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Het rapport dat voor u ligt is het product van mijn afstudeerstage bij de onderzoeksgroep Aquaculture. Daarnaast is het de afsluiting van de studie HBO-Aquatische Ecotechnologie aan de HZ University of Applied Science te Vlissingen. De keuze om af te gaan studeren bij de onderzoeksgroep ‘Aquaculture in Delta Areas’ was geen lastige keuze. Door mijn minor Aquaculture en Sustainable fishery aan de VHL, Leeuwarden is mijn interesse gewekt voor deze tak van watermanagement. De producten gewonnen met Aquacultuur krijgen een steeds belangrijkere rol in onze consumptie en daarmee economie. Een goede trend aangezien de biomassa in de oceanen afneemt. Echter zijn er nog vele problemen te tackelen betreffende aquacultuur. 

Ondanks een stukje kennis op het gebied van aquacultuur dat overgebleven is van mijn minor, derdejaars stage en het gevolgde onderwijs aan de hogeschool, is het afstuderen een echte uitdaging gebleken. Het bouwen van een groot goedwerkend systeem, alsmede het feit dat vele aspecten in dit onderzoek zeer tijdrovend gebleken zijn, waardoor een strakke planning nodig was, maakte het onderzoek er niet makkelijker op. Des te groter de uitdaging. Dankzij deze scriptie heb ik mijn zelfstandigheid, onderzoek vaardigheden en het doen van literatuurstudie in een korte periode verbeterd. Het is een erg leerzame periode geweest waarbij ik alle gedurende mijn studie opgedane vaardigheden nodig heb gehad en heb verbeterd. 

Graag wil ik een bijzonder woord van dank richten aan Tony van der Hiele voor haar waardevolle begeleiding en uitleg. Ook de andere leden van de onderzoeksgroep Aquaculture zijn mij vaak van dienst geweest met hulpvolle tips. In het bijzonder Pim van Dalen, hoofd Sea-Lab, voor het mentaal bijstaan in mijn onderzoeksperiode en het steeds weer “accepteren” van mijn wateroverlast. Ook Jacob Capelle en Mathieu Starink hebben mij voorzien van nuttige feedback. Ten slotte wil ik NIOZ Yerseke bedanken voor het lenen van de slangenpompen. 


Ik wens u veel leesplezier.



Pim van Zevenbergen



Vlissingen, Juni 2016.





[bookmark: _Toc346043398]Samenvatting 
De intergetijdengebieden van de Oosterschelde worden bedreigd door zand honger problematiek. De aanleg van mosselbanken kunnen een zelf-onderhoudende, duurzame, geïntegreerde, en kosteneffectieve oplossing zijn voor dit probleem. Echter, de mosselbanken in de Oosterschelde nemen af. Voor het creëren van nieuwe mosselbanken is informatie nodig betreffende beoogde locaties gecombineerd met de karakteristieken van de mossel.
Het doel van dit onderzoek is inzicht krijgen in het fysiologische effect van mosselzaad wanneer ze onderhevig zijn aan een nieuwe situatie. Deze veranderende omstandigheden zijn een verhoogde slibconcentratie en met droogvalduur. Dit brengt stress met zich mee en vergt aanpassingen van het mosselzaad. De mosselen die onderzocht gaan worden is MZI mosselzaad. Dit is mosselzaad gewonnen uit hangculturen. Deze mosselen hangen in de waterkolom met een lage slibconcentratie. Dit zorgt voor meer opbrengst en brengt geen schade aan de natuur op de bodem zoals de traditionele mosselcultuurpercelen. 

De hoofdvragen van dit onderzoek zijn: (1) Binnen welk tijdsbestek past de MZI mossel zich aan. (2) Welk effect hebben de veranderende omstandigheden op de scope for growth van een MZI mossel? (3) Welk effect hebben de veranderende omstandigheden op de conditie index van een MZI mossel? (4) Welk effect hebben de veranderende omstandigheden op de kieuw:palp ratio van een MZI mossel?

De MZI mosselen zijn blootgesteld aan verschillende omstandigheden door middel van een systeem gelegen bij het sea-lab te Vlissingen. Dit systeem bevatte 900 mosselen verdeeld over 18 bakken. De bakken hadden ieder een andere slibconcentratie (0mg/L, 100mg/L, 200mg/L) en droogvalduur (0uur, 4,5uur, 9uur). Na 18 dagen lopen is onderzocht in hoe verre en op welke manier de mosselen zich hebben aangepast. Dit is gedaan door te kijken naar de scope for growth, de conditie index en de kieuw:palp ratio. Deze fysiologische eindpunten geven een indicatie over het energiebudget en bij welke omstandigheden de mosselen het grootste vermogen tot aanpassing vertonen. 

De Conditie Index is na afloop van het experiment in 66,7% van de behandelingen gedaald. De behandelingen hebben een negatief effect op het vleesgewicht van de mossel. De kieuw:palp ratio is extreem gedaald. De palpen zijn iets gegroeid maar vooral zijn de kieuwen zijn in oppervlakte gedaald na 18 dagen. Dit kost energie wat weer een slechte invloed heeft op de CI. De eerste 12 dagen is de respiratiesnelheid gedaald. Pas op dag 16 is er een positieve trend waarneembaar wat betreft de respiratiesnelheid. Tussen de behandelingen is het lastig om een verschil te vinden. 




[bookmark: _Toc346043399]Summary

The intertidal areas of the Eastern Scheldt are threatened by sand demand. The construction of mussel beds may be a self-sustaining, sustainable, integrated, and cost-effective solution for this problem. However the mussel beds in the Eastern Scheldt are affected by reduction. For the creation of new mussel beds information is necessary, relating to potential locations for the mussel beds in combination with the characteristics of the mussel.

The goal of this research is to understand the physiological effect of mussels when they are subject to new situations. In this study the changing circumstances are an increase in silt concentration and a longer duration of air exposure. This causes stress and requires adjustments. Juvenile mussels from mussel seed collection systems are used in this research. These mussels suspend in the water column with a low silt concentration. Harvesting mussels from MZI’s does not harm the seabed including benthos like traditional mussel farming beds.

The main questions of this study are: (1) Within what timeframe does the MZI mussel adapt? (2) What is the effect of changing conditions on the scope for growth of a MZI mussel? (3) What is the effect of changing conditions on the condition index of mussel MZI? (4) What is the effect of changing conditions on the gill:palp ratio of a MZI mussel?

The MZI mussels were exposed to different conditions by means of a experimental setup located in the sea lab Vlissingen. This system divided 900 mussels over 18 different bins. These bins each had a different silt concentration (0 mg/L, 100 mg/L, 200 mg/L) and a various  air exposure time (0hours, 4,5hours, 9hours). After 18 days of running it was determined how the mussel did adapted and in which way. This was done by looking at the scope for growth, the condition index and the gill:palp ratio. These physiological endpoints say something about the energy budget and in what circumstances the mussels have the greatest ability to adapt.

The Condition Index decreased in 66,7% of the treatments. The treatments had a negative effect on the flesh weight of the mussel. The gill:palp ratio dropt extreme. The palps are slightly increased but especially the gills have decreased in size after 18 days. This requires energy which has a bad effect on the CI. The first 12 days respiration of the mussel decreased, however at day 16 there is a noticeable, positive trend concerning the respiration. It is difficult to find differences between the treatments. 
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[bookmark: _Toc346043400]1. Introductie 
[bookmark: _Toc317330205][bookmark: _Toc324596227][bookmark: _Toc346043401]1.1 Achtergrond project
Het gaat slecht met de mosselbanken in de Oosterschelde. Dit komt onder anderen door de deltawerken die de kracht van eb en vloed heeft doen laten verminderen. Het getij zet sediment af op de slikken en platen. Minder eb en vloed betekent minder slikken en platen en zij bieden juist een goede omgeving voor mosselbanken. Er is dus sprake van een doorlopende erosie met zandhonger (het verdwijnen van zandplaten, schorren of slikken door een veranderende waterhuishouding) tot gevolg. Naar verwachting zijn deze zandplaten in de Oosterschelde in 2050 gehalveerd (Adriaanse, 2008). Dit heeft niet alleen invloed op de mosselbanken maar ook op de algehele natuurwaarden zoals de kwaliteit van het landschap en belangrijke habitattypen (Van den Ende, 2016). Bijvoorbeeld slik gebonden wadvogels, zeehonden en andere schelpdieren zoals de kokkels en de oesters (Adriaanse, 2008). Ook de veiligheid komt in gevaar. De platen en slikken dienen als natuurlijke golfbrekers. Wanneer een dijk direct grenst aan een diepe geul of een uitgestrekte watervlakte bevat de golf nog veel energie. Hier moet de dijk tegen bestand zijn. Bevind zich hier een slik of een plaat dan zullen de golven gedempt worden en minder kracht uitoefenen op de dijk (Adriaanse, 2008). Op dit moment is tien procent van het intergetijdengebied verloren gegaan door de zandhonger en het resterende intergetijdengebied is lager gelegen dan voorheen (Adriaanse, 2008). Zandhonger ontstaat door een vernauwing van het doorstroomprofiel hierdoor is de balans tussen erosie en sedimentatie van bodemdeeltjes verstoord. Er is meer erosie dan sedimentatie waardoor platen en slikken afnemen en geulen opvullen (Hulle, 2014).

Mosselbanken hebben een positief effect op het tegengaan van de erosie op de slikken en platen. Een mosselbank kan slikken en platen beschermen tegen golfslag en stroming. Ze vangen sediment door hun structuur waardoor nieuwe slikken en platen kunnen ontstaan. De mosselbank groeit daarbij met de slikken en platen mee (Van den Ende, 2016). De mossel is een bio-bouwer en heeft niet alleen effect op zijn fysische omgeving (stroming, golven, sediment samenstelling) maar ook op de biologische omgeving (aantal en verspreiding van soorten).Tevens bieden mosselbanken (potentiële) economische kansen in de vorm van aquacultuur (Meerwaarde, 2014). Denk aan bodemculturen (kweek van mosselen op de bodem) die, wanneer de banken succesvol zijn, (deels) geoogst kunnen worden.
Het is dus belangrijk dat de mosselbanken weer terug komen in de Oosterschelde. Voor het RAAK PRO project ‘Meerwaarde met Mosselen’ wordt onderzoek gedaan naar de aanleg en meerwaarde van mosselbanken in het intergetijdengebied. Het project is een samenwerkingsverband van de HZ University of Applied Sciences, mosselkwekers, Rijkswaterstaat, natuurorganisaties, en kennisinstituten NIOZ, IMARES, Deltares, gesteund door een groot netwerk van partners (Meerwaarde, 2014). 


De beoogde mosselbanken gaan gevormd worden met MZI mosselzaad, MZI staat voor Mossel Zaadinvang Installatie. Dit is een techniek om mosselzaad (juveniele mosselen van ongeveer 1 tot 3 cm) te vangen uit de waterkollom (Kamermans, 2013). MZI’s bestaan uit drijvende constructies met substraat (netten of touwen) waaraan de mosselzaadjes zich kunnen hechten. Het mosselzaad bevindt zich   hangend in de waterkolom. Voorheen werd het mosselzaad opgevist van natuurlijke mosselzaadbanken in de Waddenzee. Omdat het slecht gaat met de mosselbanken wordt het belasten hiervan stapsgewijs verminderd en vervangen door alternatieve manieren van zaadwinning (Kooistra, 2015). De mosselsector bevindt zich in een transitie periode waarbij de afhankelijkheid van bodemzaad wordt afgebouwd en geleidelijk wordt overgegaan op MZI zaad (Peene, 2006). 
[bookmark: _Toc324596228][bookmark: _Toc346043402]1.2 Probleemstelling
Het hoofddoel van ‘Meerwaarde met Mosselen’ is het creëren van mosselbanken in de Oosterschelde met MZI mosselzaad. Er is nog weinig bekend betreffende de mogelijkheid MZI mosselzaad te gebruiken voor de aanleg van mosselbanken. MZI zaad hangt aan touwen of netten in de waterkolom, dus bevinden ze zich altijd onder water wat betekent dat ze 24uur per dag voedsel kunnen filteren, dus een snelle groei (Peene, 2006). Ten opzichte van liggend op de bodem is er een lage slibconcentratie, door de afwezigheid van opstuivende bodemdeeltjes. Mosselbanken op platen of slikken hebben te maken met droogvallende perioden en een verhoogde slibconcentratie in het water. Wanneer een MZI mossel van de hangcultuur op de platen of slikken wordt gelegd vergt dit aanpassingen. Wanneer de mosselen zich niet aanpassen aan de nieuwe omstandigheden is de kans op mortaliteit groot (Dankers, 2015). 
[bookmark: _Toc317330208][bookmark: _Toc324596229]Een veranderende slibconcentratie en droogvalduur zijn aspecten die aanpassingen eisen van een mossel. Het experiment beschreven in dit rapport, onderzoekt  het effect van deze variabelen op de adaptatie van de mosselen. Dus kan het MZI mosselzaad zich aanpassen aan de nieuwe omgeving, zo ja, op welke manier en hoe lang duurt dit? De antwoorden op de vragen hierboven geven inzicht  betreffende de mogelijkheid om op deze manier mosselbanken te ontwikkelen in de Oosterschelde en draagt daarom bij aan het doel van Meerwaarde met mosselen.











