationenuitwisselaar s en organisch
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bodemmateriaal ; minder sterk aan zand en leemzand en wei-
nig of niet aan polystyreenhars, houtskool en anionenuit-
wisselaars.

Paraquat en diquat desorberen veel gemakkelijker wuit zand

dan uit bodem rijk aan klei of organische stoffen.

Het adsorptiemechanisme van paraquat 1is hoofdzakelijk fysisch,
te wijten aan een 1ionenuitwisselingseffekt ; een fraktie wvan
het paraquat blijft dirreveriibel geadsorbeerd en onbereikbaar
voor biodegradatie (PIERCE et al., 1971)

De hoeveelheid geadsorbeerd materiaal blijkt niet afhankelijk
te zijn van de pH, de temperatuur of de expositieduur.

Bij koncentraties gebruikt voor de verdelging van de water-
vegetatie (enkele ppm) worden deze herbiciden 1in de waterige
fraktie meestal niet teruggevonden na 5 tot 8 dagen en vrij-
wel nooit meer na 10 tot 14 dagen (FRANK, op.cit.)

Zij worden 1immers snel door de sedimenten geadsorbeerd waar-

in ze maanden persisteren.

KHAN et al. (op.cit.) vonden na 5 maand nog steeds eenzelfde
koncentratie residu in de bodem. Uit de tabel wvan FRANK &
COMES (op.cit.) (Tabel 39) blijkt dat het gehalte paraquat

in de bodem slechts begin te dalen vanaf 56 dagen en het

gehalte digquat pas na 160 dagen.

2,4-D Paraqti.it Diquat Kn«lot Inill
Pay» after
treatment Witter Soil W ater Soil W ater Soil Water
0.024 4.96 0.55 3.56 0.49 0.47 0.15
0.029 2.40 0.48 ' 11.70 0.12 0 85 0.18
0.054 1.02 0.21 36.90 0.01 2.14 0.1 »
0.048 2.67 0.02 42.16 <0.001 1.23 0.017
0.053 0.60  <0.001 42.12 5.3k 0.023
0067 0.45 . 35.46 7.40 0.002
. 0.019 0.66 47.23 20.12 P.00O1
. <0.001 0.06 37.82 12.57 <0.001
0.10 20.51 36.HO
<0.005 10.73 35.55
24.23
M .ach value it (hc average of three ».unpin taken from the «ante pond.
Tabel 39 : Résidus (in ppm) in het water en de sedimenten van

vijvers behandeld met 2,4-D, paraquat of diquat. De
koncentratie in het water bij de start is respektie-
velijk 1.33, 1.14 en 0.62 ppm (naar FRANK & COMES,
1967),

7.2.3. Adsorptie van_ 274-D

Polaire stoffen waaronder de chlorofenoxyderivaten
kunnen aan de bodempartikels geadsorbeerd worden maar persis-

teren er slechts voor een relatief korte duur : maximum 1 jaar
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(PIERCE et al., 1971), dit in tegenstelling met niet polaire
stoffen, =zoals gechloreerde'KWS die tot 30 jaar kunnen persis-

teren.

De adsorptie en desorptiekinetiek werd bestudeerd

door ALY & FAUST (1964), FRANK & COMES (1967), FRANK (1970),

PIERCE et al. (1971), SCHULTZ (1973), SAXENA et al. (1974),
SUFFLING et al. (1974), KHAN (1974), SCHULTZ & WHITNEY (1974),
SCHULTZ & HARMAN (1974), DIEGUEZ-CARBONELL & PASCUAL (1974),

en anderen.

Uit al deze onderzoekingen blijken volgende vaststel-
lingen

1. 2,4-D wordt snel geadsorbeerd aan mon tmoril loniet al dan
niet gekombineerd met een humuszuur,en aan organo-kleikomplek-
sen (zoals Dbv. 1in podzolbodems). De adsorptie gebeurt minder
snel door aktieve kool en kleipartikels alleen. Het pro-
dukt adsorbeert praktisch niet aan agar.

De desorptie uit bodems rijk aan klei en organisch materiaal
is te verwaarlozen 1in het eerste jaar na de behandeling.

2. De 2,4-D adsorptie aan het organoklei-kompleks 1is fysisch
van het"Van der Waalad'-type.

3. De adsorptiegraad stijgt bij dalende pH en dalende tempera-
tuur .

4. Vanaf de eerste dag na het toedienen in het water 1is het ge-
.halte teruggevonden in het water veel 1lager dan de startkon-
centratie. 2,4-D wordt snel geadsorbeerd aan de sedimenten,
waarin het een wisselende tijd persisteert, meestal slechts
een 7-8 dagen, maar gaande tot maximum een Jjaar (Tabel 39).
Het verdwijnen uit de bodem 1is te wijten aan fotodegradatie

en biodegradatie door bodemmikrodrganismen.

7.3. Adsorptie van paraquat en diquat aan wiercellen Scenedes-

mus opoliensis
7.3.1. Inleiding

Naast de hoge adsorptie aan het sediment vermindert de
paraquat en diquatkoncentratie 1in het water ook door adsorptie
aan plantenmateriaal in suspensie of aan de ondergedompelde

makrofytenvegetatie.
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Volgens SEAMAN & THOMAS (1966) akkumuleren de blade-
ren van 3 soorten waterplanten, ondergedompe 1ld in een waterige
diquat-oplossing, dit herbicide tot koncentraties verscheidene
malen groter dan deze van het omringend milieu. Deze adsorptie
blijkt meer het gevolg te zijn van een fysische aantrekking wvan
de kationen en de negatief geladen bladoppervlakten dan van

chemische reakties (BRIAN, 1967) .

De adsorptie en absorptie wvan 2,4-D door hogere plan-
ten blijft echter kwantitatief gering en gebeurt hoofdzakelijk
via een metabo lisat ie van de molekule (VALENTINE & BINGHAM,

1974 ; COBLE et al. (1970) .

Er zijn enkele argumenten om aan te nemen dat wieren
zeer efficiént herbiciden uit het water kunnen opnemen (WOYTA-
LIK et al., 1971) . Van een ganse reeks mikroskopische algen
bleek nochtans, alleen het groenwier Scenedesmus guadricauda in
staat te zijn om het 2,4-D in =zijn niet gedissocieerde =zure vorm
op te nemen (VALENTINE & BINGHAM, op.cit.) (licht =zure pH en

beter 1in duisternis dan in 1licht.

Deze adsorptie aan het fytoplankton kan ais dusdanig
de oorzaak zijn van het snel verdwijnen van 2,4-D 1in natuurlij-
ke wvijvers, zoals door FRANK & COMES (1967) werd aangetoond
(zie Tabel 39). Het residu 2,4-D 1in de sedimenten is boven-
dien veel kleiner dan in het residu paraquat of digquat. Voor
deze laatste twee produkten blijkt het gehalte 1in het water

omgekeerd evenredig te zijn met de koncentratie 1in het sediment.

Wij hebben gepoogd, aan de hand van twee laborato-
riumproeven die hierna beschreven worden, de adsorptiegraad

van beide dipyridyliums aan Scenedesmus opoliensis te bepalen.

7.3.2. Materiaal en metode

In een bioassay-rek voor wieren (zie 5.2.4.) werden
2x12 buizen opgesteld met telkens 100 ml van een 5 ppm paraquat
of diquat-oplossing. De ene reeks van twaalf buizen werd be-
licht met 2 TL-lampen van 65 Watt op een afstand wvan 10 cm, de
andere reeks werd 1in volledige duisternis gehouden. De lucht-

doorborre 1ling was 1in alle buizen dezelfde : 20045 ml/min. De
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testtemperatuur bedroeg 23°+1°C.

Verschillende koncentraties levende Scenedesmus Opo-
liensis -coenobia werden in het medium geént tot suspensies van
respektievelijk 0.5, 5 en 10x10" cellen/ml. De proef werd 1in

duplo opgesteld.

De adsorptie wvan paraquat en diguat aan levende wier-
cellen in funktie wvan de tijd werd berekend aan de hand van de
residuéle koncentratie in het testmedium. Onmiddellijk na het
toevoegen van de wiercellen aan het medium, werd uit elke buis

een staal van 5 ml genomen met een speciale Millipore 1injektie-

spuit met glasvezelfilter. Op die manier kon de vloeistof snel
van de wiercellen gescheiden worden. Voor elk staal gebruikten
we een nieuwe filter. Om de 30 minuten en later met grotere

tussenpozen t<rerd van elke kuituur een staal genomen.

De koncentratie paraquat en diquat werd kolorime-
trisch bepaald respektievelijk volgens de metode wvan
CALDERBANK & YUEN (1965) en deze van CALDERBANK et al. (1961),
beide steunend op een rechtstreekse kleurvorming na reduktie
met Na-dithioniet 1in alkalisch midden. ¥oor digquat werd de
extinktie bepaald bij 379 nm en vervolgens bij375, 383 en 385
nm. Voor paraquat werd de optische densiteit bepaald bij 396
nm en 392, 400 en 401 nm. Er werd gebruik gemaakt wvan een

Zeiss Spektrofotometer type PM Q II.

Een korrektie voor de achtergrond-adsorptie werd ge-
maakt volgens de metode wvan MORTON & STUBBS (1940)
Hiervoor worden de extinkties genoteerd bij verschillende golf-
lengten, vervolgens wordt op twee verschillende manieren een
korrektie gemaakt voor de "background adsorption", op basis wvan
de hypotese dat deze "achtergrond-adsorptie"™ 1lineair 1is voor
het smalle golflengtegebied dat werd onderzocht. Afwijkingen
van deze lineariteit worden onmiddellijk waargenomen ais er be-
langrijke verschillen zijn 1in de twee gekorrigeerde extinktie-
waarden. Het research-team wvan ICI te Jealott's Hill in Enge-
land bepaalde de koéfficiénten van deze twee vergelijkingen voor
het geval wvan digquat en paraquat. Voor digquat worden deze ge-
korrigeerde waarden berekend aan de hand van de vergelijkingen

(PPRAM 5, 1972)
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E*c) corrected 1 =3.79 E:yg " 2.28 E::s - 1.52 E.gqg:;

E~"ygCorrected 2 =2.49 (2 x Egyg * #%*375 “ E383"

waarbij Sgyg» E375 >E383 en E385de extinEtiewaar<”en zijn E:™~
respektievelij k 379, 375 383 en 385 nui.

Voor paraquat =zijn de vergelijkingen (PPRAM 1, 1972)
E396COrreCted 1 =2,91 E396¢ “ 1,61 E392 “ 1,28 E401

E396COrreCted 2 =1,68 (2 X E396 " E392 " E400}

waarbij E%%%, EO%@E,E 6@
respektievelijk 396, 392, 400 en 401 nm.

en %Of'de extinktiewaarden zijn Dbij

Het gemiddelde tussen de twee gekorrigeerde waarden geeft de
meest betrouwbare extinktiewaarde weer voor het onderzochte

staal.

7.3.3. Resultaten

Bepalen van de molaire extinktiekoéfficiént

Figuur 46 en 47 geven de door ons opgestelde ijkkur-
ven weer voor analytisch zuiver paraquat-dichloride” * en di-
quat-dibromide-monohydraat””. Aflezingen kunnen nauwkeurig
gebeuren tot een koncentratie wvan 0.1 ppm voor beide dipyridy-
liums. De molaire extinktiekoéfficiént berekend uit onze ge-
gevens voor het digquat-kation is e = 28000. Dit is in over-
eenstemming met de molaire extinktiekoéfficiént berekend door
CALDERBANK et al. (1961) . Voor het paraquat-kation =zijn onze
experimentele gegevens 1in overeenstemming met die wvan SHARP et
al. (1972) wanneer deze laatste worden omgerekend van paraquat-

dichloride tot paragquat-kation : e = 32000.

