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Deze notitie is geschreven in het kader van het project Toxiciteit van de Kennisimpuls Waterkwaliteit. In de Kennisimpuls werken Rijk, provincies, waterschappen, drinkwaterbedrijven en kennisinstituten aan meer inzicht in de kwaliteit van het grond- en oppervlaktewater en de factoren die deze kwaliteit beïnvloeden. Daarmee kunnen waterbeheerders en andere partijen de juiste maatregelen nemen om de waterkwaliteit te verbeteren en de biodiversiteit te vergroten. 
In het programma brengen partijen bestaande en nieuwe kennis bijeen, en maken ze deze kennis (beter) toepasbaar voor de praktijk. Hiermee verstevigen ze de basis onder het waterkwaliteitsbeleid. Het programma is gestart in 2018 en duurt vier jaar. Het wordt gefinancierd door het ministerie van Infrastructuur en Waterstaat, STOWA, waterschappen, provincies en drinkwaterbedrijven. 



Inhoudsopgave
Colofon	2
1. Inleiding	4
2. Methodes	4
2.1. Literatuurstudie semi-veld experimenten	4
2.2. Berekening toxische druk	5
3. Resultaten en discussie	5
3.1. Samenvatting semi-veld studies	5
3.2. Relatie toxische druk en effecten gevonden in semi-veld testen	5
4. Vergelijking semi-veld studies en ecologische kwaliteit onder de kader richtlijn water	9
5. Conclusies	9
6. Referenties	10
Appendix A. Studies die de effecten van afzonderlijke bestrijdingsmiddelen evalueren.	11
Appendix B. Studies die de effecten van mengsels van stoffen evalueren.	22
Appendix C. Effecten van individuele stoffen op afzonderlijke eindpunten	25
Appendix D. Effecten van mengsels van stoffen op afzonderlijke eindpunten	31



[bookmark: _Hlk57888448][bookmark: _Toc60223882]1. Inleiding
Bij het gebruik van de ESF-Toxiciteit was één van de hoofdvragen van de gebruikers: “Wat is het gevolg van een toenemende toxische druk van verontreinigende stoffen en/of mengsels van zulke stoffen op de ecologische status?” Deze vraag wordt opgepakt in een specifiek werkpakket (WP), namelijk WP5, “Validatie en interpretatie”. 
Dit product draagt bij aan het antwoord op deze vraag door de relatie tussen (mengsel) toxische druk (PAF of msPAF) en de effecten van individuele stoffen en mengsels in semi-veldtesten in detail te bestuderen. 
Dit document geeft de resultaten die verkregen zijn door de analyse van data sets van bestaande semi-veld testen t.b.v. vaststellen huidige interpretatie en validiteit van de ESF-Tox en leidt daaruit een aantal conclusies en verbeterpunten af. Hiervoor is een literatuurreview uitgevoerd naar bestaande semi-veld experimenten met (bekende) mengsels van (organische) stoffen. Deze literatuurreview was al beschikbaar voor experimenten met individuele bestrijdingsmiddelen. Voor de studies met de afzonderlijke stoffen zijn de toxische druk van afzonderlijke stoffen en mengsels uitgerekend en vergeleken met de ecologische effecten waargenomen in de semi-veld experimenten. De berekeningen van de (mengsel) toxische druk vonden plaats met de werkwijzen van de Ecologische Sleutel Factor Toxiciteit (Posthuma et al., 2016), waarbij de kwantificering van de toxische druk plaatsvond met geactualiseerde gegevens over de ecotoxiciteit van de beoordeelde stoffen (Posthuma et al., 2019). Uit deze studie kan opgemaakt worden of ecologische effecten beginnen op te treden bij de overschrijding van een bepaalde, consistente drempelwaarde of dat dit afhankelijk is van het werkingsmechanisme van de stoffen.
[bookmark: _Toc60223883]2. Methodes
[bookmark: _Toc60223884]2.1. Literatuurstudie semi-veld experimenten 
De literatuurstudie naar de effecten van afzonderlijke bestrijdingsmiddelen als geobserveerd in microcosm en mesocosm experimenten is al uitgevoerd en beschreven in Brock et al. (2000a;b) en geüpdatet door Van Wijngaarden et al. (2005) en Zafar (2012) en geïmplementeerd in het PERPEST model voor het voorspellen van de ecologische effecten van (mengsels van) bestrijdingsmiddelen (Van den Brink et al., 2002).