[bookmark: _Toc346043403]1.3 Doelstelling 
Het doel van dit onderzoek is inzicht krijgen in het proces van aanpassen van MZI mosselzaad. De MZI mosselen zijn blootgesteld aan verschillende omstandigheden. De variabelen zijn slibconcentratie in het water en droogvalduur. Er is onderzocht in welke mate de mossel zich aanpast en hoeveel tijd het kost tot deze aanpassingen zichtbaar zijn. De algehele prestatie is bepaald over de tijd. Dit is gedaan door verschillende kwaliteitsparameters te meten in termen van de scope for growth, de conditie index en de kieuw:palp ratio. 

De hoofdvraag is als volgt gedefinieerd:
Wat is het effect op de fysiologie van MZI mosselzaad onder verhoogde slibconcentraties en droogvalduur omstandigheden?

Deelvragen:
· Binnen welk tijdsbestek past de MZI mossel zich aan, aan de veranderende omstandigheden; verhoogde slibconcentratie en droogvalduur?
· Welk effect hebben de veranderende omstandigheden verhoogde  slibconcentratie en droogvalduur op de scope for growth van een MZI mossel?
· Welk effect hebben de veranderende omstandigheden verhoogde slibconcentratie en droogvalduur op de conditie index van een MZI mossel?
· Welk effect hebben de veranderende omstandigheden verhoogde slibconcentratie en droogvalduur op de kieuw:palp ratio van een MZI mossel?













[bookmark: _Toc346043404][bookmark: _Toc324596231][image: ]2. Theoretische kader
[bookmark: _Toc346043405]2.1 Anatomie mossel 
De blauwe mossel Mytilus edulis behoort tot de weekdieren (phylum mollusca) of wel schelpdieren. Ze vallen onder de classe bivalvia (tweekleppigen), omdat ze uit een linker- en een rechterschelp bestaan (Cahen, 2006). In figuur 1 is de anatomie van de mossel te zien. De mossel heeft een voetklier, deze klier scheidt een bepaalde substantie uit, met zijn voet kan de mossel hier draden mee creëren, byssusdraden genaamd(m, figuur 1) (Cahen, 2006). Hiermee kunnen ze zich vasthechten aan stenen, touwen of andere mosselen. Figuur 1, Anatomie (Dankers, 2015) 

[bookmark: _Toc324596232][bookmark: _Toc346043406]2.2 Voeding en spijsvertering  
Wanneer de mossel zich onder water bevindt begint hij met filtreren. Mosselen zijn in staat 1,5 liter water per uur te filtreren (Van den Ende, 2016). Wanneer een mossel filtreert neemt hij zowel zuurstof op als de (an)organische deeltjes. Het water wordt de mossel binnen gepompt door de instroomopening. Het loopt langs de kieuwen waar zuurstof opgenomen wordt (k, figuur 1). Hier maakt de mossel gebruik van trilhaartjes die de deeltjes opvangen. Deze deeltjes zijn plankton maar bijvoorbeeld ook slib. Het water wordt door middel van deze haartjes naar de buiten zijde van de kieuwen gebracht (Van den Ende, 2016), hierna verlaat het de mossel via de uitstroomopening (Cahen, 2006). De deeltjes worden vermengt met slijm en naar de mond gebracht waar de spijsvertering begint (Worrall, 1979). Maar niet alle deeltjes bereiken de maag, voorafgaand worden de deeltjes gesorteerd op grootte, concentratie en gewicht. Dit wordt gedaan door de palpen (d, figuur 1) (Cahen, 2006). De mosselen kunnen alleen deeltjes verwerken van een bepaalde grootte, deze waarden liggen tussen de 6um en 40um. Wat de mossel niet kan gebruiken verlaat de mossel als pseudofaeces (voedsel en anorganische slib). De deeltjes die worden uitgescheiden na het spijsverteringsproces worden faeces genoemd. 

De energie die de mossel uit het voedsel haalt wordt gebruikt voor meerdere doeleinden, natuurlijk groei (vleesgewicht en schelpgewicht) maar ook de productie van geslachtcellen en de byssusdraden. Welke keuze gemaakt wordt door de mossel is afhankelijk van de omgeving en het jaargetij. Zo investeren mosselen op getijdenplaten meer energie in de ontwikkeling van een dikke schelp en byssusdraden  vergeleken met sublitorale mosselen (Cahen, 2006). Omdat ze meer rekening moeten houden met golfslag en predatie. Het vleesgewicht is het hoogst in juli-augustus, na het loslaten van de eicellen en zaadcellen neemt dit vleesgewicht weer af. In de winter kan dit vleesgewicht zakken van 35% naar 15% (Widdow, 1996).




[bookmark: _Toc324596233][bookmark: _Toc346043407][image: ]2.3 MZI mosselen 
Het uitgangsmateriaal voor de beoogde mosselbanken is MZI (Mossel Zaadinvang Installatie) mosselzaad. Sinds 2000 is deze nieuwe techniek voor zaadwinning in ontwikkeling. Deze techniek maakt gebruik van de levenscyclus van mosselen. Mosselen produceren larven in het voorjaar. Deze larven zweven ongeveer vier weken in het water voordat ze zich gaan vestigen op een hard substraat (Van den Ende, 2016). De grootste overlevingskans heeft een jonge mossel hangend in de waterkolom in vergelijking met  liggend op de bodem (Kamermans, 2013). Zoals te zien in figuur 2 komt na de broed fase de mosselzaad fase. Hier wordt het zaad van de MZI’s geoogst. Een voordeel van MZI’s is dat de predatie van krabben en zeesterren minder plaatsvinden omdat het zaad zich niet op de bodem bevind. Een andere reden om te kiezen voor MZI mosselzaad is uit ecologische oogpunt. De traditionele mosselzaadvisserij is schadelijk voor de bodem door de netten die de bodem inclusief bentos verstoren (Peene, 2006).  MZI mosselzaad bevind zich dus continu in de waterkolom onder slib arme omstandigheden. Figuur 2, levenscyclus mossel. (WageningenUR, 2015)

[bookmark: _Toc324596234][bookmark: _Toc346043408]2.4 Litoraal en sublitoraal
Er wordt een onderscheid gemaakt tussen litorale en sublitorale mosselen. Het verschil is dat de litorale mosselen twee maal per dag droogvallen bij laag water omdat ze zich bevinden op de getijdeplaten. De sublitorale mosselen liggen dieper en zijn dus altijd onder water (Peene, 2006). Een doel van het creëren van litorale mosselbanken in de Oosterschelde is het tegengaan van erosie op de platen en slikken. Het MZI mosselzaad gaat dus van een slib arme sublitorale omgeving naar een slib rijke litorale situatie.
[bookmark: _Toc324596235][bookmark: _Toc346043409]2.5 Kieuw:palp ratio
De kieuwen en palpen zijn de organen die verantwoordelijk zijn voor het vangen en sorteren van voedsel. De grootte van deze organen zegt iets over de omgeving, elke omgeving heeft een optimale kieuw:palp ratio. Bij een veranderende omgeving zal deze ratio zich ook aanpassen (Treijtel, 2005). De kieuw:palp ratio is gerelateerd aan de voedselkwantiteit en kwaliteit (de hoeveelheid algen en de kwaliteit hiervan). Verwacht wordt dat de kieuw:palp ratio van de mosselen zich aanpast. De mosselen die zich bevinden in een omgeving met een lagere slibconcentratie zullen grote kieuwen ontwikkelen om zo voldoende deeltjes te kunnen vangen, aangezien ze de compartimenten  (organische/anorganische)inwendig scheiden  (Worrall, 1979). Wanneer de slibconcentratie (te) hoog is zal het oppervlakte van de kieuwen afnemen en de palpen, die het eetbare van het niet eetbare scheiden worden groter. De grootte van de palpen wordt minder wanneer het organische gehalte van de zwevende stof toeneemt (Treijtel, 2005). De kieuw:palp ratio wordt gedefinieerd als asvrij drooggewicht van de kieuwen gedeeld door het as vrij droog gewicht van de palpen. Dus in een troebel systeem is de kieuw:palp ratio lager in vergelijking met een helder systeem, zoals te zien is in figuur 3, deze grafiek betreft oesters maar de methodiek is gelijk (Mickael Dutertre, 2009).
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Figuur 3. Kieuw:palp ratio van oesters met verschillende slibconcentraties in Bourgneuf Bay en The Loire Estuary (Frankrijk). (LT=lage troebelheid, IT=gemiddelde troebelheid, HT=hoge troebelheid, VHT=zeer hoge troebelheid). Grafiek afkomstig uit: (Mickael Dutertre, 2009)
[bookmark: _Toc324596236][bookmark: _Toc346043410]2.6 Conditie index 
De conditie index is de verhouding van het vleesgewicht en de schelplengte of gewicht, het geeft een indicatie van de algehele conditie en is van vele factoren afhankelijk. De relatie tussen schelplengte/schelpgewicht en het vleesgewicht hangt af van voedselbeschikbaarheid; goed doorvoede, snelgroeiende mosselen hebben een hoge ratio in vleesgewicht ten opzichte van schelplengte (Dankers, 2015). De mosselen met de kortste droogvalduur hebben langer de tijd om voedsel op te nemen dan de mosselen die langer droogstaan. Het vleesgewicht ten opzichte van de schelplengte/schelpgewicht wordt hier naar verwachting hoger (Treijtel, 2005). 

Een veranderende slibfractie heeft ook invloed op de conditie index. Een te hoge slibconcentratie kan de groei remmen en uiteindelijke kan dit zelfs leiden tot sterfte. Aangezien een mossel zijn voedsel pas inwendig kan selecteren, door de palpen, zodoende dat al het slib via de instroomopening de mossel ingaat. De mossel kan maar een bepaalde concentratie slib verwerken. Wanneer deze concentratie te hoog is slibben de kieuwen dicht, de mossel kan nu niet meer filteren en sluit naar verloop van tijd (Jones, 1991). Wanneer een mossel niet meer kan filteren kan het geen voedsel meer opnemen en zo beïnvloed dit de conditie index. De conditie index is in dit onderzoek belangrijk want het zegt iets over de energie die overblijft voor de vleesontwikkeling/structurele groei. Als er veel energie gestopt wordt in het aanpassen betekent dit naar verwachting een lagere conditie index. 
[bookmark: _Toc324596237][bookmark: _Toc346043411]2.7 Scope for growth 
Scope for growth is een manier om het energiebudget, en daarmee de groei, uit te drukken voor een organisme. Het energiebudget is het verschil tussen opname en verbruik, dus verschil tussen de energie geabsorbeerd uit het voedsel en het energieverlies door respiratie en excretie. Het geeft dus aan hoeveel energie er beschikbaar is voor groei en reproductie. Wanneer stressfactoren toenemen neemt de SFG af (Dämien, 2013). Stressfactoren zijn in dit experiment slib en/of  droogvalduur. 