- Bepalen van de adsorptie aan glasveze lfillers

Vooreerst werd het percentage paraquat of diquat
bepaald dat gedurende de staalname aan de glasveze lfiller in
de Millipore spuit adsorbeerde.
Uit de resultaten van een reeks van 20 stalen met 10 ppm para-

quat en diquat konden we besluiten dat 8.90%470.67 wvan het di~

(1) Beide analytische produkten werden ons bezorgd door het laboratorium
van ICI te Jealott's Hill, Berkshire, England,
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A: in het 1licht.

B: in het donker.

Koncentratie* diquat in het blanko-medium en in het
medium met 0.5 x 104, 5 x 10 en 10 x 10* wiercellen
per ml i.f.v. de tijd.
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quat aan de filter werd geadsorbeerd en 5.0%70.26 van het pa-
raquat (betrouwbaarheidsgrenzen t.6 zijn berekend op het p<0.05

niveau) .

7.3.3.1. Aklcumu”la“ie van diquat

Figuur 48 geeft de koncentratie van het medium (in
ppm) 1in funktie wvan de tijd weer, van de doorborrelingsbuizen
in het 1licht en in het donker, telkens voor 3 verschillende

wierkoncentraties en één blanko-opstelling zonder wieren.

Zowel in het 1licht ais in het donker blijft de diquat-
koncentratie 1in de blanko konstant, ni. 4.45 ppm. T.o.v. de
oorspronkelijke 5 ppm betekent dit dat er 8.9% digquat niet
wordt teruggevonden. Dit stemt overeen met de hoeveelheid di-
quat die tijdens de staalname aan de glasvezelfilter wordt ge-
adsorbeerd. Deze blankowaarde wordt 1in de grafieken voor de

testopstellingen weergegeven met een asterisk.

Uit de grafieken blijkt dat de adsorptie van digquat
verhoogt naarmate de celkoncentratie van de Scenedesmus-suspen-
sie stijgt. Niet alleen de totale geakkumuleerde hoeveelheid
doch vooral de snelheid waarmee het produkt aan de wiercellen
wordt geakkumuleerd, is verschillend.

Bij een wiersuspens ie met een koncentratie wvan 10x10" cellen/ml
is vanaf de eerste meting praktisch de maximale hoe%eelheid di-
quat geakkumuleerd. Voor de wierkoncentraties 5x10 cellen/ml

en 0.5x10" cellen/ml wordt dit evenwicht slechts bereikt na

5 uur. Het celaantal in elk van de buizen werd na 24 uur na-
gegaan : in geen enkel geval wijkt dit aantal meer dan 5% af

van de oorspronkelijke koncentratie.

De invloed van de belichting op de akkumulatie aan
wiercellen 1is niet =zo duidelijk. Er wvalt alleen een ietwat
grotere spreiding van de duploresullaten en ook van de opeen-
volgende metingen 1in de. blanko waar te nemen 1in het donker dan
in het 1licht. Daarom wordt 1in Figuur 49 telkens het verschil
weergegeven tussen de gemeten koncentratie. diquat 1i.n de test-
media en 1in de respektievelijke blanko-opstelling. Op die ma-
nier wordt automatisch een korrektie gemaakt voor de adsorptie

aan de glaswand,en de filter.
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Uit deze figuur 1is het duidelijk dat na 5 uur de Sce-
nedesmus-cellen zowel 1in het 1licht ais 1in het donker praktisch
verzadigd =zijn aan diquat. Analoog vonden KHAN & KHAN (1974)
dat een suspensie (21000 cellen/ral) van een verwante wiersoort
Ankistrodesmus spiralis na 4 tot 8 uur volledig verzadigd was

aan fotodieldrin.

Na 5 uur inkubatie verschilt het gehalte aan diquat
van de kuituren in het donker weinig in funktie wvan stijgende
wierkogcentraties : door de suspensies met 10x10”, 5x10" en
0.5x10 cellen/ml werd respektievelijk 1.45 ppm, 1.3 ppm en
1.2 ppm digquat geakkumuleerd van de 5 ppm oorspronkelijk in

het medium aanwezig.

In het 1licht daarentegen 1is na 5 uur het gehalte aan
diquat dat werd geakkumuleerd wél gekorreleerd met de wierkon-
centratie : de kuituren met 10x106, 5x106 en O.5xlO6 cellen/ml
akkumuleerden respektievelijk 1.4 ppm, 0.95 ppm en 0.4 ppm van
de oorspronkelijk 5 ppm diguat uit het medium.

In de test met de laagste koncentraties aan wieren wordt diquat
uit een medium met een koncentratie wvan 5 ppm bijgevolg meer en

vlugger geakkumuleerd in het donker dan in het 1licht.

7.3.3.2. Ojpmer*ki”njg i n ve r band me”t de” kol o:r imeJ"r iscjici ]leP.a.L"I!8

van difiia t

Na 24 uur was het niet meer mogelijk de digquatkoncen-
tratie 1in de buizen te meten. Er werd 1immers vastgesteld dat
tussen ongeveer 24 en 30 uur doorborre ling zowel 1in de belich-
te ais niet-belichte buizen de testoplossing verkleurde. Er
werd een gele komponent gevormd met een adsorptiepiek bij
462 nm. Figuren 50 en 51 geven bet adsorptiespektrum van het
niet gereduceerde diquat weer, bestaande uit twee pieken, en

van het niet gereduceerde digquat samen met de gele komponent.

7.3.3.3. Akkumu latie van Jj3araclua t

Figuur 52 geeft het verschil weer tussen de gemeten
paraquatkoncentratie in het testmedium en in de blanko-opstel-

ling .
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Zoals voor digquat wordt de paraquat-adsorptie niet
sterk beinvloed door een verdubbeling wvan het aantal wiercel-
len 1in suspensie (5xlO6 of 1OxlO6 cellen/ml) .

De akkumulatie van paraquat door Scenedesmus-cellen 1is in elk
geval veel geringer dan deze van diquat.

Er valt moeilijk een onderscheid te maken tussen de akkumula-
tie van paraquat door Sj opoliensis-cellen in het 1licht en in

het donker.

7.3.4. Bespreking van _de re sullaten

- Aan de hand van de uitgevoerde experimenten 1s het spij-
tig genoeg niet mogelijk uit te maken welk percentage herbici-
de aan de celwand van Scenedesmus wordt geadsorbeerd, en welk
% eventueel doorheen de celwand wordt getransporteerd en dus
door de wiercellen wordt geabsorbeerd. Een mogelijk argument
om aan te nemen dat het bij diguat vooral om een adsorptiepro-
ces gaat eerder dan om een absorptie, is de snelheid wvan akku-

mulatie en het feit dat deze snelle akkumulatiefaze wordt ge-

volgd door een plateaufaze.

De oorzaak van de grotere akkumulatie van diguat bij Sce-
nedesmus opoliensis in het donker dan in het 1licht, kon ook
niet worden achterhaald.

Enerzijds 1is het mogelijk dat Scenedesmus preferentieel
chemikalién akkumuleert in het donker i.p.v. 1in het 1licht.
Hiervoor verwijzen we naar de proeven van VALENTINE & BINGHAM
(1974) die aantoonden dat Scenedesmus gquadricauda meer 2,4-D
adsorbeert 1in het donker dan in het 1licht. Waar het 1licht geen
direkte invloed heeft op de herbicide werking van 2,4-D, is dit
wel duidelijk het geval met diguat (zie 4.1.2.)

Het 1is ais dusdanig niet uitgesloten dat de hogere akkumulatie
van diquat 1in het donker verband houdt met de kleinere herbi-
cide werking wvan dit produkt 1in het donker. Het wvalt echter
op te merken dat 1in tegenstelling met het zeer snelle akkumu-
latieproces, de herbicide werking wvan digquat =zich niet onmid-
dellijk manifesteert.

STOKES et al. (1970) wvonden dat ondanks het feit dat diquat

reeds 60 minuten na de toepassing een 1inhibitie wvan de fotosyn-
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tese veroorzaakte bij Chlorella, het nog 10 uur duurde vooral-
eer er enige verandering 1in de struktuur van de chloroplast
(aktieplaats wvan het herbicide) kon worden waargenomen. Deze
auteurs konkludeerden dat "if the early inhibition of photo-
synthesis and respiration were caused by structural changes

to organelles, this must occur at a level not resolvable by
electron microscopy".

Indien in de eerste vijf uur na de toediening de akkumu-
latie wvan diquat in Scenedesmus opoliensis-cellen gekorreleerd
is met zijn herbicide werking, dan berust deze korrelatie bij-
gevolg waarschijnlijk op een fysiologische verandering wvan de

wiercellen.

- Paraquat akkumuleert minder in Sj opoliensis-cellen dan di-
quat. Uit landbouwexperimenten 1s gebleken dat paragquat en
digquat 1in gelijke mate geadsorbeerd worden door sterk organisch
beladen bodems, maar dat minerale bodems daarentegen preferen-
tieel diguat adsorberen (GAMAR & MUSTAFA, 1975) .

Het onderzoek wvan BEST et al. (1972) kan hiervoor een
verklaring geven. Deze auteurs stelden namelijk wvast dat men
een onderscheid moet maken tussen flexibele en rigide substra-
ten. De organisch beladen bodems behoren tot het eerste type
en de minerale bodems tot het tweede. BEST et al. (op.cit.)
bewezen dat diquat beter door rigide substraten wordt geadsor-
beerd dan paragquat en dat dit te wijten is aan de kleinere af-
stand tussen de ladingen van de molekulen (bij diquat bedraagt
de afstand tussen de twee kwaternaire ammoniumkernen 35 nm en
bij paraquat 1is dit 75 nm) . "The adsorbent tends to favour
the ion whose charge separation matches the charge distribu-
tion in the matrix". Flexibele adsorbantia 1in tegenstelling
met rigide, veranderen hun molekulaire konfiguratie waardoor
de adsorptie van beide molekulen 1in even grote mate kan ge-
beuren.

Naar analogie -hiermee kunnen wij stellen dat, in de hypo-
tese dat het akkumulatieproces 1in hoofdzaak berust op een ad-
sorptie, de celwand van Scenedesmus een rigide struktuur is
waaraan gemiddeld 30% wvan het aanwezige diquat en slechts 5%

van het aanwezige paraquat worden geadsorbeerd.
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7.3.5. Besluiten

Uit de 1literatuur en onze eigen bevindingen kunnen
we besluiten dat

- de dipyridylium-herbiciden paraquat en diquat snel en sterk
worden geadsorbeerd aan de organisch geladen sedimenten.

Het adsorptiemechanisme berust hoofdzakelijk op een direkte
elektrostatische interakties van de herbicide-molekulen
(positief geladen) en de negatieve polen van het substraat.

- aan starre Strukturen wordt preferentieel diquat geadsor-
beerd omdat de afstand van de ladingen van de molekule klei-
ner 1is dan in het paraquat. Flexibele substraten =zoals hu-
muszuren 1in organo-kleikompleksen passen hun molekulaire
konfiguratie aan, aan de struktuur van het adsorberende pro-
dukt .

- 1in die optiek kunnen we aannemen dat aangezien de celwand
van Scenedesmus opoliensis een rigide struktuur heeft, in
de door ons gebruikte proefomstandigheden, maximaal 30% wvan
het aanwezige diquat en 5% van het aanwezige paraquat wordt
geadsorbeerd.

- het 1s mogelijk dat de herbicide werking en het adsorptie-
vermogen van paraquat en diquat bij S” opoliensis gekorre-
leerd zijn : enerzijds 1s paraquat toxischer voor S " opo-
liensis dan diquat (zie 5.2.5.), maar wordt er minder door
geadsorbeerd ; anderzijds 1s de herbicide werking wvan digquat
in het donker te verwaarlozen t.o.v. in het 1licht, maar

wordt het beter 1in het donker geadsorbeerd dan in het 1licht.