Een nieuwe literatuurstudie is uitgevoerd naar de evaluatie van de effecten van mengsels van chemische stoffen welke geëvalueerd zijn in microcosms of mesocosms. Hiervoor hebben we de publicatie (Verbruggen and Van den Brink, 2010) als startpunt genomen door alle relevante studies hieruit te halen. Daarnaast is er een Scopus zoekactie uitgevoerd met de zoektermen *cosm AND aquatic AND mixture. Uit de gevonden literatuur is vervolgens met de hand de relevante literatuur gezocht, namelijk studies die i) kijken naar de effecten van mengsels van organische stoffen (geen metalen of niet gedefinieerde mengsels als LAS en olie), ii) die gekarakteriseerd zijn, en iii) die gemeenschappen geëvalueerd hebben in microcosms of mesocosms. 
De systemen waren in de meeste studies blootgesteld aan verschillende concentraties van hetzelfde mengsel (dit om een concentratie-response curve te krijgen van het mengsel). In sommige gevallen waren de mengsels met verschillende ratio’s van de gemengde stoffen toegevoegd. In de studies waarvoor een van deze twee dingen het geval was, is iedere afzonderlijke concentratie of ratio toegewezen aan een unieke casus. Voor iedere casus is vervolgens het type ecosysteem (outdoor/indoor; microcosm/mesocosm), de hydrologie van het systeem (stilstaand, recirculerend/ stromend), de duur van het experiment, de chemicaliën die aanwezig waren in het mengsel en hun concentraties, en als laatste, het blootstellingsregime (1, 2, 3, x pulsen, constant) genoteerd. Voor ieders casus is tevens gekeken welke eindpunten geëvalueerd zijn en zijn de effecten ingedeeld in drie effectklassen die zijn gebaseerd op de volgende criteria:
Klasse 1: 'effect niet aantoonbaar'
· geen effecten waargenomen ten gevolge van de behandeling (statistisch aantoonbaar zijn speelt bij dit criterium in eerste instantie een belangrijke rol) en;
· waargenomen verschillen tussen behandeling en controles vertonen geen duidelijke causaliteit.
Klasse 2: 'licht effect'
· effecten gerapporteerd in terminologie van 'slight'; 'transient' en;
· kortdurende en/of kwantitatief beperkte respons van gevoelige eindpunten en;
· effecten slechts waargenomen op individuele monstertijdstippen.
Klasse 3: 'groot effect'
· uitgesproken respons van gevoelige eindpunten en;
· effecten gerapporteerd als 'effecten op gevoelige soort(en)'; 'eliminatie gevoelige soort(en)' en;
· effecten waargenomen op minimaal twee opeenvolgende monstertijdstippen.
De volgende eindpunten zijn meegenomen: de functionele eindpunten decompositie, fysisch/chemische parameters en nutriënten en de structurele eindpunten vissen en kikkervisjes, arthropoden, andere macro-evertebraten, zoöplankton en primaire producenten.
[bookmark: _Toc60223885]2.2. Berekening toxische druk
De (mengsel) toxische druk is een proxy voor de mate waarin (mengsels van) stoffen directe effecten hebben op afzonderlijke soorten (zoals effecten op bijvoorbeeld groei of reproductie), en wordt uitgedrukt als een waarde tussen 0 en 1. De toxische druk kent als eenheid de Potentieel Aangetaste Fractie van soorten (PAF), en wordt verkregen door voor elke stof en (behandel)concentratie via de bijhorende soortengevoeligheidsverdeling (Species Sensitivity Distribution, SSD) af te lezen wat de bijhorende toxische druk is. Bij blootstelling aan meer dan één stof worden de resulterende toxische druk waarden per stof geaggregeerd tot een mengsel toxische druk (msPAF), door toepassing van rekenregels voor mengsels. Het principe van de berekeningen is uiteengezet in Posthuma et al. (2016) en (2019). De gebruikte soortengevoeligheidsverdelingen (SSDs) zijn overgenomen uit Posthuma et al. (2019). 
In dit rapport worden zowel de acute als chronische toxische druk gebruikt, afhankelijk van de tijdsduur en het blootstellings-schema van de experimenten. Tussen het rapport van 2016 en de publicatie van 2019 is in het kader van een Europees project een groot aantal ecotoxiciteitsdata verkregen en verwerkt, waardoor er berekeningen kunnen worden uitgevoerd om zowel de acute (kortdurende) als de chronische (langdurende) toxische druk te kwantificeren. De acute toxische druk is de vorm die in Posthuma et al. (2016) – de Ecologische Sleutel Factor Toxiciteit, versie 1.0 – is gebruikt, met als motivaties dat (a) er toen voor de meeste stoffen ecotoxiciteitsgegevens voorhanden waren vanuit kortdurende blootstellingsproeven, terwijl (b) de acute (mengsel) toxische druk empirisch gerelateerd bleek te zijn aan soortenverlies (en daarmee aan het concept ‘ecologische toestand’ uit de KRW, en vooral met de klassen ‘matig’, ‘ontoereikend’ en ‘slecht’). De chronische experimenten kunnen direct gerelateerd worden aan de afleiding van beschermende milieukwaliteitsnormen (MKN), waarbij de ecologische toestandsklassen ‘hoog’ en ‘goed’ gedefinieerd zijn door de afwezigheid van significante effecten (ten opzichte van de watertype-specifieke referentiesituatie), en er (dus) sprake is van geen of een heel lage toxische druk, zelfs bij langdurige blootstelling. 