De scope for growth bestaat uit meerderen factoren. Naar mate de stress toeneemt zal de scope for growth gaan dalen (Daniels, 2012). Er mag gesteld worden dat litorale mosselen meer stress ondervinden dan de sublitorale mosselen, omdat de omgeving van de litorale mosselen normaliter minder stabiel is dan bij de sublitorale mosselen. Er is bijvoorbeeld al bekend dat een litorale mossel meer energie stopt in de schelpontwikkeling en de byssusdraden (Fey-Hofstede, 2015). Doordat ze twee maal daags droog komen te liggen is de kans op predatie groter. Daarom moet de schelp sterker zijn in vergelijking met de sublitorale mossel. Door de kracht van de golven en de stromingen van eb naar vloed en andersom moeten de mosselen deze energie opvangen. Wanneer de byssusdraden niet voldoende ontwikkeld zijn kan de mossel zich niet blijvend hechten aan het substraat en kan er geen mosselbank vormen (Dankers, 2015). Door deze investeringen blijft er voor de litorale mosselen minder energie over voor groei en reproductie, de scope for growth zal hier relatief laag zijn. De mosselen die de minste aanpassingen hoeven te doen zullen meer energie overhebben voor groei en reproductie. Wanneer men te maken heeft met een negatieve SFG-waarden is er geen energie over voor groei of reproductie. 

De vier fysiologische parameters die nodig zijn voor de SFG bepaling staan hieronder beschreven. In tabel 1 is de range te zien waarin de waardes van deze parameters vallen.

Absorptie efficiëntie 
De absorptie efficiëntie betreft de efficiëntie waarmee een mossel het geconsumeerde materiaal verwerkt. het is sterk afhankelijk van de algenconcentratie. Wanneer deze concentratie optimaal is zal de absorptie efficiëntie ook optimaal zijn. 

Ammonium-excretie 
Onder ammonium-excretie wordt de hoeveelheid ammonium die een mossel uitscheid bedoeld. Ook dit is afhankelijk van meerdere factoren, zoals de water temperatuur, grootte van de mossel en de aanwezige hoeveelheid ammonium in het water (Bayne, 1976). In veel gevallen is de ammonium-excretie verwaarloosbaar voor het berekenen van de SFG, dit wordt dus niet in alle literatuur bepaald (Straff, 2006). 

Filtratiesnelheid 
De filtratiesnelheid is het volume water dat een organisme kan filteren in één uur tijd. Des te groter de mossel, hoe meer hij filtreert. Omdat dit onderzoek werkt met mosselzaad zal deze filtratiesnelheid relatief laag liggen. Mosselen nemen alle partikels (organische en anorganische) op en verwerken dit inwendig, daarom hebben mosselen die leven in een omgeving met een hoge slibconcentratie een lagere filtratiesnelheid (Straff, 2006). Elke stressfactor heeft een negatief effect op de filtratiesnelheid. 





Respiratiesnelheid
De respiratiesnelheid ofwel zuurstof consumptie is ook sterk afhankelijk van de grootte van de mossel. De temperatuur van het water speelt hierin een rol, des te  hoger de temperatuur hoe lager de respiratiesnelheid zal zijn (Woo, 2004). Wanneer een mossel droogvalt is hij niet meer in staat zuurstof op te nemen. Ook bij een te hoge slibconcentratie zal de mossel sluiten en stoppen met respireren, wanneer deze te hoge concentratie aanhoud zal de mossel dus uiteindelijk sterven.  

Deze waarden samen met de integratie ervan is een goede manier om het effect van de stressfactoren op het groeiproces te bepalen (Daniels, 2012). 

In tabel 1. is een overzicht te zien van de range (min en max) van de vier parameters en de SFG. De range waartussen de eindwaardes vallen is ook te zien. Deze range is opgesteld doormiddel van bestaande literatuur (Helson, 2007) (Widdow, 1996) (Johnson, 1988) (Straff, 2006).

Tabel 1. Rage van gemeten waarden voor SFG, gebaseerd op (Helson, 2007) (Widdow, 1996) (Johnson, 1988) (Straff, 2006).
	Meting
	Filtratiesnelheid (L g-1 h-1)
	Respiratiesnelheid  (ml O2 g-1 h-1)
	Absorptie efficiëntie 
	Ammonium-excretie 
(ug NH3 g-1 h-1)
	SFG (J  g-1 h-1)

	Range 
	0,63 – 5,02
	0,075 – 0,647
	0,64 – 0,8
	0,81 – 24,7
	-65,01 – 228,16

























[bookmark: _Toc346043412]3. Methode 
De mosselen zijn blootgesteld aan verschillende omstandigheden, het proces van aanpassen is gemeten. MZI mosselen zijn blootgesteld aan drie verschillende droogvalduren en drie verschillende slibconcentraties, om de performance zo goed mogelijk in kaart te brengen zijn de kieuw:palp ratio, conditie index en scope for growth als kwaliteit waarden genomen. 
[bookmark: _Toc346043413][bookmark: _Toc317330215][bookmark: _Toc324596239]3.1. Slib 
Het experiment onderzoekt het aanpassingsproces van mosselzaad met verschillende slibconcentraties (0mg/L, 100mg/L, 200mg/L). Het gebruikte slib is Bentoniet klei. Dit is 100% natuurlijk kleimineraal uit vulkaanas. Het heeft een korrelgrote van ongeveer 30um (Onlinezeep, 2016). Om hier zeker van te zijn, is het slib gezeefd met een maaswijdte van 38um. Er is voor deze grootte klei gekozen omdat mosselen deeltjes kunnen verwerken tussen de 7um en 40um (Rotmensen, 1998). Het slib is verast om er zeker van te zijn dat het louter anorganische stof bevat.

Omdat de natuurlijke omstandigheden zijn nagebootst is het noodzakelijk inzicht te krijgen in de slibconcentratie in de Oosterschelde. Daarom zijn er voorafgaand aan het experiment metingen gedaan. Dit is gedaan bij Kats, een slibrijke plek in de Oosterschelde. De resultaten van de metingen in drievoud zijn te vinden in bijlage 1. De metingen resulteren in een anorganische slibconcentratie tussen de 213,6(mg/L) en 146,1(mg/L).
 
Het eerste reservoir in de proefopstelling kreeg een slibconcentratie van 0 om een referentie lijn te creëren. Hier is de variabele slibconcentratie weggenomen, er is alleen met droogvalduur gewerkt om zo achter het effect te komen van de droogvalduur op de MZI mosselen zonder een tweede variabele. Het tweede reservoir kreeg een concentratie van 100mg/l wat vergeleken met de MZI’s een hoge concentratie is, maar gemiddeld lager ligt dan de Oosterschelde, Kats situatie. Het derde reservoir bevatte 200mg/l slib dit is gemiddeld hoger dan de omstandigheden bij Kats. Hieronder foto’s van de mosselbakken met de desbetreffende slibconcentraties. Optisch is het verschil in turbiditeit al te zien.  

.  
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[image: ]Mosselbak A & F. 200(mg/L) slib		Mosselbak B & E. 100(mg/L) slib 










Mosselbak C & D. 0(mg/L) slib
Figuur 5, slibconcentratie is de mosselbakken
[bookmark: _Toc346043414]3.2 Droogvalduur 
De tweede variabele is de droogvalduur. De verschillende droogvalduren zijn gebaseerd op de meest voorkomende locatie van mosselbanken. Dit is onderzocht in de Waddenzee, en hieruit is gebleken dat bij een droogval van ±37%  (9uur) de meeste mosselbank voorkomen, figuur 6 (Stralen, 2001). Om deze reden is dit percentage gekozen als eerste droogvalduur. De tweede droogvalduur is de helft van de optimale droogvalduur 18,75% (4,5uur). 
[image: ]










Figuur 6.Relatieve verschijning van mosselbanken (ha ha-1). Meeste mosselbanken te vinden bij een droogval duur van 37%. Afkomstig uit (Stralen, 2001).




	Slibconcentratie (mg/L)
	Droogvalduur (uren)
	Codering

	0 
	0
	C3
	D3

	
	4,5
		         C2



	D2

	
	9
	C1
	D1

	100 
	0
	B3
	E3

	
	4,5
	B2
	E2

	
	9
	B1
	E1

	200 
	0
	A3
	F3

	
	4,5
	A2
	F2

	
	9
	A1
	F1


Tabel 2. Overzicht behandelingen met de waardes van de variabelen met de bijbehorende codering. 
[bookmark: _Toc346043415]3.2 Systeem 
[image: ]Om antwoord te krijgen op de onderzoeksvragen moest het MZI mosselzaad zich in een omgeving bevinden met een hogere slibconcentratie (dan de MZI-omstandigheden) en met droogvaltijden. Deze omstandigheden zijn nagebootst  in een lab opstelling. De opstelling bevond zich op het buitenterrein van het SEA-Lab van de HZ University of Applied Sciences in Vlissingen. In figuur 7 is een schematische tekening te zien van een deel van dit systeem.  Slangentjes met kraantje
Reservoir (430L)

         Figuur 7, schematische tekening systeem.    Mosselbakken 
   (20L)

[image: ]Het systeem bestond uit zes keer de opstelling zoals hierboven te zien is, twee maal negen verschillende behandelingen (totaal van 18). In figuur 8 is een bovenaanzicht te zien van de hele opstelling. Het bestond uit grote reservoirs gevuld met 430L water. De reservoirs zijn dagelijks gevuld met zout grondwater, en de juiste concentratie slib en algen.
Circulatie pomp

Reservoir
Mosselbak
Afvoer


Beluchting pomp

	Figuur 8, schematische bovenaanzicht systeem 
De reservoirs zijn voorzien van beluchtingspompen en een circulatie pomp zodat er turbulentie in het water blijft en het slib niet neerslaat (zwarte objecten figuur 8). De reservoirs stonden op een verhoging om gebruik te maken van de zwaartekracht, zodat het water naar beneden stroomt. Middels de handmatig ingestelde kraantjes is de droogvalduur in de mossel bakken bepaald. 

In deze 20L bakken bevonden de mosselen zich. Ook deze bakken zijn voorzien van een zuurstofpomp. Onder de bakken zit een afvoer met een kraantje, hier is de outflow bepaald. Deze stonden minimaal open zodat er weinig water uit de bakken stroomt, om ervoor te zorgen dat de bakken niet te vroeg droogvallen maar het water toch wordt ververst. In totaal bestond de opstelling uit 18 bakken die ieder vijftig mosselen bevatten. Een foto van het vooraanzicht van het systeem is te zien in figuur 9. 

[image: ]Figuur 9, foto systeem vooraanzicht Kraantje
Reservoir

Mosselbak[image: ]
Afvoer


De aangeleverde MZI mosselen zijn afkomstig uit de hangcultuur bij Neeltje Jans. Er is via een initiële lengtemeting van 200 mosselen een frequentie verdeling gemaakt en op basis daarvan besloten dat er met mosselen tussen de 28 en 32  mm gewerkt zou worden. Een grafiek hiervan is te vinden in bijlage 2. 

Voorafgaand aan het onderzoek is het systeem getest. Daaruit bleek dat afstelling van het debiet cruciaal was en dat het slib makkelijk neersloeg. Het systeem is zodanig geoptimaliseerd dat al het slib suspendeerde.  

Het experiment is gedurende 18 dagen uitgevoerd, begindatum was 12 april en het eindigde op 30 april. Uit eerdere proeven beschreven in de literatuur is gebleken dat het mogelijk is om na twee weken al zichtbare resultaten te verwachten zijn, na enige discussie binnen de onderzoeksgroep is dit aangehouden. De opstellen bestond uit 18 behandelingen die ieder 50 mosselen bevatten, 900 mosselen in totaal. 

Het systeem is dagelijks voorzien van zout water, algen en slib. Dit werd gedaan op standaard momenten, zodat de omstandigheden in de mosselbakken zo gelijk mogelijk bleef. Ook het laten droogvallen van de mosselbakken gebeurde op dezelfde tijdstippen. De dagelijkse activiteiten inclusief het aangehouden tijdschema zijn te vinden in bijlage 3.
[bookmark: _Toc324596242][bookmark: _Toc346043416]3.3 Algen 
Dagelijks zijn algen van de algensoort Skeletonema costatum toegevoegd aan de reservoirs, zodat elk reservoir een concentratie bevatte van 15.000 cellen/ml. Een concentratie die overeen komt met natuurlijke omstandigheden (Straff, 2006). Deze concentratie is berekend door middel van de hoeveelheid mosselen en het gewicht van de algensoort. Het protocol hiervoor is te vinden in bijlage 4. 