7.4. Akkumulatie wvan paraquat en diquat 1in vissen (Brachydanio

rerio en Poecilia reticulata)
7.4.1. Metode

CALDERBANK, MORGAN & YUEN (1961) en CALDERBANK &
YUEN (1965) stelden metoden op punt om paraquat- en diquat-
residu's te bepalen in aardappelen, kruiden, dierlijke weef-
sels, enz... Het herbicide wordt eerst geéxtraheerd door 5
uur refluxen met een zuur (H2S0" of HNO"). Het extrakt wordt
na neutralisatie over een kationenuitwisselaar gebracht, die

het herbicide en ook sommige natuurlijke bestanddelen weer-
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houdt. Het herbicide wordt dan geélueerd met gesatureerd
NH4C1. Een deel wvan het effluent wordt behandeld met alka-
lisch Na-dithioniet, waarna de extinktie wvan het gereduceerde,

vrije paraquat of diquat-radikaal spektrofotometrisch gemeten

word t .

Het onderzoeksteam van ICI te Jealott's Hill Research
Station, in Bracknell, England werkte deze metode verder uit en
bepaalde de detektielimiet ; deze 1is voor paraquat en voor di-
quat gelegen tussen 0.0l en 0.1 ppm naargelang het staal

(PPRAM-1 ; PPRAM-5).

SHARP, OTTOLENGHI & POSNER (1973) bepaalden de para-
quatkoncentratie 1in verschillende organen van met paraquat be-
handelde (oraal en intraveneus) witte ratten. De weefsels
werden gedestrueerd door homogeniseren met een ultra-mixer na
toevoeging wvan 10 N H”*SO". De koncentratie aan paraquat werd
kolorimetri sch bepaald na neutralisatie, centrifugatie en re-
duktie met Na-dithioniet. De minimale hoeveelheid die op de-
ze manier, zonder 1ionenuitwisselaar, kon gedetekteerd worden

is 1 nmol paraquat/ml homogenaat (= 0.408 ppm).

De defekatie met trichloorazijnzuur =zoals voorge-
schreven door ICI In TBM/3 (1968) en toegepast o.a. door MAR-
TENS et al. (1975) wordt door SHARP et al. (op.cit.) afgeraden
omdat de chromofoor onstabiel 1is 1in aanwezigheid wvan trichloor-
azijnzuur, zelfs indien het extrakt neutraal of basisch wordt
gemaakt met NaOH, Na2C0” of K*"PO". De optische densiteit bij

395 en 605 nm daalt met 50% in minder dan 1 minuut.

De door ons gebruikte metode voor het kwantificeren
van de hoeveelheid paraquat of diguat die door de testvissen
werd geakkumuleerd 1is een kombinatie wvan voornoemde analyse-
technieken
- apparatuur

- analytische balans Mettler H35

- droogkast Heraeus

- Ultraturrax (20.000 rpm)

- Sorvall 'superspeed angle centrifuge (type Ss—1)

- chromatografische kolom (1 cm diameter)

- Spektrofotometer Zeiss PM QII met glazen mikrokuvetten

van 1 cm "pathlength" en 0.25 ml inhoud
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- reagentia
- 1 N HZSO4
- ION NaOH
- 3.5 g i1onenuitwisselaarbare Permutit Zeo-Karb 225 (52-
100 mesh) 8% DVB
- 2M en 6M HCL
- methanol
- sat. NHACI
- 0.2% Na-dithioniet in 0.3 M NaOH (beperkte houdbaar-

heid, maximum 3 uur)

- paraquat-dichloride 100.0% ICI

- diquat-dibromide-monohydraat 100.0% ICI
- Werkwijze
- Voorbehandeling van de ionenuitwisselaar : alvorens het

over te brengen 1in een chromatografische kolom werd het hars

gewassen met gedistilleerd water. Nadien werd de gevulde
kolom gewassen met 20 ml 6M HCl1 (5 ml/min.) tot het eluaat
kleurloos was. De kolom werd aldus gezuiverd van HCl-oplos-

bare onzuiverheden, en werd 1in de bruikbare zure vorm omge-
zet. Nadien werd de kolom gespoeld met 50 ml ad.dest. (5 ml/
min.) (MARTENS & HEYNDRICKX, 1974).

- De vissen werden aan beide kanten afgedroogd, waarna het
natgewicht werd bepaald. Enkele "blanko"-vissen werden op
dezelfde wijze behandeld en werden vervolgens minstens 48 uur
gedroogd bij 40°C tot konstant gewicht. Na afkoeling in des-
sikator werd het drooggewicht bepaald.

- Stalen van gemiddeld 3 wvissen werden gedurende 1 minuut
met 7 ml 1 N H*"SO” 1in een wijde centrifugebuis gehomogeni-
seerd met Ultraturrax. Het extrakt werd geneutraliseerd met
1l ml 10 N NaOH (SHARP et al., op.cit.)

- Het extrakt werd gedurende 15 minuten gecentrifugeerd
in een Sorvall centrifuge (1500 g = 3400 rpm) en de boven-
staande vloeistof overgebracht 1in een erlenmeyer.

- Het residu werd opnieuw met 7 ml 1IN H"SO" gehomogeni-
seerd en gecentrifugeerd. De bovenstaande vloeistof werd
aan de eerste, hoeveelheid toegevoegd.

- De stalen werden door de kolom gestuurd a rato van

5 ml/min. (PPRAM-1 en -5).
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- De kolom werd gespoeld met 10 ml 2M HC1 (5 ml/min.) en
daarna geélueerd met 10 ml 6M HC1 (1 ml/min.).

Het eluaat werd drooggedampt bij 160°C onder vakuum (HAR-
TENS & HEYNDRICKX, op.cit.).

- Het droge residu werd opgelost 1in methanol (MARTENS &
HEYNDRICKX, op.cit.) en overgebracht in kleine glazen proef-
buisjes van 4 ml. De methanol werd vervolgens onder vakuxim
bij 40°C verdampt.

- Het droge extrakt werd opgelost in 0.5 ml gesatureerd
NH"Cl waaraan 0.5 ml Na-dithioniet in 0.3M NaOH werd toege-
voegd (PPRAM-1 en -5).

- De extinktie werd gemeten bij 392, 396, 400 en 401 nm
voor paraquat (PPRAM-1) en bij 375, 379, 383 en 385 nm voor

diquat (PPRAM-5).

7.4.2. Materiaal

Aan de hand van de hoger beschreven metode werd het
residu paraquat of digquat bepaald in vissen gebruikt in de
biocassays voor het bepalen van de TL"-waarden na 24, 48, 72
en 96 uur. De vissen verzameld na proeftijden korter dan 96
uur (de totale duur van de bioassay) waren alle dode vissen.
De testakwaria werden om het uur gekontroleerd met uitzonde-
ring van 's nachts, en de dode vissen werden steeds onmiddel-
1lijk uit het medium verwijderd. In elk geval werden de
vissen die enig teken van ontbinding begonnen te vertonen niet

gebruikt voor de analyses.

De hoeveelheid paraquat werd bepaald in 27 verschil-
lende reeksen, met 1in totaal 77 Brachydanio rerio. De para-
quat-koncentratie wvan 12 stalen met 37 guppies werd eveneens
bepaald alsook het diquat-residu in 9 stalen met 26 Poecilia

reticulata.

Twee stalen voor paraquat werden eveneens door apo-
teker M. MARTENS gasehromatografisch geanalyseerd, gebruik ma-
kend van een massa-spektrograaf als detektiebron, volgens de
metode beschreven 1in MARTENS et al. (op.cit.) . De resultaten

hiervan =zijn 1in de tabellen en figuren aangeduid met M.
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Brachydanio rerio paraquat

ppm uur caan- extinktie koncentra- etotaal totaal Pg para- ug para- akkumula-
para- tal in 0.5 ml tie in natge- droog- quat per quat per tiesnel-
quat vis- NH401 NH4C1 wicht gewicht wvis g natge- heid
sen in g in g wicht ug/g/uur
10 3 3 0.125 1.96 0.6679 0.2048 0.33 1.47 0.4900
10 3 2 0.127 1.98 0.5343 0.1638 0.50 1.85 0.6166
I0 24 2 0.104 1.63 0.3900 0.1195 0.41 2.09 0.0871
10 24 3 0.161 2.52 0.7683 0.2355 0.42 1.64 0.0683
32 3 3 0.107 1.68 0.5906 0.1810 0.28 1.42 0.4733
32 3 3 0.144 2.25 0.7111 0.2180 0.38 1.58 0.5267
32 3 3 0.207 3.23 0.8766 0.2687 0.54 1.84 0.6133
32 24 1 0.077 1.20 0.2537 0.0778 0.60 2.36 0.0983
56 3 3 0.173 2.70 0.9244 0.2833 0.45 1.46 0.4867
56 3 3 0.184 2.88 0.9529 0.2921 0.48 1.51 0.5033
56 3 3 0.197 3.07 0.8584 0.2631 0.51 1.79 0.5967
5.6 72 3 0.041 0.64 0.7943 0.2435 0.11 0.40 0.0056
5.6 72 3 0.103 1.60 0.9218 0.2825 0.27 0.87 0.6120
5.6 72 3 0.032 0.51 0.9158 0.2807 0.09 0.28 0.0039
3.2 72 3 0.022 0.35 1.0180 0.3120 0.06 0.17 0.0023
3.2 72 3 0.029 0.46 0.8900 0.2817 0.08 0.26 0.0036
3.2 72 3 0.023 0.37 0.7790 0.2388 0.06 0.24 0.0031
56 24 3 0.323 5.04 0.6807 0.2084 0.84 3.70 0.1542
56 24 3 0.337 5.25 0.7703 0.2361 0.88 3.41 0.1421
32 72 3 0.256 3.99 0.5998 0.1838 0.67 3.33 0.0463
32 72 3 0.184 2.88 0.6123 0.1838 0.48 2.35 0.0326
32 72 3 0.187 2.92 0.6170 0.1891 0.49 2.37 0.0392
18 72 3 0.191 2.98 0.6954 0.2131 0.50 2.14 0.0297
18 72 3 0.073 1.13 0.6863 0.2104 0.19 0.82 0.0114
18 72 3 0.101 1.57 0.7790 0.2388 0.26 1.01 0.0140
BI 96 3 0.086 1.34 0.7950 0.2437 0.22 0.84
BI 96 3 0.055 0.86 0.7950 0.2437 0.14 0.54
Poecilia reticulata paraquat
10 24 5 1.088(x2) 11.19 0.2862 0.0589 1.12 19.55 0.8146
loo 24 5 2.844 (x4) 26.64 0.2262 0.0466 5.89 58.88 2.4533
56 24 8 0.956 8.95 0.1127 0.0232 2.48 39.69 1.6537
56 48 2 0.592 5.55 0.0435 0.0090 15.95 53.79 1.3289
32 48 2 0.328 3.07 0.0491 0.0101 7.82 31.26 0.6513
32 72 2 0.492 4.61 0.0435 0.0090 13.25 53.01 0.7363
32 96 5 1.470 (x2) 13.97 0.1541 0.0317 4.47 44.63 0.4649
18 72 3 0.244 2.29 0.0380 0.0078 5.01 30.08 0.4178
56 72 2 0.574 5.37 0.0452 0.0093 14.84 39.35 0.8243
3.2 72 1 0.313 3.60 0.0734 0.0151 1.80 24.52 0.3406
3.2 72 1 M 3.70 1.85 25.52 0.3544
1000 24 2 9.107 (x10 85.30 0.0453 0.0093 213.3 941.5 3.9229
1000 24 2 M 87.60 219.0 966.9 4.0287
TABEL 40 : Akkumulatie van paraquat en diquat in de vissen Brachydanio

rerio en Poecilia reticulata.