2.3. Data analyse
Om de relatie te bepalen tussen toxische druk en effecten gevonden in semi-veld testen hebben we een paar data-voorbewerkingsstappen uitgevoerd alvorens de data analyse uit te voeren.
In eerste instantie hebben we alle effecten (zowel structurele als functionele effecten) samengevoegd. Tevens hebben we effect klasse 1 en 2 samengevoegd en weergegeven als 1 in de figuren (zie bijvoorbeeld Figuur 1), terwijl de effect klasse 3 als een 0 wordt weergegeven. Dit is enerzijds gedaan wegens onzekerheden in het toewijzen van de effect scores (het verschil tussen ‘licht effect’ en ‘effect niet aantoonbaar’ is erg klein), en anderzijds om beter aan te sluiten bij de kaderrichtlijnwater (KRW) ecologische status. De huidige manier waarop de KRW op dit moment namelijk de ecologische status van waterlichamen beoordeeld zorgt er voor dat het verschil tussen de klassen 1 en 2 niet kan worden opgepikt. Dit wordt uitgebreid besproken in paragraaf 3.2.3.
Als uiteindelijke data analyse hebben we een logistieke regressie uitgevoerd. Deze volgt de volgende vergelijking:

Waarbij p de kans is op geen effect (effect klasse 1 en 2, weergegeven met een 1), β0 en β1 zijn de parameters van het model, en x is de onafhankelijke variabele waarmee we de kans op geen effect willen voorspellen (in ons geval dus de PAF of msPAF waarden). De uiteindelijke resultaten van deze logistieke regressie wordt in de figuren weergegeven met een lijn, een daarbij behorende vergelijking en p-waarde. De vergelijking in de figuren volgt het volgende format:

Waarbij y de  is.
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[bookmark: _Toc60223887]3.1. Samenvatting semi-veld studies
De database van de afzonderlijke bestrijdingsmiddelen bevat 136 verschillende studies met 573 verschillende casussen (Appendix A). Per studie zijn dus gemiddeld tussen de 4 en 5 concentraties geëvalueerd. Voor drie studies (nr. 17, 34 en 55; Appendix A) uitgevoerd met mancozeb, picloram en clopyralid, kon geen PAF waarde berekend worden door missende data in de “Chemie-tool”. 
De nieuwe literatuur studie naar de effecten van mengsels van stoffen leverde 38 verschillende studies op, waarin 147 verschillende casussen geëvalueerd zijn. Gemiddeld heeft iedere studie bijna 4 verschillende concentraties/ratio’s van een mengsel bestudeerd. De looptijd van de studies varieerde van 1 tot 52 weken, hoewel dit bij de langere studies ook vaak een herstelperiode omvatte. De meerderheid van de cases (>60%) had enkel 1 toediening. De hoeveelheid stoffen in de bestudeerde mengsels varieerde van 2 tot 12. Alhoewel dit niet zo zeer van belang is voor de toxische druk berekening (het is mogelijk om met 5 stoffen waar van iedere stof 0.2 ug/L is toegevoegd dezelfde msPAF waarde te verkrijgen als met 2 stoffen waar van iedere stof 0.5 ug/L is toegevoegd), maar dit kan echter wel van belang zijn wanneer er gekeken wordt naar de hoeveelheid werkingsmechanismen die aanwezig waren in een mengsel. In 22 van de 38 studies bestonden de mengsels uit stoffen behorend tot dezelfde stofgroep (bijvoorbeeld allemaal insecticiden, herbiciden, of medicijnen).