[bookmark: _Toc346043417]3.4 Metingen 
Om te bepalen of en in hoeverre de mosselen zich aangepast hebben aan de verschillende omstandigheden zijn er metingen gedaan. Deze metingen geven een beeld van de kwaliteit van de mosselen. Er zijn meerdere metingen gedaan om een zo compleet mogelijk beeld te krijgen. De Scope for growth, de conditie index en de kieuw:palp ratio is bepaald, de methode daarvan staat op bladzijde 15. 

Het moment van de meting is een belangrijk aspect. Om de begin waarden te bepalen werd de scope for growth, conditie index en kieuw:palp ratio bepaald toen de mosselen arriveerden en minimale stress hadden ondervonden. De eerste 9 dagen is de scope for growth 3 keer gemeten. Omdat de SFG een snelle en kwalitatieve beoordeling van de energiestatus geeft is dit een belangrijke component (Johnson, 1988). Het geeft dus een goed inzicht in het aanpassing proces. Figuur 10 toont een tijdslijn van de betreffende metingen.  



[image: ]
Figuur 10, Tijdslijn van het experiment en de bijbehorende metingen.
[bookmark: _Toc317330217][bookmark: _Toc324596243]












[bookmark: _Toc346043418]3.4.1 Scope For Growth (SFG)P= A - (R + U)
A=Energie geabsorbeerd
R=Energie gerespireerd
U=Energieverlies door excretie 


De scope for growth is in totaal vijf 
keer gemeten. Voorafgaand aan het 
experiment, drie maal tijdens de 
looptijd van het experiment en aan 
het eind van het experiment. 
Verwacht werd dat in de eerste week 
de SFG zou afnemen en in de tweede 
week weer toe zou nemen (Straff, 2006). A= C * AE
C=Totale geconsumeerde
AE=Assimilatie efficiëntie 

C=[CR (L/g-1/h-1)] * [POM (mg/L-1)] * [23 J/mg-1POM]


Formule voor de Scope for Growth(P).
Pagina 16


Om de scope for growth te bepalen zijn 
een viertal fysiologische waardes nodig: filtratiesnelheid, ammonium-excretie, respiratiesnelheid en R= VO2 * [20,33 J/mL-1 O2] 

assimilatie-efficiëntie (Daniels, 2012).


U= [mg NH4 g -1/h -1] * [19,4 J/mg-1 NH4]



FiltratiesnelheidFiltratiesnelheid:
 (L mossel -1 h-1)= 

C1 en C2 zijn de algen concentraties in mL-1 (afgeleid uit de ijk lijn) (Thompson, 2001).


De algenconcentratie in het 
reservoir is bekend, op basis 
van algentelling van een 
algencultuur verdunt tot 30.000 
cellen/ml. De mosselen gaan 
het flow-through systeem in, na 
de drie uur wordt de algenconcentratie 
gemeten in de opvangbakken 
(Daniels, 2012). Vanwege de lage 
concentraties algen, zijn de 
concentraties in het reservoir en de 
opvangbakken bepaald door middel 
van absorptie metingen op een 
golflengte van 750nm. De concentratie 
algen is daarbij afgeleid van een ijk lijn. 
De filtratiesnelheid (Clearance rate CR) 
formule.






[bookmark: _Toc344057537][bookmark: _Toc346043419]Ammonium-excretie NH4 -excretie =

Ct1 en Ct0 is de ammonium-stikstofconcentratie (NH4-N) in mg L-1 en V het volume per mossel. De ammonium-excretie is gegeven in L/mossel/uur. De ammonium concentratie is gemeten met de HACH methode. Het protocol is te vinden in bijlagen 9. 


Deze waarde betreft de hoeveelheid ammonium die wordt uitgescheiden 
door een mossel (Daniels, 2012). De ammonium concentratie is gemeten
in het reservoir. Na drie uur runnen 
is de concentratie gemeten in de opvangbakken en dit getal wordt 
verwerkt in de volgende formule.



Absorptie-efficiëntie (AE)
De absorptie efficiëntie is berekend AE=

F=

E=

door middel van de Conover 
methode (Albentosa, 1994). Hierbij 
zijn de faeces verzameld in de 
bakjes van het flow-through system  
(figuur 11 en 12), en meteen gedroogd 
om de verdere afbraak te voorkomen. 
De faeces zijn gefilterd door een Whatman GF/C filter, met behulp van een filtratiepomp. Er is steeds 100ml gefilterd, dit om te 
corrigeren voor de hoeveelheid algen 
die ook op het filter zitten en zo het 
gewicht hebben verhoogd. Hierna zijn 
de filters 24uur in de stoof gegaan bij 
een temperatuur van ongeveer 90 . 
De filters zijn opnieuw gewogen voor 
het totale drooggewicht van de faeces. 
Hierna zijn ze 3uur in de oven op 
een temperatuur van 560  geplaatst. Na 
afkoeling zijn de veraste faeces gewogen.
Het gewicht van het verbrande 
organische materiaal is het totale 
drooggewicht min het gewicht na 
het verassen (Daniels, 2012). Dit is 
gedaan met de filter van de faeces maar 
ook met 100ml van de algenconcentratie 
om zo het gewicht van het voedsel te bepalen. 







Respiratiesnelheid VO2= 

Het was belangrijk dat er telkens met dezelfde zuurstofmeter gemeten werd, om de foutmarge te elimineren. 




De respiratiesnelheid betreft het 
zuurstofverbruik van de mossel. De respiratiesnelheid kon niet worden 
gemeten in het flow-through systeem 
voor de drie mosselen en is apart 
gemeten in een erlenmeyer (0,5L). 
Voordat de mosselen in de erlenmeyers
zijn gedaan is het zuurstofgehalte 
gemeten met een WTW oxygen meter. 
De erlenmeyers werden luchtdicht 
afgesloten zodat er geen zuurstofuitwisseling 
met de omgeving mogelijk was, tevens 
stonden de erlenmeyers in het donker, 
zodat de algen geen invloed uitoefenen 
op de zuurstofconcentratie. Na één uur 
is het zuurstofgehalte weer gemeten en 
kon formule worden toegepast. 

Na bepaling van de vier fysiologische Y = a * Xb
Y= fysiologische parameter 
X= lichaamsgewicht (g drooggewicht)
b= wegingsexponent


parameters zijn de waardes omgezet naar
massa specifieke waarden voor mosselen 
van 1 g drooggewicht (Straff, 2006). Dit met 
behulp van wegingsexponenten in de 
hiernaast getoonde vergelijking.

De waarden van b zijn voor de verschillende 
eindpunten: b=0.4 voor de filtratiesnelheid 
en b= 0.65 voor de respiratiesnelheid en 
ammoniumexcretie (Johnson, 1988). Het 
drooggewicht (X) is bepaald door het 
mosselvlees gedurende drie dagen op 80°C t
e drogen en daarna te wegen (Daniels, 2012).
Uit deze formule voor Y is a berekend (a=Y/Xb ) 
en deze a werd daarna gebruikt om Y te bepalen 
voor een drooggewicht van 1 g (X=1). Al de 
gemeten waarden zijn omgezet naar energie 
in Joules (J/g-1/h -1) alvorens er met de SFG
 formule gerekend kan  worden. 








De filtratiesnelheid, ammonium-excretie en de assimilatie efficiëntie zijn gemeten in een flow-through systeem (figuur 11&12). Drie mosselen zijn gedurende 3 uur uit de proefopstelling gehaald en geplaatst in bakjes van 0.5L (Kjerulf Petersen, 2004). Ieder bakje correspondeerde met een behandeling uit de proefopstelling. De mosselen zijn gelabeld, zodat bij iedere SFG meting dezelfde individuen zijn gebruikt. Middels een flow through systeem waarbij algen (30.000 cel/ml) met een debiet van 4.5 L/h (gebaseerd op de snelheid van filtreren van een mossel) door de bakjes stroomde, is de filtratie snelheid, ammonium excretie en de assimilatie efficiëntie bepaald. Op t=0 is de algenconcentratie en de ammoniumconcentratie in het reservoir gemeten en op t=3uur in iedere opvangbak. De faeces zijn op t=3uur verzameld door 100 ml uit de bakjes inclusief faeces te filtreren over een voorgeast Whatman CF/G filter (MISTRI, 2005).


[image: ]Figuur 11, schematische tekening flow-through systeem. Het reservoir diende als T=0 voor zowel de algenconcentratie als de ammoniumconcentratie. De opvangbakken diende als T=3uur voor deze metingen. 
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           Figuur 12, foto flow-through systeem 


[bookmark: _Toc317330222][bookmark: _Toc324596248][bookmark: _Toc346043420]3.4.2 Conditie index 
De conditie index is twee maal gemeten, aan het begin en het eind van het experiment, met 30 mosselen (totaal 60). Dit kon tegelijk en met dezelfde mosselen als de mosselen van de kieuw:palp ratio. Voor deze analyse moesten de mosselen worden opgeofferd. Vanuit het systeem zijn de mosselen in een alcoholconcentratie geplaatst. Hierdoor ontbinden de mosselen niet, tevens vergemakkelijkt dit de dissectie. De lengte van de schelp is genoteerd. De kieuw, de palp en het overige vlees is gescheiden en in aparte kroesjes gedaan. Hierna zijn de kroesjes voor minimaal 48uur in de stoof geplaatst op 80 . Na een afkoelingsperiode van 30minuten in de exsiccator is het gewicht bepaald. Het totaal gewicht van de kieuwen, palpen en vlees is het totale drooggewicht. Het protocol van het berekenen van het drooggewicht is te vinden in de bijlage. Hierna is het geheel 4uur op 520  in de stoof geweest. Na 30minuten afkoelen in de oven(80) en weer 30minuten in de exsiccator is het asvrij drooggewicht bepaald, ook dit protocol bevind zich in bijlage 6. Deze waardes werden geïntegreerd in de volgende formule:
 
[bookmark: _Toc317330223][bookmark: _Toc324596249]Conditie index = As vrij drooggewicht van het vlees (mg)/ L3 van de schelp (cm)


[bookmark: _Toc346043421]3.4.3 Kieuw:palp ratio
Voor het bepalen van de kieuw:palp ratio zijn de kieuw- en palpmassa ‘s nodig. Ook hiervoor is het drooggewicht afgewogen door de kieuwen en palpen minimaal 2 dagen te laten drogen op 105. Voor het asvrij drooggewicht worden de kieuwen en palpen vier uur op 520 gehouden. De gewichten voor en na het verassen worden van elkaar afgetrokken (Treijtel, 2005). Vanwege de lage gewichten zijn 10palpen/10kieuwen per kroesjes gemeten, en van daar uit een gemiddelde bepaald. 

Kieuw:palp ratio= As vrij drooggewicht kieuw (mg)/ as vrij drooggewicht palp (mg)

Voor het bepalen van de conditie index en kieuw:palp ratio zijn de mosselen ontleed, gedroogd, verast en meermaals gewogen. Voor de T=0 meting met 30 mosselen, en voor de T=eind meting met 900mosselen (ex. mortaliteit). Dit vergde veel tijd, zodoende moest hier duidelijk rekening mee gehouden worden in de planning. Het was belangrijk dat de SFG mosselen apart werden verwerkt zodat ze gescheiden bleven van de anderen mosselen ter behoeven van het vergelijken hiervan (t=0 en t=1). 
[bookmark: _Toc324596250][bookmark: _Toc346043422]3.5 Mortaliteit 
De verwachting was dat niet alle mosselen in leven bleven over een periode van 18 dagen door de stressfactoren waar ze aan zijn blootgesteld. Het is belangrijk dat de mortaliteit dagelijks gecontroleerd werd zodat het bekend was wanneer en in welke bakken de mortaliteit het hoogst is. Wanneer er een mossel dood was werd hij uit de bak verwijderd en werd het water ververst zodat er geen rottend vlees achter bleef wat invloed kon hebben op de overige mosselen.
[bookmark: _Toc346043423]3.6 Statistische analyse 
De statistische significatie van de resultaten zijn bepaald. Het significantie verschil betreffende de relatie tussen de CI en de mortaliteit is bepaald door middel van een lineaire regressie. Aangezien de droogvalduur geregeld werd in de mosselbakken en de slibconcentratie in de reservoirs kan de droogvalduur niet onafhankelijk gezien worden met de slibconcentratie. Daarom is de variabel droogvalduur “genesteld” in de slibconcentratie. Doormiddel van een TukeyHSD nested ANOVA test is er nagegaan of er een significante verschil aangetoond kan worden in de resultaten van de CI en de kieuw:palp ratio. De statistische analyses zijn uitgevoerd met het programma SPSS Versie 24, Cran R Studio Version 0.99.902 en Microsoft Excel 2011. 