M: stalen die werden geanalyseerd door MARTENS



TABEL 40 : vervolg

Poecilia reticulata diquat

ppm uur aan- extinktie koncentra- Btotaal totaal ug di- ug di- akkumula-

di- tal in 0.5 ml tie in natge- droog- quat per quat per tiesnel-

quat vis- NH4C1 NHACI wicht gewicht wvis g natge- heid

sen in g in g wicht ug/g/uur

fooo 24 1 1.268 11.88 0.0646 0.0133 5.95 183.9 7.6625

.1.00 24 2 0.388 3.64 0.0972 0.0200 0.91 18.72 0.7800
56 24 5 0.800 7.50 0.2984 0.0614 0.75 12.60 0.5251
56 48 1 0.134 1.26 0.0424 0.0087 0.63 14.82 0.3088
56 96 1 0.143 1.34 0.0353 0.0073 0.67 18.89 0.1967
32 48 3 0.378 3.54 0.1591 0.0328 0.59 11.04 0.2300
18 72 4 0.487 4.56 0.2058 0.0424 0.57 11.14 0.1551
18 96 5 0.747 7.00 0.2690 0.0554 0.71 13.11 0.1366
lo 72 3 0.096 0.90 0.1557 0.0321 0.15 2.95 0.0409
10 96 3 0.057 0.54 0.1168 0.0240 0.09 2.20 0.0229
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7.4.3. Resultaten

Het rendement van de id1onenuitwisselaar en van de

elutie met 6M HC1l werd bepaald aan de hand van een staal wvan

15 ml1 0.5 ppm analytisch paragquat of diquat. De proef werd
tweemaal herhaald. Figuur 53 geeft de gemiddelde waarden voor
beide produkten weer. Voor paraquat werd 92.2% wvan de oor-

spronkelijke hoeveelheid teruggevonden, voor digquat 98.5%.

Het residu en de kenmerken van elk staal wat betreft
de testkoncentratie, de testduur, de testsoort en het aantal
specimens =zijn weergegeven 1in Tabel 40. Het residu herbicide
werd uitgedrukt 1in yg per g natgewicht wvis. Deze resultaten
werden, behalve 1in Tabel 40, ook weergegeven 1in Figuren 54, 56

en 57.

Om de partitionering van een toxikant te beocordelen
kan men het best het inwendig milieu van het organisme ais de
voortzetting beschouwen van het uitwendig milieu waarin het
zich bevindt. De dichtheid wvan het testmilieu en van het to-
tale testorganisme verschilt =zeker slechts in geringe mate
(vissen bestaan voor 75.6% uit water (ISENSEE et al., 1973)).
Het residu toxikans wuitgedruk 1in yg per g natgewicht wvan het
testorganisme 1is, 1in vergelijking met de koncentratie wvan het
milieu in mg/liter, bijgevolg de beste manier om de verdeling
van één of andere stof in het Dbiologisch systeem uit te druk-

ken.

Op basis wvan het natgewicht wvan de testvissen, werd
er 1in Figuren 54, 56 en 57 een diagonaal getrokken die alle
punten weergeeft waarvoor koncentratie van het uitwendig en
inwendig (uitgedrukt in mg/1) milieu (uitgedrukt in yg/g nat-
gewicht) gelijk zijn.

Uit deze figuren kan men bijgevolg onmiddellijk af-
lezen 1in welke gevallen er in de proefdieren hogere koncentra-
ties dan 1in het omringend milieu werden waargenomen. De rich-
tingskoéfficiént van de rechten die het aklcumulatieproces
weergeven, 1in vgl. met de richtingskoéfficiént van deze dia-
gonaal leert ons of het proces sneller of trager verloopt dan
een diffusieproces 1in 1ideale omstandigheden, waarbij i1in- en

uitwendig milieu ekwivalent =zijn.



Residu Paraquat

100 fnatgewicht )

\ Brachydanio rerio

A-—-A 3uur \
) JR— o 7L uur \

D « 72 uur

D

Teslkoncentratie (ppm)

0.1 : ’
100 56 ;85 32 18 10 56 a2

Figuur 54 : Akkumulatie van paraquat in Brachydanio

rerio:
Residu (ug paraquat ion/g natgewicht wvis)
i.f.v. de testkoncentratie.
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In de 3 figuren werden ook de TL,-"-waarden voor de
betrokken wvissoort na 24 uur, 48, 72 en 96 uur aangeduid. De
residubepalingen van paraquat 1in B” rerio =zijn praktisch alle
gebeurd op proefdieren die geéxposeerd werden aan testkoncen-
traties lager dan de TLngaarde. Voor reticulata werden
de résidus van paragquat en digquat bepaald op vissen geéxpo-

seerd aan herb icide-koncentraties zowel boven ais onder de

] 24—
155 96—waardén.

7.4.4. Akkumulatie van paraquat _in rerio

Beschouwen we vooreerst de resultaten met Brachyda-

nio rerio en paraquat (Figuur 54, Tabel 40).

Uit Figuur 54 blijkt dat in geen geval de diagonaal
van gelijke 1in- en uitwendige koncentratie wordt benaderd of,
met andere woorden, dat er voor deze vissoort nergens een zgn.

"biological magnification" weer te vinden 1is.

De Brachydaniols bevatten, na 3 uur blootgesteld te
zijn aan testkoncentraties gelegen tussen 10 en 56 ppm para-
quat, éénzelfde hoeveelheid residu, nl. circa 1.5 pg/g vis.

Na 24 uwur blijkt deze hoeveelheid te stijgen, en wel evenre-
dig met de koncentratie in de testoplossingen.

Na 72 uur echter blijkt, bij koncentraties lager dan 32 ppm
paraquat een desorptie op te treden, zodat de hoeveelheid re*-
sidu lager en lager wordt bij dalende testkoncentraties ;

bij 3.2 ppm paraquat werd na 72 uur gemiddeld slechts 0.2 pg/g
herbicide teruggevonden.

Het akkumulerend verschijnsel 1is bijgevolg reversibel. De hy-
potese dat het produkt =zou afgebroken worden 1is weinig waar-

schijnlijk in het geval van paraquat (zie 4.1.6.).

Het residu blijkt dus niet evenredig te stijgen met
de testduur, maar 1integendeel een hoogste waarde te vertonen
bij 24 uur. Bij gebrek aan meer uitgebreide proeven kan men
niet uitmaken of deze waarde de piekwaarde 1is of dat er 1in de
eerste uren van de test nog hogere koncentraties werden geak-

kumuleerd.

Piekkoncentraties 1in het organisme (in verscheidene

lichaamsvochten or organen) korte tijd na het toedienen wvan
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een stof, zijn in de farmaceutische toxikologie een typisch
verschijnsel. De experimenten van CLARK (1971), tonen een
piekkoncentrati e paraquat aan in het bloed van katten, 1 uur
na de behandeling met 300 mg/kg (of 300 ppm) paraquat. Daar-
na daalt het gehalte geleidelijk (Figuur 55). Toedienen van
adsorberende stoffen =zoals Fuller’s aarde en bentoniet ver-

snelt deze eliminatie.

30

25 -

(02

Figuur 55 : Paraquat-koncentratie in het bloed van katten na een orale
dosis paraquat van 62.5 mg/kg. Het effekt van 3 verschil-
lende behandelingen op de paraquat-koncentraties in het
bloed (naar CLARK, 1971).

In het geval van aquatische organismen 1is het duide-
1lijk dat de behandeling niet op een bepaald tijdstip gebeurt
gezien de organismen kontinu 1in het toxisch milieu verblijven.
Een piekkoncentratie 1in het organisme enkele uren na de start
van de proef treedt echter eveneens op. De kurve van de ge-
vonden koncentraties in funktie wvan de tijd 1is een typische
adsorptiekurve. Dit wil =zeggen dat er korte tijd na de start
een piekkoncentratie waar te nemen 1s met daarna een fase van
desorptie (KENAGA, 1975) . Indien er zoals 1in het geval wvan
de proeven van CLARK (op.cit.) geen nieuwe dosis toxikans
wordt toegediend, blijft deze desorptie duren, terwijl in het
geval van aquatische organismen na de desorptiefase opnieuw
een akkumulatiefase kan optreden. Deze fase 1is gekenmerkt
door ad- of absorptie, maar 1in elk geval door een proces ver-
schillend van de primaire adsorptie wat betreft het ritme of

de plaats waaraan het testprodukt geadsorbeerd wordt.



Residu Paraquat

(natgewicht )
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Testkoncentratie (ppm)
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Figuur 56 : Akkumulatie van paraquat in Poecilia reticulata :

Residu (ug paraquat ion/g natgewicht vis) i.f.v. de test-
koncentratie .
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KENAGA (1975), onderscheidt twee fasen in de residu-
vorming
1) de fysische adsorptie aan oppervlakten, een proces dat wvrij-
wel dadelijk optreedt en o .ra. bepaald wordt door de verhou-
ding oppervlakte/volume van het organisme ;
2) een "long term"-penetratie 1in het organisme of absorptie
Een kontinu verhoging van het residu i.f.v. de tijd is bijge-
volg te wijten aan een absorptie, gepaard aan een redistribu-

tie binnenin het organisme.

De geadsorbeerde fraktie kan men eerder ais een ba-
sis-residu beschouwen omdat uiteraard deze fraktie vlugger een

plateaufase bereikt.

Een desorptie wvan het geakkumuleerde materiaal (ter-
wijl het testorganisme zich nog 1in de testop lossing bevindt)
is volgens BRANSON et al. (1975) zeer uitzonderlijk tenzij het
niet om een biokoncentratie gaat maar eerder om een fysisch

proces, zoals bv. adsorptie.

In onze proeven kunnen de vrijwel identieke residu's
na 3 uur 1in 56, 32 en 18 ppm paraquat en na 24 uur 1in 32 en
18 ppm dus het basis-residu vertegenwoordigen, dat echter aan

een belangrijke desorptie onderhevig 1is.

De 1lijn die de akkumulatie na 72 uwur i.f.v. de test-
koncentratie weergeeft, heeft een gemiddelde richtingskoéffi-
ciént vrijwel gelijk aan deze van de diagonaal die de gelijke
in- en uitwendige koncentraties aanduidt, d.w.z. dat na een
test van 72 uur het residu i.f.v. de testkoncentratie vermeer-
dert, op dezelfde manier ais in het geval van een ideale dif-
fusie. Alleen wordt voor alle uitgeteste koncentraties para-
quat slechts 10% opgenomen van de koncentratie wvan het omrin-

gend milieu.

7.4.5. Akkumu latie van paraquat in Pj reticulata

Uit Figuur 56 en Tabel 40 valt onmiddellijk op dat
het vermogen van Poecilia reticulata om paragquat te akkumule-
ren veel groter 1is dan dat wvan Brachydanio rerio. Bij een
testoplossing v,an 32 ppm paraquat bedraagt dit ongeveer 10 maal
en bij een testoplossing van 3.2 ppm paraquat ongeveer 100 maal

meer



Residu Diquat
1000 *> )jg/g(natgewicht)

Poecilia vreticulata

Testduur

» 24 uur
100 A ¢ 8uur
72 uur

0o 96 uur
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Testkoncentratie (ppm)
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48 28,522

Figuur 57 : Akkumulatie wvan diquat ion in Poecilia reticulata:
Residu (ug diquat ion/g natgewicht vis) i.f.v. de testkoncentratie.
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De grootte wvan het teruggevonden residu verandert
weinig in funktie van de testduur, in tegenstelling met de =zo-
juist besproken resultaten bij rerio. Rekening houdend met
het feit dat er voor Pj reticulata geen waarnemingen =zijn na
3 u, kan men toch veronderstellen dat na 24 uur reeds het me-
rendeel van het residu werd geakkumuleerd in =zijn definitieve
vorm (dus =zonder desorptie achteraf) en na 72 uur een even-
wicht werd bereikt. Globaal bekeken vertoont de geéxtrapo-
leerde akkumulatielijn in funktie van stijgende testkoncentra-
ties aan paraquat een buigpunt t.h.v. de koncentraties over-

eenkomstig met de TL"-waarden na 24 tot 96 uur.