[bookmark: _Toc60223888]3.2. Relatie toxische druk en effecten in semi-veld testen
3.2.1. Eenmalige toediening (acuut)
Figuur 1 geeft een samenvatting van de resultaten voor een eenmalige toediening van verschillende soorten pesticiden. Alle trendlijnen laten een neerwaartse trend zien, wat aanduid dat de kans op geen effect (1) groot is bij een lage toxische druk, en dat deze kans afneemt naarmate de toxische druk toeneemt. De toxische druk dient dus als proxy voor de kans dat effecten gevonden worden in de mesocosms. Dit sluit dus niet uit dat er grote effecten geobserveerd kunnen worden bij een zeer lage toxische druk. Voor insecticiden en fungiciden is echter de kans dat er effecten gevonden worden bij een toxische druk van 0 laag (respectievelijk 0.125 en 0.06, Figuur 1A en 1C). Voor herbiciden is deze kans een stuk hoger (bijna 0.5, Figuur 1B). Deze verhoogde kans wordt veroorzaakt door de effecten van herbiciden op primaire producenten, wat duidelijk te zien is in Figuur C2 in Appendix C. De kans op grote effecten wordt voor insecticiden voornamelijk bepaald door effecten die optreden voor arthropoden en zoöplankton, de twee gevoeligste soortgroepen voor deze stofgroep. Voor fungiciden is er nog te weinig data beschikbaar om een duidelijke uitspraken te kunnen doen over welke soortgroepen het meest gevoelig zijn (Figuur C1 en C3). In het algemeen is wel duidelijk dat, ongeacht de stofgroep, er bij hoge toxische druk waarden (msPAFEC50 > 0.5) veelal grote effecten worden waargenomen. 
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Figuur 1. Maximale effecten (structureel of functioneel) van afzonderlijke insecticiden (A), herbiciden (B), fungiciden (C) en alle bestrijdingsmiddelen (D) gevonden in (semi)veldstudies (microcosms of mesocosms) na een eenmalige toediening. Het rode ruitje en het oranje vierkantje geven respectievelijk het 95ste en het 50ste percentiel van de PAFEC50 waarden binnen de effect klasse weer. De lijn, vergelijking en p-waarde geven de resultaten van de logistieke regressie weer.
3.2.2. Meervoudige toediening (chronisch)
Figuur 2 geeft eenzelfde samenvatting maar dan voor de studies met meervoudige toedieningen, en dus met toxische druk waarden gebaseerd op NOECs. Bij PAFNOEC waarden lager dan 0.10 worden nauwelijks grote effecten waargenomen, zelfs helemaal niet voor herbiciden en fungiciden. Voor insecticiden zijn er twee studies gevonden waarin er grote effecten optraden bij een PAFNOEC waarde < 0.1. In beide gevallen werden deze effecten gevonden voor arthropoden, en betrof het een pyrethriode insecticide (Farmer et al., 1995; Breneman and Pontasch, 1994). 
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Figuur 2. Maximale effecten (structureel of functioneel) van afzonderlijke insecticiden (A), herbiciden (B), fungiciden (C) en alle bestrijdingsmiddelen (D) gevonden in (semi)veldstudies (microcosms of mesocosms) na een meervoudige toediening. Het rode ruitje en het oranje vierkantje geven respectievelijk het 95ste en het 50ste percentiel van de PAFNOEC waarden binnen de effect klasse weer. De lijn, vergelijking en p-waarde geven de resultaten van de logistieke regressie weer.

Eenmalige versus meervoudige toediening
Om de verschillen tussen eenmalige en meervoudige toediening (oftewel, tussen acute (EC50) en chronische (NOEC) toxiciteit) te vergelijken, kijken we naar het verschil tussen alle bestrijdingsmiddelen, en vergelijken we dus Figuur 1D met Figuur 2D. Het snijpunt van de trendlijn met de y-as is lager na eenmalige toediening dan na meervoudige toediening, wat betekent dat bij lage toxische druk de kans op grote effecten groter is na eenmalige toediening (dus gebaseerd op acute toxiciteit data) dan na meervoudige toediening (gebaseerd of chronische toxiciteit data). Hierbij is het belangrijk op te merken dat het snijpunt bepaalt wordt door de ligging van alle X-waarden (controles + behandelingen).
Allereerst kan het verschil tussen eenmalig en meermalige toediening verklaard worden doordat de toxische druk waarden in figuur 1D zijn berekend aan de hand van acute EC50 waardes, terwijl de toxische druk waarden in figuur 2D zijn berekend aan de hand van chronische NOEC waardes. De meeste acute toxiciteit studies worden uitgevoerd met een relatief constante blootstelling in simplistische model systemen met alleen maar water (bijvoorbeeld: OECD, 2012). Chronische toxiciteit studies worden al wat realistischere opgezet, bijvoorbeeld door sediment, beluchting, en/of planten toe te voegen om ervoor te zorgen dat de organismen naast chemische stress geen andere stress-factoren ervaren (bijv. tekort aan voedsel of schuilplaats). Dit houdt in dat de blootstelling in een chronische studie meestal iets anders en vaak meer realistisch is dan in een acute studie. Doordat acute toxiciteitstesten minder realistische concentraties in acht nemen, kan het zijn dat de daarop gebaseerde toxische druk waarden potentiele effecten die in het veld optreden overschatten. 