[bookmark: _Toc346043424]4. Resultaten
In dit hoofdstuk zijn de metingen en resultaten van het experiment beschreven. 
[bookmark: _Toc346043425]4.1  Mortaliteit
Voordat er gekeken gaat worden naar de kwalitatieve verschillen van de mosselen, wordt eerst de mortaliteit beschreven. De totale mortaliteit in alle behandelingen over 18 dagen onderzoek is te zien in figuur 13. Figuur 14 vergelijkt de mortaliteit met de conditie index. Hieruit blijkt dat er sprake is van een hoge mortaliteit. Van de 900 mosselen is 33% dood gegaan gedurende het experiment. Er bevindt zich een piek rond dag 8, hierna daalt de mortaliteit stapsgewijs. Wanneer de stressfactoren zoals droogvaltijd en een verhoogde slibconcentratie veel invloed hebben op de mossel zal de CI laag zijn en de mortaliteit hoog. Daarom wordt in figuur 14 de mortaliteit vergeleken met de CI. Er is een relatie tussen de CI en de mortaliteit waarneembaar, weergegeven met de blauwe lijn. Echter hebben de behandelingen met de zwaarste stressfactoren niet de hoogste mortaliteit. Er is sprake van een significante correlatie (p=0,03), deze test is te vinden in bijlage 10, figuur 14. Figuur 13. Op de x-as de duur van het experiment in dagen, de y-as bevat de mortaliteit in %.

[image: ]

Figuur 14. De  mortaliteit, op de x-as wordt vergeleken met de CI op de y-as. Dezelfde behandelingen hebben hier hetzelfde punt/kleur combinatie, zie legenda.
[bookmark: _Toc346043426]4.2 Conditie index
De resultaten van de CI zijn vergeleken aan de hand van de twee variabelen, droogvalduur (figuur 15) en slibconcentratie (figuur 16). Doormiddel van een TukeyHSD nested ANOVA test (p<0,05)(te vinden in bijlage 11, figuur 15) is gebleken dat 66,7% van alle behandelingen een significant verschil aantonen in vergelijking met de 0-meting. Hier zijn de mosselen afgenomen in vleesgewicht in vergelijking met de schelplengte. Deze behandelingen staan opgesomd in tabel 3 (rij 1). De geteste behandeling staat in kolom 1, hiernaast staan de behandeling(en) die significant hiervan verschillen. Ook is er significant verschil waargenomen tussen de behandelingen, tevens te vinden in tabel 3. Gemiddeld genomen is de CI met 0,73mg/cm3 afgenomen. Dit is een afname van 19,8% ten opzichte van de T=0. 

Figuur 15. Op de y-as staat de CI in mg/cm3, de x-as toont de verschillende behandelingen onderverdeeld naar droogvalduur. Dezelfde behandelingen staan reeds naast elkaar vermeld. Tevens is de standaarddeviatie middels error bars aangegeven in de kolommen. 

[image: ]Tabel 3. De behandelingen waar een significant verschil aangetoond is door de TukeyHSD nested ANOVA test (p<0,05) worden hier getoond. De P-waarden staat reeds onder de codering. De codering is terug te vinden in tabel 2. 
In tabel 4. is te zien dat de verschillen in CI klein zijn. De gemiddeld laagste CI wordt verkregen bij een droogvalduur van 0uur. De mosselen met een droogvalduur van 4,5uur hebben gemiddeld een iets hogeren CI dan die van 9uur. 

Tabel 4 . De gemiddelde CI onderverdeeld naar de variabele droogvalduur. De letters ABC (voorkant systeem) en DEF (achterkant systeem) staan voor de codering van de mosselbakken (tabel 2).
	Behandeling
	T=0
	9uur
	4,5uur
	0uur

	Gemiddelde CI. ABC
	3,689
	3,052
	3,167
	2,688

	Gemiddelde CI. DEF
	3,689
	2,989
	3,108
	2,749




Figuur 16. Op de y-as staat de CI in mg/cm3, de x-as toont de verschillende behandelingen onderverdeeld naar droogvalduur. Dezelfde behandelingen staan reeds naast elkaar vermeld. Tevens is de standaarddeviatie middels error bars aangegeven in de kolommen. 

In figuur 16 wordt de CI met de variabele slibconcentratie bekeken, het is dezelfde grafiek als figuur 15 alleen nu ingedeeld op slibconcentratie. De verschillende slibconcentraties zorgen niet voor een duidelijk verschil in de CI. Tabel 5 laat zien dat de behandeling zonder slib gemiddeld hoger is dan de behandelingen met slib. De hoogste slibconcentratie, 200mg/L, geeft gemiddeld de laagste CI. Het slib is toegevoegd in de reservoirs terwijl de droogvalduur is bepaald in de mosselbakken. Hierdoor is er waarschijnlijk meer variatie betreffende de droogvalduur ten opzichte van de variabele slibconcentratie. 

Tabel 5. De gemiddelde CI met de variabel slibconcentratie. De letters ABC (voorkant systeem) en DEF (achterkant systeem) staan voor de codering van de mosselbakken (tabel 2).
	Behandeling
	T=0
	200(mg/L)
	100(mg/L)
	0(mg/L)

	Gemiddelde CI. ABC
	3,689
	2,938
	3,027
	2,940

	Gemiddelde CI. DEF
	3,689
	2,780
	2,969
	3,097


[bookmark: _Toc346043427]4.3 Kieuw:palp ratio
In figuur 17 zijn de 0-meting en de eindmetingen van de K:P ratio van alle behandelingen weergegeven ingedeeld op droogvalduur. Voor de K:P ratio geld dat de eindmetingen lager zijn dan de 0-meting, in dit geval is het verschil extreem. Het oppervlakte van de kieuwen is van gemiddeld 10,66mg naar 5,73mg gegaan. De palpen zijn van 1,49mg op T=0 gegroeid naar 1,93mg. Gemiddeld is de K:P ratio met 57% gedaald. Een TukeyHSD nested ANOVA (p<0,05)test (bijlage 11, figuur 16) heeft uitgewezen dat alle behandelingen significant verschillen ten opzichte van de 0-meting, dit is duidelijk te zien in tabel 6. Dezelfde test laat zien dat de behandelingen 9uur/0mg/L balk 2 ook significant verschild met behandeling 0uur/100mg/L balk 1. 

Figuur 17. Hier de K:P ratio met de drie verschillende droogvaltijden. De T=0 in grijs gekleurd. Tevens is de standaarddeviatie middels error bars aangegeven in de kolommen. 

Na 18 dagen is de K:P ratio in alle 18 gevallen meer dan de helft gedaald (van minimaal 50,49% behandeling 9uur/200mg/L balk 2 tot maximaal 68,17% bij behandeling 9uur/100 mg/L balk 1). In tabel 6. is te zien dat er kleine verschillen zijn wat betreft gemiddelde  K:P ratio’s. De mosselen die 9uur droogvielen hebben gemiddeld de hoogste K:P ratio, gevolgd door de 4,5 droogvalduur behandeling en ten slotte de mosselen die louter onder water stonden. 








Tabel 6 . De gemiddelde K:P ratio met de variabel droogvalduur. De letters ABC (voorkant systeem) en DEF (achterkant systeem) staan voor de codering van de mosselbakken (tabel 2).
	Behandeling
	T=0
	9uur
	4,5uur
	0uur

	Gemiddelde K:P. ABC
	7,307
	3,181
	2,859
	2,710

	Gemiddelde K:P. DEF
	7,307
	3,628
	3,161
	3,214




.
Figuur 18. De K:P ratio bij de behandelingen met de variabel slibconcentratie. Tevens is de standaarddeviatie middels error bars aangegeven in de kolommen. 

De gemiddelde K:P ratio’s bij de verschillende concentraties is te vinden in tabel 7. Opvallend is dat de K:P ratio bij 200(mg/L) gemiddeld het hoogst is (3,279). Dit is opvallend want hier zouden de palpen het hardst moeten werken, daarom gaan groeien en een negatieve invloed uitoefenen op deze ratio. Bij deze mosselen is de K:P ratio gemiddeld het minst gedaald. De ratio is bij de overige twee behandelingen gemiddeld nagenoeg gelijk. Ook de behandelingen zonder slib en droogvalduur tonen nagenoeg dezelfde trend als de behandelingen met deze stressfactoren. Tevens is te zien dat in elk geval de achterkant van het systeem (DEF) een gemiddeld hogere ratio heeft dan de voorkant. 

Tabel 7. De gemiddelde K:P ratio met de variabel slibconcentratie. De letters ABC (voorkant systeem) en DEF (achterkant systeem) staan voor de codering van de mosselbakken (tabel 2).
	Behandeling
	T=0
	200(mg/L)
	100(mg/L)
	0(mg/L)

	Gemiddelde K:P. ABC
	7,307
	3,096
	2,894
	2,76

	Gemiddelde K:P. DEF
	7,307
	3,461
	3,237
	3,305



[bookmark: _Toc346043428]4.4 SFG
De fysiologische parameters voor het bepalen van de SFG zijn hieronder beschreven. Alleen het eindpunten respiratiesnelheid blijkt zeggend te zijn, hierover later meer in de discussie. Hierdoor is het niet mogelijk gebleken de SFG eindbepaling te berekenen. De behandelingen met dezelfde slibconcentratie staan in dezelfde grafiek. De error bars zijn niet vermeld om overvolle grafieken te voorkomen.












Figuur 19. X-as duur van het experiment in, op de y-as de respiratiesnelheid in (mg/h). Behandeling 200(mg/L). De codering in de legenda staat uitgeschreven in tabel 2.














Figuur 20. X-as duur van het experiment, op de y-as de respiratiesnelheid in (mg/h). Behandeling 100(mg/L). De codering in de legenda staat uitgeschreven in tabel 2.












Figuur 21. X-as duur van het experiment, op de y-as de respiratiesnelheid in (mg/h). Behandeling 0(mg/L). De codering in de legenda staat uitgeschreven in tabel 2.
In alle 3 de grafieken (figuur 19, 20 en 21) is ongeveer dezelfde trend waarneembaar. Tot dag 4 blijft de respiratiesnelheid nagenoeg gelijk of stijgt zelfs, hierna is een duidelijke daling waarneembaar tot dag 12. Uiteindelijk ligt de eindbepaling gemiddeld respectievelijk 0,035mg/L lager dan T=0. Deze trend is mogelijk te verklaren door het aanpassingsvermogen van de mossel. De mosselen stoppen veel energie in het aanpassen aan de nieuwe omstandigheden, dit gaat mogelijk ten koste van de respiratiesnelheid. Wellicht zijn de mosselen voldoende aangepast aan de nieuwe stressfactoren rond dag 12. Hierna stijgt de respiratiesnelheid weer. Zoals vermeld ligt de eindbepaling op dag 16 lager dan de 0-meting. Als het experiment langer had geduurd hadden de mosselen zich wellicht beter aangepast en was de beginwaarden bereik en misschien evenaart. 



































[bookmark: _Toc346043429]5. Discussie en aanbevelingen 
In dit hoofdstuk wordt kritische naar de resultaten gekeken en de eventuele aanbevelingen worden genoemd. 
[bookmark: _Toc346043430]5.1 Methode 
De gebouwde set-up was een complex en tijdrovend systeem. Voor een goede functionering van dit systeem was veel aandacht vereist, met name door de 36 kraantjes die allen dagelijks op de juiste manier afgesteld moesten worden. Door deze handmatige afstemming was het onmogelijk dit exact te doen, wat waarschijnlijk gezorgd heeft voor kleine verschillen in debiet. Voor een perfecte afstemming zou het systeem geautomatiseerd moeten worden maar hiervoor was een limiet van tijd en geld. 