De akkumulatie 1in koncentraties hoger dan de TL"Q-
waarden volgt gelijke tred met de diagonaal van de ideale dif-

fusie en benadert zelfs de waarden van deze diagonaal.

In het gebied wvan de koncentraties lager dan de T L o-
waarden beschikken wij over gegevens voor 24 u en 72 u exposi-
tie. De verschillen in funktie wvan de testduur =zijn klein.
Paraquat wordt in koncentraties lager dan 32 ppm specifiek ge-
akkumuleerd, zelfs tot 5x de koncentratie wvan het uitwendig
milieu (bij 3.2 ppm). Deze stalen zijn de enige wvan alle on-
derzochte stalen, waarin de 1inwendige koncentratie paraquat de
uitwendige koncentratie overtreft en waar bijgevolg een duide-
lijke biokoncentratie wordt waargenomen. In funktie wvan stij-
gende testkoncentraties neemt dit proces in belang af tot in

het gebied van de TL"-koncentraties

7.4.6. Akkumulatie van_digquat_in reticulata

Ook voor diquat volgt de akkumulatie in koncentra-
ties hoger dan de TL"-waarden gelijke tred met de diagonaal
van de ideale diffusie, doch ditmaal wordt ongeveer 5x minder

opgenomen.

De gegevens over de akkumulatie 1in het gebied 1lager
dan TLj. Q-waarden beperken =zich tot de koncentraties 18 en 10
ppm. Bij de hoogste van deze 2 testkoncentraties wordt rela-
tief meer diquat geakkumuleerd dan bij de laagste. Dit ver-
schil in residu na een even lange expositie in 10 en in 18 ppm

diguat, 1is veel groter dan =zou kunnen te wijten =zijn aan een
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ideaal diffusieproces doorheen het organisme ; de richtings-
koéfficiént wvan de rechten die het gehalte in 10 en 18 ppm

met elkaar verbinden, 1s veel groter dan de richtingskoéffi-
ciént van de diagonaal die overeenkomt met gelijke in- en ui t-
wendige koncentraties (= ideale diffusie). Zowel een fysisch
proces als een biokoncentratie kunnen hiervoor verantwoorde-
lijk =zijn.

Een akkumulatie uitsluitend aan adsorptie te wijten 1s on-
waarschijnlijk omdat mag aangenomen worden dat =zowel na 72 u
ais na 96 u, gezien de snelheid wvan het adsorptieproces, de

maximale hoeveelheid digquat die kan geadsorbeerd worden, reeds

lang werd bereikt. In zo'n geval =zou men een plateau-re sidu
moeten terugvinden onafhankelijk wvan de testkoncentratie (cfr.
de proef met rerio en paraquat).

Bij een lange testtijd ais deze 1is het natuurlijk moge 1ijk dat
het primaire geadsorbeerde residu opnieuw werd gedesorbeerd en
dat deze desorptie werd gevolgd door een secundaire akkumula-
tie. Doch het is weinig waarschijnlijk dat deze sekundaire
akkumulatie in het geval wvan digquat een adsorptiever schijnsel
is, vermits het residu relatief meer toeneemt dan de testkon-
centratie (de faktor oppervlakte van de vis Dblijft immers

kons tant) .

Alles wijst 1in de richting van een aktieve biokoncentratie die
in tegenstelling met de resultaten voor paraquat met P " reti-
culata, in belang toeneemt met stijgende koncentratie wvan het

omringend milieu.

7.4.7. Samenvatting

- Brachydanio rerio hoopt slechts in zeer geringe mate para-
quat op. Onze resultaten wijzen er tevens op dat er wvanaf
24 u een zekere desorptie van het geakkumuleerde materiaal
optreedt. Dit verschijnsel 1is 1in vergelijking met andere
literatuurgegevens niet zo uitzonderlijk op voorwaarde dat
de akkumulatie op een fysisch proces steunt (zoals bv. ad-
sorptie)

Na 72 u zijn de in- en uitwendige paraquat-koncentraties
vrijwel recht evenredig waarbij ongeveer 10% van de koncen-
tratie aan paraquat van het omgevend milieu wordt geakkumu-

leerd .
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Poecilia reticulata hoopt 10 tot 100x meer paraquat op dan
Brachydanio rerio 1in dezelfde omstandigheden. Daarbij kon-
den we geen piekwaarde 1in het residu waarnemen zoals bij de-
ze laatste vissoort wel het geval was. We veronderstellen
dat na 24 u expositie reeds het merendeel van het residu 1in
zijn definitieve vorm (zonder desorptie) werd geakkumuleerd.
In koncentraties paraquat lager dan 32 kan men bij P; reti-
culata een duidelijke biokoncentratie waarnemen. De inwen-
dige koncentratie overtreft tot 5x de uitwendige koncentra-
tie.

Poecilia reticulata akkumuleert gemiddelde ongeveer 5 maal
minder diquat dan paraquat.

We hebben argumenten om aan te nemen dat er 1in koncentraties
van 10 en 18 ppm een biokoncentratie optreedt die echter in

wezen totaal verschillend 1s van de biokoncentratie waarge-

nomen 1in de proeven met paraquat met hetzelfde organisme

het paraquat-residu neemt minder snel toe dan de testkoncen-
tratie, het diquat-residu daarentegen neemt meer toe dan de

testkoncentratie.
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8. SAMENVATTING VAN DE RESULTATEN EN ALGEMENE BESPREKING.
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Chlamydomonas reinhardi 1s een wiersoort die 2.5x gevoe-
liger 1s dan Scenedesmus opoliensis voor herbiciden (de
resultaten met de detergenten 1liggen 1in dezelfde grootte-

orde) .

De volgorde van hoge naar geringe toxiciteit 1is voor de
twee wiersoorten
C. reinhardi

PZU ** digquat * PMU > ethomeen S25 ~ 1lissapol NX ~ 2,4-D
S. opoliensis

PZU > PMU > digquat > ethomeen S25 > 1lissapol NX > 2,4-D

Voor reinhardi =zijn de drie produkten paragquat met
en M
zonder uitvloeiers diquat efficiénte herbiciden (50% groei-
vermindering bij + 100 ppb). De groei van S " opoliensis

o

wordt door deze produkten eveneens sterk bestreden (50
groeivermindering bij respektievelijk 300, 400 en 500
PPb) .
Uit deze proeven blijkt verder dat 2,4-D een weinig ef-
ficiént algicide 1is (50% groeiinhibitie wvan opolienis
bij + 400 ppm en van Cj reinhardi bij + 750 ppm).

Uit literatuurgegevens blijkt dat specifiek de beide
wiersoorten die wij onderzochten zeer gevoelig zijn voor
dipyridylium-herbiciden =zoals paraquat en diquat. Para-

quat blijkt hierbij meer efficiént te =zijn dan diguat.

Paragquat zonder wuitvloeiers (PZU) 1is toxischer voor beide
wiersoorten dan paraquat met uitvloeiers (PMU) (Bij C.
reinhardi bedraagt dit verschil slechts 40 ppb). De uit-

vloeiers werden nochtans 1in de kommerciéle formuleringen
aan het herbicide toegevoegd om de werking van het herbi-
cide te verhogen.

Op basis van deze vaststelling stellen wij de hypo-
tese voorop dat de tensio-aktieve stoffen slechts de her-
bicide werking van paraquat verhogen in geval de planten-
delen zelf 1lipofiel =zijn =zoals bij hogere planten. Bij
wieren die een hydrofiele wand hebben, bestaat de moge-
lijkheid dat de tensio-aktieven de cellen af schermen

i.p.v. het kontaktoppervlak met het herbicide te verhogen.

Door andere onderzoekers werd aangetoond dat het werkings-

mechanisme van diquat bij Scenedesmus sp. hetzelfde 1is ais

en
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bij hogere planten : in zuurstofrijk milieu treedt er via
een auto-oxidatie van het digquat-radikaal een lipiden-

peroxidatie in de cellen op.

6) Wat betreft het werkingsmechanisme van 2,4-D kunnen we
uit onze resultaten vaststellen dat bij reinhardi de
populatiegroei van de wiersuspensie niet gelijkmatig wordt
geremd : de aanloopfase duurt langer dan 1in de blanko-op-
stelling ; daarentegen 1is de relatieve groeikonstante van
de wierpopulatie bij bepaalde koncentraties herbicide
groter dan in de Dblanko. Zoals 1in hogere planten uit de
herbicide werking wvan 2,4-D =zich door het verstoren van

het groeipatroon van deze plantaardige cellen.

7) De variaties op de "difference factor" (dit 1is de wverhou-
ding tussen de grootste en de kleinste ED""-waarde bij
verschillende wiersoorten voor een bepaald produkt) tus-
sen de verschillende produkten (met 2,4-D 1is er zelfs een
verschil waar te nemen naargelang het kriterium dat werd
gebruikt om de groeiinhibitie te bepalen), leiden tot de
konklusie dat altijd meer dan één wiersoort moet gebruikt
worden om het effekt van een herbicide op het fytoplank-

ton met een zekere betrouwbaarheid te evalueren.

B. De ciliaat Stylonychia mytilus

Er werden diverse preliminaire kweekproeven met S” mytilus
uitgevoerd zowel met betrekking tot de samenstelling van het
medium ais met de aard en de kwantiteit voeding.

Met het oog op het ontwerpen van een reproduceerbare bioas-
say werd specifiek aandacht geschonken aan zogenaamde "iner-
te" voedsels. Zowel gedroogde Scenedesmus-cellen ais ge-
droogde Saccharomyces-cellen leverden 1in dit verband bevre-
digende resultaten. Aangezien steeds 1in niet-axenische mid-
dens werd gewerkt moet men er tevens rekening mee houden dat
omnivore soorten ais S. mytilus =zich eveneens voeden met de

bakterién die zich in het milieu ontwikkelen,

De gebruikte biocassay berust op een replikatietechniek met
een beperkt aantal parallellen, In niet-axenisch midden =zijn
herhalingen 1in de tijd een konditie "sine gqua non" voor de

reproduceerbaarheid van proeven met eencellige organismen
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waarbij men zich moet steunen op het antwoord van enkele in-

dividuen en niet op het antwoord van een volledige populatie.

De toxiciteitsproeven werden alleen met 2,4-D uitgevoerd.

Hierbij kwamen wij tot de volgende vaststellingen

1) Het toedienen van voedsel 1in toxiciteitste sten met cilia-
ten blijkt noodzakelijk gezien de korte generatietijd wvan
deze organismen. Deze voedselbron bepaalt echter mede het
antwoord van de ciliaat, zowel rechtstreeks ais onrecht-
streeks via de bakteriéle ontwikkeling in het milieu.

Met 2,4-D 1is Stylonychia mytilus 1.5x gevoeliger indien
de ciliaat met gistcellen wordt gevoed dan indien hij ge-
droogde wiercellen ontvangt (ED 12 respektievelijk 118 en

181 ppm) .

2) De voorgestelde gestandardi seerde bioassay geeft betrouw-
bare resultaten en kan 1in een routine-onderzoek worden
ingeschakeld op voorwaarde dat de lange proefperiode geen

te grote moeilijkheden oplevert.

C. De crustaceeén Daphnia magna en Daphnia pulex

Met Daphnia magna-larven werd 1in een reeks akute testen de
invlioed wvan de lucht- en voedselvoorziening op de toxiciteit
van de herbiciden nagegaan. Er werden eveneens akute testen
en chronische testen met Daphnia magna-adulten uitgevoerd.
Met Daphnia pulex-larven en adulten werden alleen akute
toxiciteitsproeven zonder lucht- en voedselvoorziening uit-

gevoerd .