3.2.3.	Mengsels
Figuur 3 geeft een samenvatting van de resultaten voor de mengselstudies na eenmalige (3A) en meervoudige (3B) toediening. De trendlijnen laten zien dat het snijpunt met de y-as lager ligt voor eenmalige toediening dan voor meervoudige toediening, wat zou betekenen dat bij een lage toxische druk de kans op grote effecten groter is na eenmalige toediening (dus gebaseerd op acute toxiciteit data) dan na meervoudige toediening (gebaseerd of chronische toxiciteit data). Echter, er zit een groot verschil in data beschikbaarheid tussen de twee toedieningsschema’s, met veel minder data beschikbaarheid voor meervoudige toediening, vooral aan studies met lage toxische druk (Figuur 3B). De trendlijn voor meervoudige toediening is daardoor minder betrouwbaar, en we kijken daarom liever naar de ruwe data. 
De ruwe data laat zien dat grote effecten geobserveerd worden bij alle concentraties van mengsels (Figuur 3), maar dat geen of kleine effecten niet meer geobserveerd worden bij een msPAFEC50 boven 0.5 voor een eenmalige toediening (Figuur 3A) en bij een msPAFNOEC boven 0.25 voor een meervoudige toediening (Figuur 3B). Dit sluit aan bij onze verwachtingen, namelijk dat een langdurige blootstelling bij een lagere toxische druk grotere effecten veroorzaakt dan een kortdurende blootstelling. 
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Figuur 3. Maximale effecten van een eenmalige toediening (A) en meervoudige toedieningen (B) van een mengsel van stoffen (a = insecticiden, b = herbiciden, c = fungiciden, d = geneesmiddelen en producten voor persoonlijke verzorging, e = mengsel van verschillende stofgroepen). Het rode ruitje en het oranje vierkantje geven respectievelijk het 95ste en het 50ste percentiel van de PAFEC50 (A) en PAFNOEC (B) waarden binnen de effect klasse weer. De lijn, vergelijking en p-waarde geven de resultaten van de logistieke regressie weer.
3.2.4. 	Structurele versus functionele effecten
Vervolgens hebben we de gevonden effecten verder uitgesplitst naar effecten op de structuur van het systeem en op de functie van het systeem (Figuur D1 en D2). Sinds het verschil tussen eenmalige en meermalige toediening aan de hand van Figuur 3 is besproken, concentreren we ons hier op het verschil tussen structurele en functionele eindpunten.
De effecten van een eenmalige toediening van een mengsel geven de duidelijkste dosis-respons relatie voor zoöplankton, vissen en kikkervisjes en functionele parameters (Figuur D1). Hierbij is het belangrijk om op te merken dat de effecten op micro-organismen vaak worden geëvalueerd aan de hand van functionele eindpunten (bijv. decompositie). Daar kunnen dus wel structurele veranderingen plaatsvinden, maar deze worden niet gemeten door de gebruikte methoden. De grote biodiversiteit van micro-organismen maakt het voorkomen van functionele redundantie daarnaast ook waarschijnlijker. Dus als het beschermen van de structuur van de micro-organismen gemeenschap een beschermdoel is, zal deze meegenomen moeten worden in semi-veldexperimenten als een structurele parameter.
Wat opvalt als je Figuur D1 en D2 met Figuur 3 vergelijkt is dat er in Figuur 3 minder punten in de lagere effect klassen voorkomen dan in Figuur D1 en D2. Dit is een logisch resultaat, omdat in Figuur 3 alle effecten zijn samengevoegd, ongeacht het type eindpunt. Desalniettemin duidt dit verschil een belangrijke fenomeen aan. Als je structurele en functionele effecten samenvoegt, zal je meer systemen vinden waarin grote effecten worden gevonden. Het opsplitsen van de data in functionele en structurele eindpunten, voorafgaand aan de data-analyses, draagt dus bij aan een beter begrip van de daadwerkelijke veranderingen die in het systeem plaatsvinden. Dit is cruciaal om tot een inzicht-verhogende risicobeoordeling te komen. 