Een punt van discussie is de temperatuur in de mosselbakken. De locatie van de opstelling zorgde ervoor dat de zon langer scheen op de voorkant van het systeem ten opzichte van de achterkant. De achterkant was bedoeld als duplo en mag mede om deze reden geen duplo worden genoemd. Het verschil in temperatuur is geminimaliseerd doormiddel van houten planken die de bakken in de schaduw hielden. Dit was succesvol maar zo’n 3 á 4 dagen is er verschil in temperatuur geweest. De temperatuur wisselde vrij veel over de experimentperiode door het kleine volume water in de mosselbakken(20L). Een grafiek van de buitentemperatuur en zonuren in de experimentperiode volgens het KNMI Vlissingen is waarneembaar in bijlage 12. Deze wisselingen veroorzaken stress en hebben daarom invloed op de resultaten (Straff, 2006). 

De aanbeveling in deze is dat het experiment invloeden van externe factoren zou moeten uitsluiten doormiddel van een klimaatkamer. Een andere optie is het reguleren van de watertemperatuur, in dit onderzoek was dat onmogelijk door het stromende karakter van het systeem. Ook zou het verschil minder beduidend zijn wanneer het onderzoek gedaan werd in een stabiele periode van het jaar wat betreft temperatuur. 

Zoals al eerder benoemd werd het slib toegevoegd in de reservoirs en de droogvalduur bepaald in de mosselbakken. Om deze reden is er meer variantie in de mosselbakken. Gecombineerd met bovengenoemde temperatuurverschillen mag er niet gesproken worden over een duplo (ABC tegenover DEF).

De slib bevattende reservoirs waren voorzien van een circulatiepomp en een beluchtingsteen, om te voorkomen dat het slib neersloeg. Dit was de maximale turbulentie die gecreëerd kon worden gezien de omstandigheden. Alsnog sloeg er een klein deel van het slib neer, met het resultaat dat de reservoirs dagelijks schoon gemaakt moesten worden zodat het slib zich niet ging ophopen en de beoogde concentraties overstegen werden. 
 
Door de opgetreden mortaliteit kwam er een verschil in aantal mosselen per mosselbak. Dit betekent dat er voor de ene mossel meer voedsel beschikbaar is dan voor de ander. Ook dit kan invloed hebben op de uitkomsten en is daarom een punt van discussie.

De mosselen hebben 18 dagen in het systeem gezeten, op dag 16 is de laatste SFG meting gedaan. Het is mogelijk dat het tijdsbestek te kort was tot volledige aanpassing zichtbaar was. Wellicht heeft een mossel bij een langere duur een succesvollere adaptatie. Een aanbeveling hierbij zou zijn om het experiment langer te laten duren.
[bookmark: _Toc346043431]5.2 Mortaliteit 
De pieken in mortaliteit (figuur 13) is mogelijk te wijten aan verschillende factoren. Het kan zijn dat de mosselen hun energie hebben gestoken in het aanpassen aan de vernieuwde omstandigheden, zodoende hierin gefaald zijn en sterven. 

De piek rond dag 8 is wellicht te wijten aan de temperatuur. In bijlage 12 is te zien dat er per etmaal veel zonuren waren in deze periode volgens het KNMI Vlissingen. Door de kleine hoeveelheid water in de mosselbakken stijgt de temperatuur hier snel, wat stress veroorzaakt. Mogelijk zorgt dit voor de piek in mortaliteit. Wellicht is dit de reden dat de mortaliteit aan de voorkant van het systeem (322mosselen) hoger is dan aan de achterkant (271 mosselen).

De hoge mortaliteit is wellicht verklaarbaar door de stressfactoren waaraan de mosselen zijn blootgesteld. Normale, gezonde mosselen kunnen zo’n 48uur zonder problemen droog staan. Indien hun conditie door een of andere oorzaak is verslechterd, uit zich dat in een verkorte overleving op het droge (Straff, 2006). Als dit het geval is, is dit terug te vinden in de conditie index. De mosselen hebben veel energie gestoken in het aanpassen aan deze factor met gevolg dat hun vlees:schelp ratio dusdanig is verminderd en de mosselen uiteindelijk zijn gestoven. Om deze reden is in figuur 14 de conditie index vergeleken met de mortaliteit. De verwachting is dat de behandelingen met een hoge mortaliteit een lage conditie index heeft. Deze correlatie lijkt aanwezig te zijn. 
[bookmark: _Toc346043432]5.3 Conditie index
De daling in CI vergeleken de 0-meting was in de behandelingen met een droogvalduur en verhoogd slib te verwachten. De mosselen ondervonden waarschijnlijk dusdanig veel stress dat het verwerken van deze stressfactoren zoveel energie koste zodat er geen energie meer over is voor de groei van vlees. Zelfs de behandelingen zonder droogvalduur en slib tonen een lagere CI ten opzichte met de 0-meting. Dit onverwachte resultaat is waarschijnlijk te wijten aan opgelopen stress door de temperatuur zoals hierboven beschreven of mogelijke anderen factoren zoals de hoge ammonium waarde in het grondwater. Verder is het lastig een trend te vinden betreffende verschillende behandelingen.

Uit vergelijkbare onderzoeken is gebleken dat wanneer een oester of mossel langer onder water staat niet per se harder groeit maar dat het vleesgewicht hier wel toeneemt (Heringa, 2015).  Omdat mosselen een hogere voedselbeschikbaarheid hebben als gevolg van een kleinere droogvalduur. In dit onderzoek lijkt dat niet het geval. 


Uit eerder onderzoek bleek dat bij een droogvalduur van 9uur de meeste mosselbanken voorkomen, dit geeft aan dat hier de conditie van de mossel goed is want er is energie over voor groei en reproductie (Stralen, 2001). In dit onderzoek is dit niet terug te vinden in de CI. 
[bookmark: _Toc346043433]5.4 Kieuw:palp ratio.
Meerdere studies tonen aan dat er een relatie is tussen de slibconcentratie en K:P ratio. Doordat de selectie efficiëntie bij een hoge slibconcentratie hoger moet zijn om tot dezelfde hoeveelheid voedsel te komen als bij een lage slibconcentratie, hierdoor zouden de palpen moeten groeien (Mohlenberg, 1981). Bij de behandelingen met een lagere en/of geen slibconcentratie zou naar verwachting een relatief hogere K:P ratio moeten zijn (Mickael Dutertre, 2009). Dit is echter niet het geval, ondanks de kleine verschillen hebben de mosselen met een 0(mg/L) slibconcentratie omgeving gemiddeld een lagere K:P ratio dan de andere behandelingen. 

Dit onverwachte resultaat heeft mogelijk verschillende oorzaken. Wellicht is het te wijten aan de algenconcentratie. Omdat er in alle bakken mosselen zijn gestorven is de toegediende algenconcentratie wellicht te hoog geweest. Wanneer deze concentratie te hoog is kunnen er pseudofaeces geproduceerd worden. Hiervoor moeten de palpen gaan selecteren. Dit kan een reden zijn dat de mosselen in de 0(mg/L) omstandigheden ook pseudofaeces creëerden, zo groeiden de palpen en daalde de K:P ratio. Echter is berekend dat de palpen gemiddeld wel zijn gegroeid, maar het krimpen van de kieuwen heeft het grootste effect op de dalende K:P ratio.

Omdat dit onderzoek MZI mosselzaad betreft hebben we te maken met kleine mosselen. Voor het bepalen van de K:P ratio zijn de mosselen ontleed. De kieuwen en palpen zijn gescheiden, door de grootte van de mossel zijn dit kleine organen. Het gewicht hiervan is dusdanig laag dat voor het wegen hiervan een relatief grote foutmarge geld door het gewicht van de kroesen. Deze foutmarge is verkleind door de kieuwen en palpen van tien mosselen in één kroes te doen zodat het gewicht makkelijker te bepalen is. Hierdoor zijn er minder resultaten betreffende de K:P waarden en zijn er in de statistische analyse weinig verschillen gevonden tussen de behandelingen. 











[bookmark: _Toc346043434]5.5 SFG
Zoals beschreven in het theoretische kader bestaat de SFG uit vier fysiologische waardes. Bij het bepalen van de SFG zijn er een aantal noodzakelijke aannamen gedaan. Op sommige dagen zijn de SFG metingen anders verlopen dan vooraf bedacht. Hierdoor is het berekenen van de SFG eindbepaling niet mogelijk gebleken. Alleen de resultaten van de respiratiesnelheid blijken betrouwbaar te zijn. 

Voor het berekenen van de absorptie efficiëntie is de verhouding van het as vrij drooggewicht  en het drooggewicht van het voedsel noodzakelijk. Voor de eerste drie SFG bepalingen is dit gewicht niet gewogen. Het gewicht van deze algen in het water zou bij elke SFG meting ongeveer gelijk moeten zijn omdat er met dezelfde algenconcentratie wordt gewerkt. Dus waar het drooggewicht en as vrij drooggewicht van het voedsel miste is het gemiddelde genomen van de gewichten die later in het experiment zijn verkregen. Deze aannamen zijn als onbetrouwbaar gebleken, zodoende zijn de resultaten van de absorptie-efficiëntie niet zeggend dan wel vergelijkbaar.

Zoals te lezen is in het theoretische kader, tabel 1, wordt de ammonium-excretie gegeven in ug. Er is gebleken dat de resultaten van dit onderzoek vele malen hoger liggen. Resultaten in dit onderzoek geven cijfers in mg (0,675-46,17) en in sommige gevallen zelfs negatief. Deze getallen zijn onmogelijk en worden daarom niet meegenomen in de resultaten. De mogelijke factoren kunnen de hoge NH4+ waarden van het grondwater zijn. Ook kunnen de verdunningen die verijst zijn voor het bepalen van de ammonium-excretie met de HACH methode zorgen voor een extra foutmarge en zo de resultaten beïnvloeden. 

In bijlage 11 worden de resultaten van de filtratiesnelheid getoond. Te zien is dat de 0-meting in elke behandeling 0 is. Ook hebben sommige behandelingen een filtratiesnelheid van 0 op bepaalde punten. Dit komt doordat na het berekenen van de filtratiesnelheid hier een negatieve waarden uit gekomen is. Omdat dit niet mogelijk is valt er te twijfelen aan de betrouwbaarheid van deze resultaten. Wel is zichtbaar dat in alle drie de behandelingen na dag 8 een piek waarneembaar is. De filtratiesnelheid is afhankelijk van de temperatuur. Een hogere temperatuur zorgt voor hogere metabolische activiteiten, dit zorgt voor meer filtratie (Reise, 1998). Dus deze piek is waarschijnlijk te wijten aan de temperatuur. 
 
De resultaten betreffende de respiratiesnelheid zijn betrouwbaar en goed vergelijkbaar. Zoals verwacht daalt de respiratiesnelheid eerst omdat de mossel zich moet aanpassen aan de stressfactoren. Wanneer de mossel dit stadium bereikt heeft is er een stijging waarneembaar. Toch ligt de gemiddelde eindbepaling lager dan de 0-meting. Wanneer dit experiment langer had geduurd was de eindbepaling mogelijk wel gelijk geweest met de 0-meting. Wanneer de resultaten worden vergeleken met literatuur liggen ze relatief laag, zoals te zien is in tabel 1. Dit is mogelijk te wijten aan de duidelijk aanwezige stressfactoren. De trend die de respiratiesnelheid uitwijst werd tevens verwacht in de SFG eindbepaling. 

[bookmark: _Toc346043435]6. Conclusie 
In alle behandelingen zijn de CI en de K:P ratio gemiddeld gedaald na 18 dagen in het systeem. De resultaten betreffende de K:P ratio zijn opvallend omdat de verschillen met de 0-metingen erg groot zijn. Het oppervlakte van de kieuwen is verminderd met de helft of meer en de palpen zijn iets gegroeid. Het verschil tussen de behandelingen met een slibconcentratie van 200mg/L en 0mg/L is niet significant, een onverwachts resultaat. Waarschijnlijk hebben andere stressfactoren ook invloed gehad op de K:P ratio. De hoeveelheid mosselvlees t.o.v. de schelpinhoud is in 12 van de 18 behandelingen significant gedaald. Ook hier is er geen significant verschil tussen de behandelingen waarneembaar. 
De resultaten van de respiratiesnelheid liggen in de lijn der verwachting. De mosselen zijn nog niet goed aangepast aan de nieuwe omstandigheden en respireren minder. Pas op dag 16 is de mossel voldoende aangepast en kan hij weer meer zuurstof opnemen. Een verschil in behandelingen is niet waarneembaar. Door het falen in het bepalen van alle fysiologische eindpunten omtrent de SFG is het niet mogelijk hier een conclusie uit te trekken

Zoals verwacht hebben de stressfactoren een negatief effect op de mosselen. Geen enkele behandeling geeft een stijgende waarde aan in vergelijkingen met de 0-meting. Ook de behandelingen zonder slib en droogvalduur niet. Dit is opvallend en waarschijnlijk te wijten aan de variatie in temperatuur, hoeveelheid algen door mortaliteit en mogelijke andere factoren zoals het grondwater. Dit maakt het vergelijken van de onderlinge behandelingen erg lastig. Deze stressfactoren tezamen inclusief de toegediende stressfactoren kunnen de hoge mortaliteit verklaren. 