Uit deze experimenten kwamen volgende 1interessante feiten

aan het 1licht

1) Bij beide Daphniden zijn de larven gevoeliger dan'de adul-

ten ; Daphnia pulex (zowel adulten en larven) is gevoeli-
ger dan Daphnia magna : met 2,4-D is dit =zeer 1in het o0o0g
springend : de pulex-larven zijn 15 & 20 maal gevoeliger
dan de magna-larven, de adulten 5 & 10 maal. Het ver-

schil in gevoeligheid van beide soorten 1is ook belangrijk
voor de uitvloeiers en voor diquat. Voor paraquat 1is het

verschil gering.
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De rangorde 1in toxiciteit 1s voor Dj magna en D" pulex
dezelfde (gerangschikt wvan hoge naar lage toxiciteit)
diquat > PMU > PZU > ethomeen S25 > 1lissapol NX » 2,4-D
Diquat 1s voor beide cladoceren het meest toxische herbi-
cide (TIZA%_48 “0.5PPm)* Het °f niet toevoegen van uit-
vlioeiers heeft slechts een geringe invloed op het effekt
van paraquat (voor beide formuleringen 1s de 48 +

ppm) . Dit komt doordat, enerzijds de detergenten afzon-
derlijk veel minder toxisch =zijn dan het herbicide en an-
derzijds doordat er voor deze organismen geen opvallende
interakties bestaan tussen het paraquat en de beide ten-
sio-ak tieven .

Het herbicide 2,4-D vertoont op korte termijn slechts een

48
geringe toxiciteit (TL,- " D»magna 158; D .pulex 26 ppmnm)

Uit de chronische testen met D" magna volgt dat, in te-
genstelling met de resultaten wvan de akute testen, 2,4-D

een vrij Dbelangrijke chronische toxiciteit heeft
3 weken bedraagt 21 ppm).

Het5gubletaal effekt op de reproduktie is nog belangrij-
ker : 1.25 ppm remt reeds 50% van de reproduktie wvan D.
magna . Op lange termijn heeft dit produkt een even dras-
tisch effekt op deze cladoceer ais diquat dat akuut het

meest toxisch is.

In de stati sche biocoassays beinvlioeden de proefomstan-
digheden en de voedering het aantwoord van de testorganis-
men.
In de akute proeven speelt de voedering slechts een kleine
rol wat er op wijst dat er geen verhoogde toxiciteit op-
treedt via opname van het toxikans langs de voedselbaan.
Het effekt wvan de luchtdoorborre ling is veel groter en
bracht wverschillende punten aan het 1licht
- de stelling dat een konstante luchtdoorborreling zeer
schadelijk 1is voor Dj magna-larven wordt door onze re-
sultaten tegengesproken. Om de mechanische storing tot
een minimum te herleiden 1is het nochtans beter een dis-
kontinue aeratie toe te dienen die juist voldoende 1is
om het =zuurstofgehalte 1in de testmedia op peil te hou-

den. In de chronische testen met diskontinue aeratie
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verlaagt de toxiciteit wvari 2,4-D met een faktor 1.7
t.o.v. de niet geaeréerde media.

- de resultaten van de proeven met D . magna-larven zouden
er op wijzen dat het werkingsmechanisme van paragquat en
digquat bij deze invertebraat, analoog 1is aan het mecha-
nisme beschreven voor planten en =zoogdieren, nl. dat de
aanwezigheid van,opge loste zuurstof het toxisch effekt
van paraquat en diquat verhoogt door een oxidatie wvan

deze ionen tot radikalen.

D. De crustacee Artemia salina

De proeven met larven van het pekelkreeftje ais marine ver-

tegenwoordiger van de mikrocrustacea leverden volgende vast-

stellingen op

1)

Onze resultaten bevestigen de literatuurgegevens 1in ver-
band met de hogere gevoeligheid wvan instar II en III-lar-
ven t.o.v. idinstar I-larven. Dit verschil in gevoeligheid

varieert naargelang het uitgeteste produkt.

Niettegenstaande Ar ternia salina een veel resistenter
soort 1s dan de Daphnia-soorten, verschilt de veralge-
meende rangorde 1in toxiciteit niet wvan deze opgesteld
voor laatstgenoemde organismen (TL"-waarden variérend
tussen + 20 tot 600 ppm)

digquat > PMU > PZU > 2,4-D

Het synergistisch effekt van paraquat en de uitvloeiers

komt in de proeven met luchtdoorborreling sterk tot uiting
48

(TL*"Q-waarde met PMU en PZU 1is respektievelijk 42 en 64

ppm)

In onze toxiciteitsproeven bleek de voedering van de
testorganismen het effekt van de toxikanten slechts =zeer
weinig te beinvloeden. De konstante luchtdoorborreling
daarentegen blijkt zeer nefast te zijn voor Artemia-lar-
ven. Rekening houdend met deze slechte proefomstand ighe-
den kan men uit de uitgevoerde proeven toch afleiden dat
het werkingsmechanisme van paraquat en digquat zoals be-
schreven voor planten en hogere dieren, waarschijnlijk

ook van toepassing 1is voor Artemia salina-larven.
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E. De crustacee Rhithropanopeus harrisii

Deze mikroplanktoni sehe krab larve werd gekozen ais vertegen-
woordiger van het bentisch estuarien milieu. Uit onze expe-

rimenten blijkt het volgende

1) Deze kleine decapodenlarven zijn biezonder gevoelig voor
de uitgeteste produkten (ED”"-waarden schommelend tussen
1 ppb en 1 ppm) . In vergelijking met 1literatuurgege-
vens zijn dit de laagste TL"-waarden ooit voor deze pro-
dukten gesignaleerd. De eerste larvale stadia wvan R.

harrisii zijn het gevoeligst.

2) De rangorde volgens dalende toxiciteit 1is

digquat ~ PZU > PMU > ethomeen S25 > 2,4-D P» 1lissapol NX

Zoals voor de andere crustaceeén 1is diguat het meest toxi-
sche wvan de uitgeteste produkten. Met paraquat vonden we
een 1interessante interaktie met de ,detergenten : i.p.v.

een synergisme werd een antagonistische werking tussen
deze komponenten waargenomen. De krablarven zijn dus be-
schermd tegen de verhoging van de membraanpermeabiliteit
veroorzaakt door de detergenten. Dit antagonisme kan ver-
klaard worden door het feit dat de detergenten, die ais
algemeen kenmerk een koncentratie aan oppervlakken hebben,
kunnen, mede door het feit dat ethomeen S$S25 dezelfde 1la-
ding heeft dan het paragquat-ion in een kompetitieve posi-
tie t.o.v. het herbicide komen te staan voor wat betreft

de opname door de krablarven.

3) Geen van de uitgeteste produkten verhindert de R ” harri-
sii de volledige larvale ontwikkeling te doorlopen. Wel
treedt er voor sommige produkten een signifikante veran-
dering in de duur van de verschillende ontwikkelingsstadia
op. De twee meest opmerkelijke vaststellingen in dit ver-
band zijn
-Het detergent ethomeen $S25 beinvloedt specifiek het me-
galopa-stadium van de krab, zowel wat betreft de morta-
liteit ais wat Dbetreft de ontwikkelingsduur wvan dit
stadium ;

- 2,4-D vertraagt enerzijds de ontwikkeling wvan de zoea-
larven (vanaf 1 ppb) maar versnelt anderzijds (vanaf 10

ppb) de ontwikkeling van de megalopa-larve. Deze groei-
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stimulerende werking wvan 2,4-D wordt in de literatuur
ook gesignaleerd Dbij- vislarven en kuikens. De analogie
met de werking wvan 2,4-D in hogere planten kan worden
gemaakt : er treedt verhoogde RNA- en eiwitsyntese op

met een massale celproliferatie voor gevolg.

F. De vissen Brachydanio rerio en Poecilia reticulata

Van Brachydanio rerio werden =zowel bevruchte eieren ais lar-
ven en adulten 1in het toxikologisch onderzoek gebruikt. Met
Poecilia reticulata werden enkel proeven met adulte speci-
mens uitgevoerd.

Uit de resultaten van de experimenten met adulte vissen kun-

nen we volgende punten afleiden

1) De resultaten bij beide vissoorten zijn analoog voor PZU,
digquat en ethomeen S25 ; voor lissapol NX, PMU en 2,4-D,
.. 24-96
daarentegen, wijken de TL, 0 -waarden nogal af.

Brachydanio rerio 1is steeds gevoeliger dan Poecilia re-

ticulata.

2) De volgorde volgens dalende toxiciteit 1is globaal genomen
voor beide soorten gelijk

ethomeen S25 > 1lissapol NX > PMU > diguat > PZU > 2,4-D

De twee uitvloeiers =zijn zeer toxisch voor vissen

(TL"o variérend tussen 2.5 en 13.5 ppm) en de kombi-
natie met paraquat verhoogt de toxiciteit wvan dit herbi-
cide aanzienlijk. Van de uitgeteste produkten 1is diguat

het enige produkt waarbij het effekt op de vis nog sterk

vergroot na een testduur van 24 uur. De werking wvan dit
24
produkt heeft dus een zekere traagheid. (De TL"-waarde
6 . . . -
en de TLg—waarden zijn respektievelijk met rerio 56

en 23.5 ppm en met P. reticulata 48 en 18 ppm).

Het herbicide 2,4-D 1is vrij onschadelijk voor de twee ge-
bruikte testsoorten @L?Q—waarde met B. rerio : 160 ppm
en met P " reticulata 520 ppm). Uit 1literatuurgegevens
kunnen wij echter afleiden dat dit alleen geldt voor het
vrije zuur of voor aminezouten van 2,4-D ; andere formu-

leringen van dit produkt zijn veel schadelijker.

Uit de resultaten van de experimenten met eieren en larvan

van Brachydanio rerio kunnen we het volgende besluiten
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De embryonale en larvale stadia zijn meestal minder resis-
tent dan de adulte vissen, Brachydanio rerio-eieren zijn
veel minder gevoelig voor 2,4-D, PZU en diguat dan Brachy-
danio-larven. Daarentegen zijn de eieren vanaf 48 u ge-
voeliger dan de larven voor PMU en de twee detergenten.

Uit onze gegevens en uit literatuurgegevens 1is het duide-
1lijk dat elk toxikans een specifiek werkingsmechanisme
heeft en het kan bijgevolg een specifieke reaktie wvan het
eimembraan, van het embryo of van de larven veroorzaken,
waardoor het =zeer moeilijk wordt een algemene regel voor-
op te stellen waaruit =zou blijken dat één of ander stadium
gevoeliger 1is dan het andere.

Het inkuberen van de eieren 1in de tes toplossing heeft
slechts een geringe invloed op de gevoeligheid wvan de
larven voor deze produkten ; de larven ontloken 1in de
testoplossing zijn 1ets gevoeliger dan deze ontloken in

artificieel zoetwater.

De rangorde in toxiciteit wvan de uitgeteste verbindingen

verschilt 1lichtjes voor eieren en voor larven al dan niet

in de testvloeistof ontloken (alleen de plaats van digquat
in de rangorde 1is verschillend). De algemene tendenzen
zijn evenwel de volgende

- de detergenten ethomeen S25 en lissapol NX zijn voor de
eieren en de twee groepen larven steeds het meest tox-
isch. Zoals 1in alle andere toxiciteitsproeven met an-
dere organismen 1is het effekt van ethomeen 3525 (op één
uitzondering na), groter dan van lissapol NX.

- De hogere toxiciteit wvan PMU t.o.v. PZU 1is zeer sterk
uitgesproken voor de eieren, iets minder voor de larven
ontloken 1in de oplossing en slechts klein voor de lar-
ven ontloken in artificieel zoetwater. Niettegenstaande
de grote afzonderlijke toxiciteit wvan de twee uitvloei-
ers, kan de toxiciteit van het mengsel paraquat met uit-
vlioeiers, ook 1n grote mate bepaald zijn door de syner-
gistische werking van de verschillende komponenten van
het mengsel : vermits de eieren =zeer gevoelig zijn voor
de detergenten kan men verwachten dat een inkubatie wvan
de eieren 1in subletale koncentraties PMU, voor gevolg

heeft dat de uitvloeiers 1in PMU aanwezig, de permeabi-
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het paraquat wordt

stadium reeds dermate

veranderen dat het effekt wvan PMU op de larven groter

wordt dan het effekt wvan PZU.