3.2.5. 	Mesocosm en monitoring
Voor de uiteindelijke validatie en interpretatie van het begrip (mengsel) toxische druk is het wenselijk om uiteindelijk een vergelijking te maken tussen de resultaten die we hebben gevonden in het analyseren van semi-veld studies met de resultaten die gevonden zijn in het analyseren van de KRW-monitoring data op Europees niveau (Posthuma et al., 2020). In het algemeen kan vastgesteld worden dat semi-veld studies een hogere gevoeligheid hebben voor het detecteren van effecten van chemische stoffen en mengsels dan monitoringdata, omdat de behandeling in een mesocosm bestaat uit de gecontroleerde toediening van één of meer stoffen, waarna elk eindpunt in de tijd gevolgd kan worden, en waarbij de waarnemingen tussen behandelingsregimes altijd toegeschreven kunnen worden aan de behandeling (via directe of indirecte effecten, en als effect- of herstel-verschijnsel). Doordat er bij een semi-veld studie gedurende een langere tijd, meerdere malen naar alle verschillende eindpunten wordt gekeken, is de kans groter dat oorzaak-gevolg relaties (inclusief indirecte effecten) opgehelderd worden. Bovendien kunnen conclusies worden getrokken over specifieke verschijnselen die in ecologische systemen kunnen optreden, en die – alles bijeen genomen – een ‘waarschuwing’ kunnen zijn tegen te eenvoudige risicobeoordelingen. Daarentegen levert de analyse van veldmonitoringdata vaak een samenvatting van een hele periode (bijv. een heel jaar), waarin zowel periodes van goede en minder goede waterkwaliteit aanwezig kunnen zijn, en een uiteindelijk ‘ijkpunt’ voor alle risicobeoordelingen van alle drukfactoren.  
[bookmark: _Toc60223890]5. Conclusies
De KRW heeft twee doelen: beschermen van hoge en goede waterkwaliteit, en herstellen als de waterkwaliteit minder is dan goed. De resultaten van deze studie dragen aan beide doelen bij, door vast te stellen of en in hoeverre ecologische eindpunten (structureel, functioneel) beïnvloed worden door chemische verontreiniging. In deze studie is de verontreiniging gekwantificeerd met de toxische druk maatlat, voor afzonderlijke stoffen en mengsels, en bij eenmalige en herhaalde blootstellingen. 
De data tonen de volgende patronen. Ten eerste is er sprake van hoge variabiliteit tussen studies. Ten tweede blijkt dat er een grofmazig algemeen patroon bestaat van het samengaan van hogere effecten bij hogere toxische druk, maar daarbinnen valt het op dat er situaties zijn met hoge toxische druk en afwezigheid van grote effecten, en omgekeerd van situaties met een lage toxische druk en toch grote effecten. Ten derde kan afgeleid worden, dat er binnen studies mogelijk wel grenswaarden – vast te stellen door een duidelijke overgang van geen effect naar toenemende effect – bestaan, maar dat het geheel aan studies geen duidelijke grenswaarden voor de toxische druk suggereert. Samengevat duiden de waarnemingen op “hogere toxische druk betekent een hogere kans op effecten”, maar die hogere kans kan in het veld, afhankelijk van stoffen, blootgestelde soorten, en systeem-eigenschappen allerlei vormen van effecten aannemen (kleiner of groter, in een of meer soortgroepen, etc.). De data en de data-analyses maken het mogelijk preciezere conclusies te trekken dan de data-analyses bij monitoring-data, maar beide typen data en -analyses suggereren het patroon dat een hogere toxische druk samengaat met grotere kans op belemmeringen in ecologische eindpunten.
Grenswaarden. De grenswaarde tussen goede waterkwaliteit en verminderde waterkwaliteit markeert de grens waarbij de waterbeheerder in de praktijk herstelmaatregelen moet gaan afleiden; deze grens is dus praktisch belangrijk. De data en de -analyses geven echter geen duidelijk inzicht in de mogelijke ligging van een heldere grenswaarde, uitgedrukt als msPAF-NOEC of msPAF-EC50. De logistieke regressies zijn, naar hun aard, continu, en de data tonen variabiliteit. Hoewel er een relatief duidelijk patroon gevonden is tussen toxische druk en ecologische effecten voor afzonderlijke stoffen, was dit in mindere mate het geval voor mengsels. Dit kan het gevolg zijn van het feit dat de data set betreffende afzonderlijke stoffen alleen bestrijdingsmiddelen bevatte, terwijl de mengsels een veelheid van stofgroepen omvatte. Bij de uitgevoerde analyses kan opgemerkt worden, dat er beter gekeken zou moeten worden of de huidige msPAF berekening wel de informatie van de juiste soorten bevat. Als alleen relatief ongevoelige soorten gebruikt worden om een (ms)PAF voor een stof te berekenen, zal deze laag zijn voor concentraties waarbij gevoelige soorten effecten ondervinden. Dit kan verklaren waarom deze relatie wel gevonden werd voor bestrijdingsmiddelen, soorten gevoelig voor deze type stoffen worden namelijk relatief veel getest (Daphnia en Chironomus voor insecticiden en algen en Lemna voor herbiciden), terwijl dit veel minder het geval was voor geneesmiddelen en producten voor persoonlijke verzorging, waar het vaak onduidelijk is welke soort-groepen het gevoeligst zijn. Voor het stellen of evalueren van grenswaarden kan in de toekomst een dergelijke verbetering betekenisvol zijn, maar op dit moment is vooralsnog duidelijk dat mengseltoxiciteit bij een lage toxische druk in een aantal gevallen tot effecten kan leiden op zowel structurele eindpunten als op functionele eindpunten. Het is vanwege deze waarneming niet mogelijk om enkel met de in deze studie verzamelde gegevens een drempelwaarde voor de toxische druk af te leiden waaronder er geen effect op kan treden, en die dus een eenduidig en voor alle stoffen, soorten en situaties eenduidig onderscheid maakt tussen goede en aangetaste waterkwaliteit. 