Concluderend kan worden vastgesteld dat na dit onderzoek de ratio vleesgewicht ten opzichte van schelplengte gemiddeld minder is geworden. Ook zijn de kieuwen extreem verkleind en de palpen iets gegroeid na 18 dagen in het systeem. De mossel past zich aan, maar de stressfactoren hebben een negatieve invloed op deze waardes. De respiratiesnelheid daalde flink maar herstelde zich op dag 16. Hier is dus mogelijk sprake van een (deels) succesvolle aanpassing. Wellicht zou deze trend zicht voortzetten wanneer de mosselen langer in het systeem zouden hebben gezeten. 
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[bookmark: _Toc324596253][bookmark: _Toc346043437]Bijlagen 

[bookmark: _Toc346043438]Bijlage 1: Slibconcentratie Kats.

Tabel 1, slibconcentratie Kats, Oosterschelde.
	Monster
	1
	2
	3

	Droog gewicht slib (mg/L)
	286,7
	206,2
	205,2

	Asvrij drooggewicht slib (mg/L)
	73,1
	60.1
	54

	Anorganische slib (mg/L)
	213,6
	146,1
	151,2



[bookmark: _Toc346043439]Bijlage 2: Frequentie tabel. 

Frequentie tabel van 200 mosselen. De mosselen van 28mm tot 32mm zijn geselecteerd














[bookmark: _Toc346043440]Bijlage 3: Dagelijkse activiteiten. 

20;00	Nieuwe run, alle reservoirs zijn gevuld met water, algen en slib. De kraantjes staan open en het systeem loopt.
20;10  Controleren debiet.
10;00  Controleren waterlevel in reservoirs 
11;00  Droog laten vallen mosselbak A1,B1, C1, D1, E1 en F1
15;30  Droog laten vallen mosselbak A2, B2, C2, D2, E2 en F2
16;00  Schoon maken reservoirs en mosselbakken. 
Hierna kunnen de reservoirs opnieuw gevuld worden en begint de cyclus 
Opnieuw.

[bookmark: _Toc346043441]Bijlage 4: Algen berekeningen. 

De hoeveelheid algenwater wat moet worden toegevoegd wordt bepaald op de volgende manier:
x /256 *1,000,000=y
“x” is het aantal algen wat geteld wordt met het telraam. “y” is het aantal cellen per ml in de race-way. De gewenste concentratie per reservoir is 15,000 cellen/ml. Aangezien een reservoir 430L bevat komen er 4,3*109 cellen/reservoir. Nu kan er bepaald worden hoeveel water er vanuit de race-way de reservoirs in moet;
4,3*109 /y = hoeveelheid water in ml



















[bookmark: _Toc346043442]Bijlage 5: Protocol bepalen drooggewicht.  
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[bookmark: _Toc346043443]Bijlage 6: Protocol bepalen Asvrijdrooggewicht. 
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[bookmark: _Toc324596254][bookmark: _Toc346043444]Bijlage 7: Protocol slibconcentratie controle.
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[bookmark: _Toc324596255][bookmark: _Toc346043445]Bijlage 8: Protocol singel wavelength. 
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[bookmark: _Toc324596256][bookmark: _Toc346043446]Bijlage 9: Protocol ammonium meting. 
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[bookmark: _Toc346043447]Bijlage 10: Statistische testen.

Regression test figuur. 14.
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Nested TukeyHSD ANOVA test figuur. 15.
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Nested TurkeyHSD ANOVA test figuur 16.
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[bookmark: _Toc346043448]Bijlage 11: Filtratiesnelheid.


Figuur 22. X-as duur van het experiment op de y-as de filtratiesnelheid in (mg/h). Behandeling 200(mg/L). De codering in de legenda staat uitgeschreven in tabel 2.

Figuur 23. X-as duur van het experiment op de y-as de filtratiesnelheid in (mg/h). Behandeling 100(mg/L). De codering in de legenda staat uitgeschreven in tabel 2..

Figuur 24. X-as duur van het experiment op de y-as de filtratiesnelheid in (mg/h). Behandeling 0(mg/L). De codering in de legenda staat uitgeschreven in tabel 2.




[bookmark: _Toc346043449]Bijlage 12: Temperatuur/zonuren.

Figuur 25. Temperatuur(Rood) in graden Celsius en de zonuren(blauw)in uren tijdens de experiment periode volgens het KNMI Vlissingen.















Mortaliteit
Mortaliteit #mosselen 	0	0	1	5	3	21	15	53	29	27	15	27	15	27	7	15	23	13	Dagen
#mosselen
CI : Mortaliteit
56	34	26	26	66	36	26	12	20	17	30	72	28	18	42.000000000000007	22	28	34	2.8171400348565681	2.7307380661769152	3.4366172853461272	2.934465883224032	2.5587556294311971	2.67364468062536	3.2512580372514939	2.966288015349158	3.139749844048219	3.2602294843694839	2.6977921086001531	2.6796687698725772	3.0875838848430561	3.2693151971678902	2.924948877129637	3.128778033938278	2.8060912238703648	2.891735195682803	Mortaliteit %
CI (mg/cm3)
CI. Droogvalduur
0.68562677991871601	0.66928107149112803	0.45999505876879299	0.97074667080962596	0.69971700607683396	0.71972014263489803	0.77762036092559705	0.60586318474659195	0.71113772377923101	1.0309701522927399	0.64968472493745	0.53509477263181104	0.58802403062763198	0.45699900462892401	0.40827622257698798	0.470143054208218	0.49291109649767501	0.98068025887376098	0.73691328788031096	0.68562677991871601	0.66928107149112803	0.45999505876879299	0.97074667080962596	0.69971700607683396	0.71972014263489803	0.77762036092559705	0.60586318474659195	0.71113772377923101	1.0309701522927399	0.64968472493745	0.53509477263181104	0.58802403062763198	0.45699900462892401	0.40827622257698798	0.470143054208218	0.49291109649767501	0.98068025887376098	0.73691328788031096	T=0	200 (mg/L)	200 (mg/L)	100 (mg/L)	100 (mg/L)	0 (mg/L)	0 (mg/L)	200 (mg/L)	200 (mg/L)	100 (mg/L)	100 (mg/L)	0 (mg/L)	0 (mg/L)	200 (mg/L)	200 (mg/L)	100 (mg/L)	100 (mg/L)	0 (mg/L)	0 (mg/L)	9uur	4,5uur	0uur	3.6895986659894309	2.8444406479214628	2.7270752910574432	3.2473629415918128	2.9592667876833261	3.0833405561814282	3.3017677507706198	3.4672627812351831	2.9594307816685341	3.1401774365773361	3.2576516011091998	2.9145832947056949	3.138383915279372	2.5405536565850801	2.676461694312871	2.6820617198530989	2.7168761689396979	2.7922693014600641	2.9176975629055639	Behandeling
CI. index
CI. Slibconcentratie
0.68562677991871601	0.66558540284132495	0.45323925421717598	0.62481337191891895	0.71447906430635399	0.46060520351415701	0.401720251759764	0.95746231807173499	0.69981821577876302	1.0165536065394649	0.64104206239805706	0.47243418221098799	0.49361268434162903	0.70982066552724699	0.80853639168187696	0.52840929775198597	0.58242156517267596	0.96849578864263797	0.73880660567713996	0.68562677991871601	0.66558540284132495	0.45323925421717598	0.62481337191891895	0.71447906430635399	0.46060520351415701	0.401720251759764	0.95746231807173499	0.69981821577876302	1.0165536065394649	0.64104206239805706	0.47243418221098799	0.49361268434162903	0.70982066552724699	0.80853639168187696	0.52840929775198597	0.58242156517267596	0.96849578864263797	0.73880660567713996	T=0	9uur	9uur	4,5uur	4,5uur	0uur	0uur	9uur	9uur	4,5uur	4,5uur	0uur	0uur	9uur	9uur	4,5uur	4,5uur	0uur	0uur	200 (mg/L)	100 (mg/L)	0 (mg/L)	3.6895986659894309	2.8171400348565689	2.7307380661769152	3.4366172853461272	2.934465883224032	2.5587556294311971	2.67364468062536	3.2512580372514939	2.966516494578062	3.139749844048219	3.2602294843694839	2.6977921086001531	2.6796687698725772	3.0875838848430561	3.250507012296934	2.924948877129637	3.128778033938278	2.8060912238703648	2.891735195682803	Behandeling
CI. index
K:P ratio. Droogvalduur
0.29499435407164598	0.43690668182257097	0.92565022399094199	2.74090549091652E-2	0.22913510032790199	0.30959433147187598	0.17704228406123301	0.36506945799165103	0.98671440678591904	0.94361363058881598	0.46439642260513198	0.36916531652603202	0.37915737003102101	0.58931677874108901	0.50950779119864098	0.63781785509136302	0.71561155893852502	0.45386407441903498	0.22925290308993701	0.29499435407164598	0.43690668182257097	0.92565022399094199	2.74090549091652E-2	0.22913510032790199	0.30959433147187598	0.17704228406123301	0.36506945799165103	0.98671440678591904	0.94361363058881598	0.46439642260513198	0.36916531652603202	0.37915737003102101	0.58931677874108901	0.50950779119864098	0.63781785509136302	0.71561155893852502	0.45386407441903498	0.22925290308993701	T=0	200 (mg/L)	200 (mg/L)	100 (mg/L)	100 (mg/L)	0 (mg/L)	0 (mg/L)	200 (mg/L)	200 (mg/L)	100 (mg/L)	100 (mg/L)	0 (mg/L)	0 (mg/L)	200 (mg/L)	200 (mg/L)	100 (mg/L)	100 (mg/L)	0 (mg/L)	0 (mg/L)	9uur	4,5uur	0uur	7.3073781175771986	3.6197702979799811	3.5354652239822428	2.7857648941495361	3.5785248845101898	3.1382935847618798	3.7693749289937002	2.49529078328354	3.425906814515828	3.5705963915104402	3.0333035075474029	2.5121451178130001	3.0232385390339251	3.1732917955616951	3.4214917188052212	2.325551546751575	3.0976852949724818	2.6302313720375712	3.124445324173788	Behandeling
K:P ratio
K:P ratio. Slibconcentratie
0.29499435407164598	0.43690668182257097	0.92565022399094199	0.36506945799165103	0.98671440678591904	0.58931677874108901	0.50950779119864098	2.74090549091652E-2	0.22913510032790199	0.94361363058881598	0.46439642260513198	0.63781785509136302	0.71561155893852502	0.30959433147187598	0.17704228406123301	0.36916531652603202	0.37915737003102101	0.45386407441903498	0.22925290308993701	0.29499435407164598	0.43690668182257097	0.92565022399094199	0.36506945799165103	0.98671440678591904	0.58931677874108901	0.50950779119864098	2.74090549091652E-2	0.22913510032790199	0.94361363058881598	0.46439642260513198	0.63781785509136302	0.71561155893852502	0.30959433147187598	0.17704228406123301	0.36916531652603202	0.37915737003102101	0.45386407441903498	0.22925290308993701	T=0	9uur	9uur	4,5uur	4,5uur	0uur	0uur	9uur	9uur	4,5uur	4,5uur	0uur	0uur	9uur	9uur	4,5uur	4,5uur	0uur	0uur	200 (mg/L)	100 (mg/L)	0 (mg/L)	7.3073781175771986	3.6197702979799811	3.5354652239822451	2.49529078328354	3.425906814515828	3.1732917955616951	3.4214917188052212	2.7857648941495361	3.5785248845101898	3.5705963915104402	3.0333035075474029	2.325551546751575	3.0976852949724818	3.1382935847618798	3.7693749289937002	2.5121451178130019	3.0232385390339251	2.6302313720375712	3.1244453241737902	Behandeling
K:P ratio
Respiratiesnelheid bij slibconcentratie 200(mg/L)
A1	0	4	8	12	16	0.18170426065162901	0.18796992481203001	0.12531328320801999	3.13283208020049E-2	0.15977443609022601	A2	0	4	8	12	16	0.17230576441102799	0.26629072681704202	0.13941102756892201	3.6027568922305797E-2	0.16134085213032601	A3	0	4	8	12	16	0.18640350877192999	0.25375939849624102	0.13157894736842099	3.2894736842105199E-2	0.16134085213032601	F1	0	4	8	12	16	0.20206766917293201	0.217731829573935	0.142543859649123	4.54260651629073E-2	0.14411027568922299	F2	0	4	8	12	16	0.20520050125313299	0.19893483709273199	0.13784461152882199	4.6992481203007502E-2	0.14097744360902301	F3	0	4	8	12	16	0.18013784461152901	0.18170426065162901	0.134711779448622	5.1691729323308303E-2	0.15194235588972399	Dagen
Respiratiesnelheid (mg/h)
Respiratiesnelheid bij slibconcentratie 100(mg/L)
B1	0	4	8	12	16	0.197368421052631	0.18640350877192999	0.11748120300751901	2.66290726817042E-2	0.175438596491228	B2	0	4	8	12	16	0.203634085213033	0.325814536340852	0.114348370927318	5.3258145363408498E-2	0.169172932330827	B3	0	4	8	12	16	0.217731829573935	0.23496240601503801	0.13784461152882199	5.95238095238095E-2	0.17387218045112801	E1	0	4	8	12	16	0.155075187969925	8.7719298245614002E-2	0.142543859649123	4.2293233082706702E-2	0.150375939849624	E2	0	4	8	12	16	0.21929824561403499	0.238095238095238	0.150375939849624	3.60275689223057E-2	0.155075187969925	E3	0	4	8	12	16	0.18483709273182999	0.175438596491228	9.3984962406015005E-2	3.13283208020043E-3	0.12218045112782	Dagen
Respiratiesnelheid (mg/h)
Respiratiesnelheid bij slibconcentratie 0(mg/L)
C1	0	4	8	12	16	0.24749373433583999	0.28195488721804501	0.148809523809524	4.6992481203007502E-2	0.170739348370927	C2	0	4	8	12	16	0.20206766917293201	0.270989974937343	0.13314536340852101	5.0125313283208003E-2	0.18483709273182899	C3	0	4	8	12	16	0.22556390977443599	0.270989974937343	9.3984962406014408E-3	4.8558897243107697E-2	0.16447368421052599	D1	0	4	8	12	16	0.27725563909774398	0.23496240601503801	0.148809523809524	6.4223057644110307E-2	0.156641604010025	D2	0	4	8	12	16	0.21303258145363399	0.209899749373434	0.104949874686717	2.0363408521303399E-2	0.13471177944862101	D3	0	4	8	12	16	0.24279448621553901	0.18013784461152901	0.12531328320801999	3.2894736842105199E-2	0.130012531328321	Dagen
Respiratiesnelheid (mg/h)
Mossel grootte selectie 
12;14	14;16	16;18	18;20	20;22	22;24	24;26	26;28	28;30	30;32	32;34	34;36	36;38	38;40	42;42	42;44	44;46	1	0	2	2	4	8	17	20	40	36	23	25	24	15	8	2	1	Mosselgrootte (cm)
Hoeveelheid mosselen 
Filtratiesnelheid bij slibconcentratie 200(mg/L) 
A1	0	4	8	12	16	0	4.3988427180937517	2.5324869605176752	0.43033285041860397	1.7172082579911361	A2	0	4	8	12	16	0	2.5324869605176752	1.051077055049539	1.4814099054681431	1.051077055049539	A3	0	4	8	12	16	0	3.3477656630442141	0	0.43033285041860397	1.051077055049539	F1	0	4	8	12	16	0	1.051077055049539	1.051077055049539	2.5324869605176752	0.91820399831563404	F2	0	4	8	12	16	0	0.48787114789702901	0.48787114789702901	0.666131202941598	0.43033285041860397	F3	0	4	8	12	16	0	0.48787114789702901	0	2.5324869605176752	0	Dagen
Filtratiesnelheid (L/g/h)
Filtratiesnelheid bij slibconcentratie van 100(mg/L)
B1	0	4	8	12	16	0	2.5324869605176752	1.051077055049539	2.1475411084097411	2.5324869605176752	B2	0	4	8	12	16	0	5.8802526235618879	0	2.1475411084097411	1.051077055049539	B3	0	4	8	12	16	0	4.3988427180937517	5.0649739210353406	1.4814099054681431	2.5324869605176752	E1	0	4	8	12	16	0	1.7172082579911361	0.48787114789702901	1.481409905468136	0.91820399831563404	E2	0	4	8	12	16	0	1.7172082579911361	0.48787114789702901	1.481409905468136	0.91820399831563404	E3	0	4	8	12	16	0	2.5324869605176752	0.48787114789702901	1.481409905468136	0.91820399831563404	Dagen
Filtratiesnelheid (L/g/h)
Filtratiesnelheid bij slibconcentraie van 0(mg/L)
C1	0	4	8	12	16	0	1.3031498504235679	5.0649739210353406	0.91820399831563404	1.7172082579911361	C2	0	4	8	12	16	0	1.866355757576077	5.0649739210353406	0.91820399831563404	1.7172082579911361	C3	0	4	8	12	16	0	1.3031498504235679	2.5324869605176752	0.43033285041860397	1.7172082579911361	D1	0	4	8	12	16	0	0	0	1.481409905468136	0	D2	0	4	8	12	16	0	1.7172082579911361	1.7172082579911361	0.666131202941598	0.43033285041860397	D3	0	4	8	12	16	0	2.5324869605176752	0	2.5324869605176752	0	Dagen
Filtratiesnelheid (L/g/h)
Temperatuur/zonuren peridode experiment 
11.2	10.3	11.6	10.3	8	7.1	8.9	9.8000000000000007	9.4	11.4	9.7000000000000011	7.2	5.9	6.5	6.2	6.7	6.7	8.5	7.2	3.7	10	0.8	10	10.199999999999999	4.0999999999999996	13	9.7000000000000011	1.6	8.8000000000000007	8	0.1	6.2	7.1	9.8000000000000007	3.9	6.6	Dagen
Temperatuur 
Zonuren
14
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WERKVOORSCHRIFT VOOR DROGESTOF BEPALING BlJ SCHELPDIEREN