- Het effekt wvan diquat treedt zowel voor de

voor de eieren steeds op met een

zekere tra

larven ais

agheid.

Hierdoor schuift digquat 1in de rangorde volgens toxici-

teit naar voor op i.f.v. de testduur.

heidseffekt ook werd waargenomen met adulte

crustaceeén, formuleren wij de hypotese dat
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vissen en

deze traag-

heid kenmerkend =zou zijn voor het werkingsmechanisme

van diquat.

- Het 2,4-D 1is vrijwel onschadelijk voor Bj r

96
en larven (TL*™ > 100 ppmn).

II. In een afzonderlijk hoofdstuk werd de invloed

vlioeiers ethomeen S25 en lissapol NX

(die 1in sommi

ciéle formuleringen een paraquat worden

fekt wvan dit herbicide behandeld.

erio-eieren

van de uit-

ge kommer-

toegevoegd) op het ef-

A. Ten einde de mogelijke interakties op te sporen tussen
de verschillende komponenten aanwezig 1in het mengsel "paraquat
met uitvloeiers" (PMU) werden twee faktoriéle experimenten ge-

daan waarin verschillende kombinaties

ties van de drie komponenten paraquat,

van bepaalde

lissapol NX

S25 werden uitgetest. De eerste proef werd uitgev
groenwier Scenedesmus opoliensis, de tweede
reticulata. Volgende konklusies kunnen worden
bracht

1) De toxiciteit van een formulering van een herbi
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die ze Dbevat. Zelfs met de kennis

van de toxic

elk van de afzonderlijke komponenten
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2) Uit de proeven met Scenedesmus opoliensis
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en ethomeen
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opde vis Poecilia
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s verschil-

len naargelang de absolute koncentratie van elk van de Pro-

dukten. Met dit groenwier werden

er

enerzijds

kombinaties
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gevonden waarbij er een duidelijk synergisme optrad en an-
derzijds kombinaties waarbij er een duidelijk antagonisme
tussen de komponenten optrad. De proeven met PZU en PMU
afzonderlijk brachten eveneens een antagonisme aan het
licht. Aan de hand van dit faktorieel experiment kan de
samenstelling van de kommerciéle formulering PMU met 50%
uitvloeiers worden gerekonstrueerd : de uitvloeiers etho-
meen S25 en lissapol NX zijn toegediend 1in een verhouding
die 9:1 benadert. De exakte samenstelling van "gramoxone"
werd ons onlangs vertrouwe 1ijk medegedeeld en spreekt deze
konklusie niet tegen.

3) Uit de proeven met Poecilia reticulata blijkt eveneens dat
de interakties veranderen in funktie wvan de samenstelling
van het mengsel. Het effekt wvan paragqguat wordt door het
toevoegen van detergenten (in alle mogelijke kombinaties)
steeds verhoogd.

4) Een 1interessante vaststelling is het feit dat het detergent
dat afzonderlijk het minst toxisch voor beide testorganismen
is, de toxiciteit wvan paraquat meer verhoogt dan de meest

toxische detergent dit doet.

B. Uit de resultaten van onze toxikologische proeven
blijkt er een groot verschil te bestaan tussen de verschillen-
de testorganismen wat betreft het effekt van de detergenten op
de toxiciteit wvan paraquat.

Algemeen kunnen de gebruikte testorganismen in twee groepen

worden 1ingedeeld

1) de eerste groep organismen 1s deze waarvoor de toxiciteit
van de detergenten afzonderlijk kleiner 1is dan de toxiciteit
van het herbicide. Tot deze groep behoren de wieren en de
crustaceeén. Voor deze groep 1s de 1invloed van de uitvloei-
ers op het effekt van paraquat minimaal en kan men in sommi-
ge gevallen zelfs antagonistische werkingen waarnemen.

2) Tot de tweede groep behoren de organismen die wel =zeer sterk
door de uitvloeiers afzonderlijk worden aangetast. Dit zijn
o0.a. alle ontwikkelingsstadia van de vissen. Voor deze
groep 1is de invloed van de additieven op het effekt van pa-

raquat wel Dbelangrijk.
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C. Uit de samenvatting van deze gegevens kunnen we vol-

gend interaktiemechanisme tussen paraquat, lissapol NX en etho-

meen S25 vooropstellen

1) De individuele toxiciteit van hoge koncentraties aan deter-
genten wordt veroorzaakt door een verhoging van de membraan-
permeabiliteit omwille van een eiwitdenaturatie.

2) Bij die organismen die =zeer gevoelig zijn voor de detergen-
ten (bv. vissen) 1is er 1in PMU voldoende detergent aanwezig
opdat de membranen waarlangs het paraquat wordt opgenomen
meer doorlaatbaar =zouden worden voor dit produkt.

Toch 1is het 1in deze gevallen niet mogelijk het effekt wvan
de komponenten te voorspellen. Zo verhoogt 1lissapol ©NX, in
het geval wvan P” reticulata, het effekt van paragquat meer
dan ethomeen S25. Dit laatste produkt 1s echter toxischer
dan lissapol NX.

3) Bij organismen die relatief goed bestand =zijn tegen het ef-
fekt van de detergenten, spelen de fysische en tensio-aktie-
ve 1d1nterakties tussen paraquat, de detergenten en de orga-
nismen de voornaamste rol in het effekt van het mengsel.
Vandaar dat de interakties zo sterk kunnen variéren naarge-
lang de samenstelling van het mengsel.

De hydrofiel-lipofiel-interakties en adsorptieverschijnselen
veroorzaken 1in sommige gevallen een antagonisme tussen de
verschillende komponenten (bv. 3. opoliensis-Rhithropano-
peus harrisii) .

Het effekt van een tensio-aktieve stof afzonderlijk 1is 1in
deze gevallen uiteraard nog moeilijken te korreleren met

het effekt wvan het mengsel.

IIT. In een derde luik wvan ditonderzoek werd er aandacht ge-

schonken aan de "dosis-residu"-relatie voor de 3 herbiciden.

De akkumulatie t.h.v.het sediment, t.h.v. gesuspendeerde wier-
cellen Scenedesmus opoliensis en t.h.v. de vissen Poecilia re-

ticulata en Brachydanio rerio werd bestudeerd.

A. Uit literatuurgegevens blijkt al gauw dat paraquat
diquat zeer sterk adsorberendeeigenschappenhebben. In de

natuur verdwijnen beide herbiciden =zeer snel uit de waterige

en
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fraktie van het ekosysteem doch persisteren nog maanden 1in de
sedimenten.

Ook 2,4-D adsorbeert snel aan organisch beladen bodemmateriaal
doch persisteert er minder lang dan de dipyridyliumder ivaten.
Dit herbicide vertoont bovendien de neiging om te adsorberen

aan plantaardig materiaal in suspensie.

B. In experimenten met S " opoliensis hebben wij de ad-
sorptiegraad van paraquat en digquat aan de wiersuspensie pro-

beren te bepalen. Volgende feiten werden vastgesteld

1) Scenedesmus opoliensis-c.ellen akkumuleren meer digquat in
het donker dan in het 1licht.

Naar analogie met literatuurgegevens 1is het mogelijk dat
Scenedesmus preferentieel chemikalién in het donker adsor-
beert, doch in”f”val van digquat speelt hoogst waarschijnlijk
ook de kleinere herbicide werking van het produkt in het
donker een rol 1in het akkumulatieproces. Er zijn argumen-
ten om aan te nemen dat op dat ogenblik nog een morfologi-
sche veranderingen van de wiercellen een rol spelen 1in deze
akkumulatie.

2) Paraquat akkumuleert minder bij opoliensis dan diquat.
Uitgaande wvan literatuurgegevens kunnen we stellen dat de
betrokken wiersoort een starre celwand heeft waarvan de mo-
lekulaire konfiguratie =zich slechts in geringe mate kan aan-
passen aan de struktuur van het adsorberende produkt.

In de betrokken proefomstandigheden werd dan ook door ons
slechts 5% van het aanwezige paraquat uit het milieu geak-
kumuleerd.

Het verschil in het percent geakkumuleerde paraquat en di-
quat in nochtans identieke proefomstandigheden kan worden
verklaard door de grotere afstand van de geladen plaatsen

in het paragquat-ion dan in het diquat-ion.

C. In een preliminair onderzoek hebben wij naar een re-
produceerbare metode gezocht voor het bepalen van het residu
paraquat of diguat 1in vissen.

Uit onze proeven met Brachydanio rerio en Poecilia reticulata

kunnen wij voorlopig volgende vaststellingen afleiden
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De primaire adsorptiefaze wvan paraquat aan rerio wordt ge-
volgd door een desorptief a'ze. Bij een langere testduur (72
uur) akkumuleert rerio ongeveer 10% wvan de koncentratie

van het omgevend milieu.

Poecilia reticulata hoopt 10 tot 100x meer paraquat op dan

B. rerio en kan in lage koncentraties (lager dan 32 ppm) pa-
raquat akkumuleren tot gehaltes 5x hoger dan deze van het om-
gevend milieu. Deze Dbiologische koncentratie neemt in belang
af met stijgende koncentraties van het omgevend milieu.
Poecilia akkumuleert gemiddeld ongeveer 5x minder diquat dan
paraquat. In tegenoverstelling met de resultaten met para-
quat treedt er in koncentraties lager dan 18 ppm digquat een
biokoncentratie op die 1in belang toeneemt naarmate de test-

koncentraties stijgen.
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9- ALGEMENE BESLUITEN.

Paraquat

- Aan de hand van ons onderzoek kunnen we paraquat type-
ren ais een goed algicide dat echter zeer toxisch 1is voor
crustaceeén, slechts middelmatig toxisch 1is voor adulte vis-
sen, doch daarentegen =zeer nefast voor de embryonale en lar-
vale stadia van laatstgenoemde proefdieren.
De uitvloeiers die aan het herbicide 1in de kommerciéle formu-
leringen worden toegevoegd, zijn voor het gebruik ais aqgquatisch
herbicide absoluut te weren. Enerzijds 1is het twijfe lachtig
dat de aard en de koncentratie van de toegediende detergenten
een gunstig effekt hebben op het verdelgen van alle types van
watervegetatie en anderzijds werd het negatief effekt wvan deze
additieven voor de aquatische fauna voldoende aangetoond.
Indien dit herbicide aan een aquatisch ekosysteem wordt toege-
diend 1is het slechts korte tijd 1in het water te detekteren.
Paraquat verdwijnt uit de waterige fraktie hoofdzakelijk door
een adsorptie aan het sediment waarin het lang persisteert. De
adsorptie aan het fytoplankton 1is minimaal. Belangrijk 1is ech-
ter dat 1in bepaalde omstandigheden het herbicide een biologi-
sche akkumulatie in visweefsel kan vertonen.
Wij zijn dan ook de menirtg toegedaan dat de wettelijke bepalin-
gen 1in Belgié voorset gebruik van paraquat ais aquatisch

herbicide moeten worden aangepast:

- Tenzij er argumenten zouden kunnen naar voor gebracht
worden die aantonen dat het toevoegen van uitvloeiers absoluut
essentieel 1is voor het verdelgen van een bepaald type van wa-
ter- of oevervegetatie, dient bij voorkeur PZU gebruikt te wor-

den 1i.p.V. PMU.