Druk-effect relaties. Voor de herstel-doelstelling van de KRW is het belangrijk dat de waterbeheerder in staat is om bij hogere aantasting van de waterkwaliteit, en hogere effecten, maatregelen te prioriteren. De data en de data-analyses van deze studie maken het duidelijk, dat alle logistieke regressies (op enkele na, die relatief beperkte data hadden) een dalende lijn vertoonden, met andere woorden: hogere toxische druk gaat samen met een hogere kans op het veroorzaken van grote effecten (effectklasse-1). Zoals hierboven al is betoogd is de toxische druk dus geen precieze voorspeller van wat er in een aquatisch ecosysteem gebeurt, maar wel dat er sprake is van een toegenomen kans op effecten bij toenemende toxische druk. Deze constatering betekent, dat de toxische druk meetlat een manier is om locaties te prioriteren (een locatie met hogere msPAF waardes heeft een hogere kans op grote ecologische effecten). 
Ecologische overwegingen. De data-analyses van monitoringdata en van mesocosm-data verschillen wat betreft de mogelijkheid om precies te begrijpen wat de reeks direct en indirecte effecten van blootstelling aan chemische verontreinigingen is. Waar monitoringdata alle effecten van alle drukfactoren omvatten is het moeilijker om oorzaak-gevolgrelaties vast te stellen, en zijn de (statistische) mogelijkheden relatief ongevoeliger dan bij de bestudering van effecten in mesocosms, waar de effecten – direct of indirect – toe te schrijven zijn aan de behandeling, en waar de effecten gevoelig (deze studie) kunnen worden afgeleid. In beide soorten studies (zie ook de andere KIWK-Notities van WP5 over monitoringdata) is gevonden dat een hogere toxische druk aanduidt dat de kans hoger is dat ecologische toestand belemmerd wordt. Hierdoor kan, ondanks de variabiliteit, afgeleid worden op welke locaties de kans op effecten het grootst is, ook al hoeft die kans zich niet altijd te manifesteren, bijvoorbeeld: als er een compensatiemechanisme tegen toxische effecten op zou treden, zoals door een hoge beschikbaarheid van nutriënten. Als die hoge nutriënten daarbij ook een drukfactor zijn die door de mens wordt veroorzaakt, dan kan het wegnemen van die drukfactor (indirect) leiden tot het zichtbaar worden van effecten van toxiciteit. 