- Telkens wanneer =zoals voorgeschreven voor de bestrij-
ding van aquatische vegetatie, 5 ppm gramoxone aan het water
wordt toegediend (dit stemt overeen met I ppm paraquat-ion)
zullen naast de vegetatie ook het plantaardig plankton en de
gevoeligste fraktie van het =zodplankton worden gedood. De
meeste vissen zullen door deze koncentratie niet worden aange-
tast op voorwaarde dat er geen uitvloeiers aan het paraquat
zijn toegediend. Een biologische akkumulatie in vissen 1is ech-

ter, ook bij het gebruik wvan PZU, niet uitgesloten.
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- Het tijdstip waarop paraquat wordt aangewend 1is zeer
belangrijk met het oog op hét effekt op het ekosysteem. Meest-
al wordt paraquat gebruikt 1in de lente, m.a.w. de paaitijd wvan
de vissen en de "bloei"-periode van het zodplankton. De re-
produktie van sommige gevoelige vissoorten kan door 1 ppm PZU
en zeker door 1 ppm PMU worden verhinderd. Het vrijwaren wvan
biezonder gevoelige larvale stadia zoals deze van bepaalde mi-
kroplanktonten (de estuariumkrab Rhithropanopeus harrisii) kan
alleen gebeuren door het beperken van de toepas singsperiode van

het herbicide.

Om al deze redenen verdient de Nederlandse norm voor de

toepassing van paraquat navolging. Deze luidt ais volgt
Alleen paraquat =zonder uitvloeiers mag worden toegepast,
ten vroegste van 1 juni en de maximale dosis in het water
is 2 ppm Gramoxone (d.i. 0.4 ppm paraquat-ion)

(Plantenziektekundige Dienst, Wageningen, 1975) .

Diguat

- Indien we de rangorde 1in toxiciteit van de verschillen-
de uitgeteste produkten vergelijken voor de verschillende ver-
tegenwoordigers van het aquatisch ekosysteem, dan zien we dat
van de 3 herbiciden paraquat het grootste effekt heeft op het
fytoplankton, maar dat daarentegen voor de dierlijke organis-
men het andere dipyridyliumderivaat, diquat, het effekt wvan

paraquat overtreft.

- Algemeen valt het op dat de toxiciteit wvan digquat nog
sterk verandert in funktie wvan de tijd, terwijl voor de ande-

re produkten reeds na 24 u een vrij stabiele toestand 1is be-

reikt. Dit is het duidelijkst in de proeven met de beide vis-
soorten, met de eieren en larven van rerio, met beide Daph-
nia-soor ten en met Artemia salina. Deze traagheid wvan het ef-

fekt wvan diquat op =zeer verscheidene organismen kan niet uit-
sluitend te wijten zijn aan de snelheid waarmee het diquat
door de organismen wordt geabsorbeerd. De absorptie wvan pa-
raquat en diquat 1is wellicht wvoor elk organisme verschillend.
Men kan echter veronderstellen dat het langer uitblijven van

het effekt wvan diquat, t.o.v. paraquat kenmerkend is voor het
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werkingsmechanisme wvan diquat. Deze hypotese dient nog verder

te worden onderzocht.

- In het natuurlijk biotoop gedraagt diquat =zich op ana-
loge wijze ais paraquat. De adsorptie aan organisch beladen
bodempartikels en aan het fytoplankton, is belangrijker dan
bij paraquat. In onze proeven namen we wel een akkumulatie in
de vissen weer, doch de koncentratie in het weefsel overtrof

nooit de koncentratie van het omringend milieu.

De wettelijke bepalingen voor het gebruik wvan digquat ais
aquatisch herbicide zijn in Belgié en Nederland identiek ais
voor paraquat. Indien =zoals voorgeschreven, 5 ppm reglone
(d.i. 1 ppm digquat-ion) aan het water wordt toegediend, mag

men er =zeker van zijn dat naat het fytoplankton ook het meer-

endeel van het zodplankton =zal worden verdelgd. De gevoelig-
heid wvan de onderzochte fyto- en zodplanktonsoorten 1ligt voor
diquat immers 1in dezelfde grootteorde. De meeste vissen =zul-

len door deze koncentratie niet worden gedood, maar de kans
bestaat dat =zeer gevoelige vislarven worden uitgeroeid.

Het tijdstip waarop digquat wordt toegepast 1is derhalve
van kapitaal belang. De broedperiode wvan allerhande organis-
men moet zo veel mogelijk gevrijwaard blijven van diquatbehan-
delingen.

De gevallen waarin het werkelijk aangewezen 1is diquat te
gebruiken 1i.p.v. paraquat zouden bij wet moeten worden vastge-
legd. Digquat 1s dimmers weinig selektief en globaal =zeer
toxisch voor het volledige waterige ekosysteem. Indien diguat
wel wordt toegepast verdient de Nederlandse norm aanbeveling
omdat de maximale dosis en de toepassingsperiode tot een mini-
mum werden herleid

Maximaal 2 ppm reglone (d.i. 0.4 ppm diquat) te gebruiken

vanaf 1 juni (Plantenziektekundige Dienst, Wageningen,

1975) .

- Uit onze proeven kunnen we het triethanolaminezout van
2.4-D typeren ailis een weinig efficiént algicide dat tevens

slechts een geringe invloed heeft op de vertegenwoordigers van
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de aquatische fauna. Toch zijn er twee belangrijke aspekten

in het toxisch effekt wvan dit produkt

- 2,4-D heeft een aanzienlijk chronisch effekt op één wvan de
onderzochte crustaceeén

- het werkingsmechanisme van 2,4-D (nl. groeiregulatie) kan

interfereren met de reproduktie van sommige fauna-elementen.

Het 2,4-D kan ook slechts een geringe tijd in het water worden

gedetekteerd ; het adsorbeert aan de bodempartikels waar het
een biodegradatie ondergaat. Het teruggevonden residu in de
bodem is slechts een fraktie wvan de totale ingebrachte hoe-

veelheid 2,4-D ; bijgevolg 1is een akkumulatie in flora en fau-
na niet wuitgesloten.

2.4-D, het meest gebruikte herbicide ter wereld, 1s geen spe-
cifiek aquatisch herbicide, maar wordt voornamelijk aangewend
tegen boven het water uitgroeiende hogere planten. Door de
geringe direkte toxiciteit wvan 2,4-D wordt het gevaar van
2.4-D sterk onderschat.

In Belgié =zijn er geen speciale normen voorzien voor de behan-

deling van oppervlaktewaters.

Steunend op de belangrijke subletale effekten wvan dit
herbicide =zouden wij ook voor dit produlet ten stelligste aan-
raden de normen die 1in Nederland werden gesteld niet te over-
schrijden

2,4-D mag 1in het water niet onder de vorm van esters wor-

den aangewend ; de toepassing 1in het voorjaar 1s verbo-

den ; het mag slechts wvanaf eind Jjuni, begin Jjuli worden

gebruikt, en de dosis wvrij zuur 1in het water mag de 1 a

2 ppm aktieve stof niet overschrijden. Het water wvan

behandelde sloten mag gedurende enkele weken niet meer

worden gebruikt voor land- of tuinbouw.
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Tenslotte menen wij de 'aandacht te moeten vestigen op
het elcologisch probleem bij het gebruik van aquatische her-
biciden 1in het algemeen. Zelfs 1indien een herbicide op be-
vredigende wijze voldoet aan de voorwaarden die op toxikolo-
gisch gebied worden gesteld, zijn de schaal en de frekwentie
waarmee het produkt gebruikt wordt, van primordiaal belang.
Een totale eenmalige verdelging van de vegetatie 1in een be-
perkt gebied =zal minder ongunstige gevolgen hebben dan een
selektieve regelmatige uitroeiing van de vegetatie 1in een uit-
gestrekt gebied. Het gevaar van deze laatste toepassing be-
staat er 1immers 1in dat op die manier grote "reserves" aan na-
tuurlijk biologische gemeenschappen onherstelbaar kunnen wor-

den vernietigd.
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10- SAMENVATTING

In de laatste decennia 1is het gebruik van bestrijdings-
middelen niet meer uit de moderne landbouwtechnieken weg te denken.
Overtuigd door de grote suksessen die men behaalde in de terrestri-
sche onkruidbestrijding, wendde men de herbiciden paraquat, diquat
en 2,4-D tevens aan ter verdelging van de aquatische en de oever-
vegetatie. Doch in een aquatisch ekosysteem zijn behalve de te
bestrijden soort ook de ander biota 1in een nauwer kontakt met het
toegediende produkt. De neveneffekten bij het gebruik van herbi-
ciden 1in het aquatisch ekosysteem mogen derhalve niet worden on-
derschat, te meer omdat de toxiciteit wvan de gebruikte produkten
op de verschillende komponenten van deze biologische gemeenschap
meestal onbekend is.

Omdat toxikologisch onderzoek op verschillende vertegen-
woordigers van het aquatisch ekosysteem een dringende noodzaak 1is
geworden, gingen wij in deze studie het effekt na wvan 2,4-D,
diquat en van twee formuleringen van paraquat, op enkele primai-
re producenten, primaire konsumenten, secundaire konsumenten en
afbrekers.

Om een extrapolatie te kunnen maken van de resultaten van
dergelijke laboratoriumproeven, naar het effekt van eenprodukt in
het natuurlijk milieu dient de partitionering, de akkumulatie en

de persistentie wvan dit produkt te worden bestudeerd.

Het verschil tussen de twee gebruikte paraquat-formulerin-
gen bestaat 1in een additie van twee detergenten aan één van beide
oplossingen. Dit zijn : lissapol NX en ethomeen S25. In alle proe-
ven werden beide paraquat-formuleringen en beide tensio-aktieven,
'uitvloeiers' genaamd, 1in parallel uitgetest. Bovendien werden
er twee 'faktoriéle' experimenten uitgevoerd om de interakties

tussen de verschillende komponenten van de mengsels na te gaan.

Uit het toxikologisch onderzoek kunnen wij afleiden dat
er een groot verschil bestaat in gevoeligheid tussen de verschillen
de groepen organismen, tussen de verschillende organismen van

eenzelfde groep, en tussen ontwikkelingsstadia van eenzelfde soort.
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De rangorde in toxiciteit verandert weinig bij de uitge-
teste groepen. Veralgemeend is diquat toxischer dan paraquat of
is het effekt van beide produkten vrijwel gelijk (TL*"”“lenke le ppm) .
Op korte termijn is 2,4-D een vrij onschadelijk produkt (TL,,. 100 ppm)
Op -lange termijn vertoont 2,4-D in een koncentratie van enkele ppm
een belangrijk subletaal effekt. De herbiciden hebben reeds een
duidelijke invloed op de overleving en de reproduktie van bepaal-
de dierlijke organismen in koncentraties die dienen te worden aan-
gewend voor de onkruidbestrijding (in Belgié gebruikt men 5 ppm
gramoxone) .

Paraquat met uitvloeiers is toxischer dan paraquat zonder
uitvloeiers, op enkele uitzonderingen na. Deze wuitzonderingen
en de resultaten van de faktoriele experimenten zijn argumenten
om het gebruik van paraquat met uitvloeiers in een aquatisch eko-
systeem te vermijden.

De twee detergenten 2zelf 2zijn zeer schadelijk voor vissen.

Bij de studie van de partitionering van de onderzochte

dipyridyliumherbiciden, paraquat en diquat, worden de grootste

résidus waargenomen, in de sedimenten. De ophoping van deze herbi-
ciden in wiercellen is gering (5-30 % van de uitwendige koncentra-
tie) , doch in vissen kan de inwendige koncentratie de uitwendige

benaderen en in sommige gevallen tot 5 maal overschrijden.

In het 1licht van deze resultaten menen wij dat het gebtuik
van paraquat, diquat en 2,4-D vooi het verdelgen van aquatische
vegetatie met biezondere voorzorgen dient te gebeuren. Wij vin-
den het derhalve wenselijk dat de Belgische wetgeving die het ge-
bruik van de onderzochte herbiciden bepaalt, wordt aangepast door
1) een verlaging van de maximaal toelaatbare dosis, 2) het vermij-
den van bepaalde formuleringen, en 3) een beperking van de ge-
bruiksperiode zodat de voortplantingsperiode van de meesteorga-

nismen gevrijwaard blijft wvan herbiciden.
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