Grenzen tussen klassen. De huidige indeling van de waterkwaliteit voor chemische verontreiniging vindt plaats door een indeling in twee klassen (voldoet, en voldoet niet), wat gehanteerd wordt bij een beoordeling per stof, voor ca. 145 stoffen. De classificatie ‘voldoet niet’ wordt gegeven als er tenminste een stof aanwezig is boven diens beschermende norm, de MKN. Dit is een systeem dat geschikt is voor het beschermdoel van de KRW, omdat elke (nieuwe) stof die gemaakt, gebruikt en geëmitteerd wordt getoetst kan worden aan die MKN, en er restricties zullen gelden als de NKM bij het voorgenomen gebruik van de stof overschreden zal worden. Voor de beoordeling van de relatie tussen chemische verontreiniging in het veld, met mengsels, is de twee-klassenbeoordeling onvoldoende, en is een meer kwantitatieve aanpak voorgesteld (Notitie I3/I9/I11/I12). De huidige studie geeft aan, dat zo’n indeling betekenisvol is, omdat er in alle grafieken/data sets van de huidige studie sprake is van toenemende ecologische effecten bij toenemende druk. Er is geen informatie die duidt op een “aan/uit”-respons, die bij de indeling “voldoet/voldoet niet” zou passen. De huidige studie, en die van de monitoring-data, leidt echter niet tot een duidelijke eenduidige grenswaarde voor het verschil tussen goede en matige toestand. Daardoor is een indeling in (de voorgestelde ) vijf klassen betekenisvol, maar niet eenduidig af te leiden uit ‘harde grens-indicaties’ uit veld- of mesocosm studies. Er komen gaandeweg steeds meer veld- en mesocosm studies beschikbaar. Het kan dan ook zijn, dat er op een later moment, als de druk van die andere stressoren op aquatische ecosystemen aanzienlijk is afgenomen (bijvoorbeeld de druk van nutriënten, onnatuurlijke morfologie, en de meest schadelijke chemische stoffen), de huidig voorgestelde grenswaarden bijgesteld zouden moeten worden. Dat verandert niet de prioriteitsvolgorde tussen situaties wat betreft maatregelen; het verandert alleen de mate waarin de ESFT2-klassen gerelateerd zijn aan ecologische toestandsklassen.. Het vaststellen van de daadwerkelijke veilige toxische druk vergt meer inzicht dan momenteel mogelijk is met de huidige beschikbare data en wetenschappelijke kennis. Hier word echter op dit moment binnen het hele ecotoxicologie veld hard aan gewerkt, bijvoorbeeld door meer inzicht te krijgen op de mate van effect van specifieke stofgroepen op specifieke soort-groepen en het belang van ecologische interacties op cascade-effecten van chemische stoffen.
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[bookmark: _Toc60223894]Appendix C. Effecten van individuele stoffen op afzonderlijke eindpunten
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Figuur C1. Maximale effecten van individuele insecticiden op arthropoden (A), andere macro-evertebraten (B), zoöplankton (C), vis and kikkervisjes (D), primaire producenten (E) en functionele parameters (F) na een eenmalige toediening. De lijn, vergelijking en p-waarde geven de resultaten van de logistieke regressie weer.
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Figuur C2. Maximale effecten van individuele herbiciden op arthropoden (A), andere macro-evertebraten (B), zoöplankton (C), vis and kikkervisjes (D), primaire producenten (E) en functionele parameters (F) na een eenmalige toediening. De lijn, vergelijking en p-waarde geven de resultaten van de logistieke regressie weer.
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Figuur C3. Maximale effecten van individuele fungiciden op arthropoden (A), andere macro-evertebraten (B), zoöplankton (C), vis and kikkervisjes (D), primaire producenten (E) en functionele parameters (F) na een eenmalige toediening. De lijn, vergelijking en p-waarde geven de resultaten van de logistieke regressie weer.
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Figuur C4. Maximale effecten van individuele insecticiden op arthropoden (A), andere macro-evertebraten (B), zoöplankton (C), vis and kikkervisjes (D), primaire producenten (E) en functionele parameters (F) na meervoudige toedieningen. De lijn, vergelijking en p-waarde geven de resultaten van de logistieke regressie weer.
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Figuur C5. Maximale effecten van individuele herbiciden op arthropoden (A), andere macro-evertebraten (B), zoöplankton (C), vis en kikkervisjes (D), primaire producenten (E) en functionele parameters (F) na meervoudige toedieningen. De lijn, vergelijking en p-waarde geven de resultaten van de logistieke regressie weer.
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Figuur C6. Maximale effecten van individuele fungiciden op arthropoden (A), andere macro-evertebraten (B), zoöplankton (C), vis and kikkervisjes (D), primaire producenten (E) en functionele parameters (F) na meervoudige toedieningen. De lijn, vergelijking en p-waarde geven de resultaten van de logistieke regressie weer.
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Figuur D1. Maximale effecten van een eenmalige toediening van een mengsel van stoffen op arthropoden (A), andere macro-evertebraten (B), zoöplankton (C), vis en kikkervisjes (D), primaire producenten (E) en functionele parameters (F) (a = insecticiden, b = herbiciden, c = fungiciden, d = geneesmiddelen en producten voor persoonlijke verzorging, e = mengsel van verschillende stofgroepen). De lijn, vergelijking en p-waarde geven de resultaten van de logistieke regressie weer.
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Figuur D2. Maximale effecten van meervoudige toedieningen van een mengsel van stoffen op arthropoden (A), andere macro-evertebraten (B), zoöplankton (C), vis and kikkervisjes (D), primaire producenten (E) en functionele parameters (F) (a = insecticiden, b = herbiciden, c = fungiciden, d = geneesmiddelen en producten voor persoonlijke verzorging, e = mengsel van verschillende stofgroepen). De lijn, vergelijking en p-waarde geven de resultaten van de logistieke regressie weer.
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