1. ONDERWERP EN TOEPASSINGSGEBIED
Dit werkvoorschrift beschrift het drogen van schelpdiermateriaal ten behosve van biomassa en
conditie bepaling.

2. TERMEN EN DEFINITIES
Drooggewicht (DW): het droog-gewicht van viees enlof schelpmateriaal

3. BEGINSEL
‘Schelpdieren worden met of zonder schelp gedroogd met behulp van droogstoo.

4. APPARATUUR EN HULPMIDDELEN

41 Droogstoof tot minimaal 150 graden
42 Exicator met actieve (blauwgekleurde) siicagel
43 Analytsche balans

44 Hitte bestendige kroszen, genummerd.

486 Hittebestendige handschoenen

47 Metalen tang

5. WERKWWZE

&1 Voorborsiding
Mazk een ljst in Excel met als heading: sample nummers, kroes nummmer. gewicht
Kroes, bruto gewih 1, netto gewicht 1, bruto gewicht 2, netto gewicht 2, verschil (2-1)%
2. Bedenk hoeveel benodigds krossjes er nodig zijn en laat deze 2 uur drogen in een stoof
van 70°C. Als er aluminium kroezen gebruikt worden is it niet van tospassing
3. Vervolgens moeten de kroesjes 30 minuten in sen exicator staan, om af te koelen.

52 Yorwering samples
Hierna kunnen de kroesies gewogen worden op de analytische balans. Zorg dat recht
staat en dat deze getarreerd is.

Noteer de gevonden waarden van de lege kroesjes in het Excel bestand.

Vervolgens kunnen de samples in de kroes overgebracht worden en kunnen deze

‘gewogen worden.

Noteer de gevonden waarden van de kroes met het natte viees in het Excel bestand.

Zetin Excel het samplenummer bi het juste kroesnummer.

De kroesjes met het schelpenviees mosten 2.3 4 dagen in de stoof staan van 80°C. (Hoe.

natter het sample, hoe meer tid het sample nodig heeft om op stabiel drooggewicht te

komen.)

7. Na de droging worden de kroesjes overgebracht naar de exicator. Zet de samples in een
‘exicator met een open ventiel, doe het ventiel na 30 seconden dicht waardoor de exicator
vacuiim ek

8. Laat de samples voor 30 minten in de exicator afkosen.

oas wm

Opgestald coor va Harog 27 39 2014 (vrsiel) Pagel
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WERKVOORSCHRIFT VOOR DROGESTOF BEPALING BlJ SCHELPDIEREN

53 Wogingven do sampls
Vervolgens kan het drooggewicht bepaald worden met behulp van de analytische balans.
2 Netwar ah givoncen wassion v d 184 met e <ot s het el oesian
3. Bereken het gewicht van het droge sample mov:
Droog gewicht kroes met droge sample - gewich kioes = gewicht droge sample.

4. Zet vervolgens de kroesjes terug in de stoof op 80°C voor 2 uur.

5. Verplaats na 2 uur de kiossjes naar de exicator en laat ze daar voor 30 minuten afkoelen.
Zorg ervoor dat de exicator vacuim treki

6. Weeg daama de kroesjes met het sample voor de tweede keer. Bereken het netto gewicht
van et sample. Het verschil tussen meting 1 en 2 kan nu ais percentage uitgedruki
‘worden. (zie punt §)

7. Omdat schelpdieren vaak in grotere hoeveelneden verast worden is het tosgestaan een
verschil te hebben met een afwiking van 1%. Als d afwiking meer is dan deze 1% wordt
het protocol vanaf 5.3.5 herhaald. Dit wordt net zolang hehaalt ot het percentage lager is
dan 1% (8] Kleinere samples kan het toegestane verschil tot 0.1% teruggebracht
worden.)

6. Berokeningen.
6.1 Netto droog gewicht

Bruto drooggewicnt - gewichtkroes

6.2 Percentuele afwiking
(netto gewicnt 1 - ntto gewicht 2)* 100) netio gewicht 1

6.3 voorbesld spreadshest

hoes | gnn
bimer | beoste) | st gion 0| oo gewih )| b g 2g) | Nt g 2) | versch 205
: P nn o 011 e

Opgestald coor va Hartog 27 35 2014 (sersiel) Page2
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‘Werkvoorschrift voor het bepalen asvrijdrooggewicht van schelpdieren

1. ONDERWERP EN TOEPASSINGSGEBIED
Dit werkvoorsehift beschiift het verassen van schelpdiermateriaal ten behoeve van biomassa
en conditi bepaiing

2. TERMEN EN DEFINITIES
Aswridrooggewicht (AFDW): het organische deel van het drooggewicht.

3. BEGINSEL

‘Schelpdieren worden met of zonder schelp gedroogd en verast met behulp van droogstoven en
cen moffeloven.

4. Apparatuur er hulpmiddelen
4.1 Moffeloven bereik tot minimasl 600
42 Droogstoof minimaal 150 °C

43 Exicator met actieve slicagel

44 Analytsche balans

45 Hite bestendige bakes of kroezen, genummerd.
438 Hitebestendige handschoenen

49 Metalen tang om bakjes mee vast te pakken

5. Werkwijze

5.1 Voorbereiding
1 Maak een ljstin Excel met daari de: sample, kroes nr., as1, netto as. Biy.

Crus Totto Totfo
samplo o |Ast  |Asi|As2  [As2 | verschil
o

2 Leterop dat het kioesgewich en het drooggewicht van de samples al bepaald s en
‘genoteerd staat. (zie werkvoorschiit drooggewicht bepalen bj schelpdieren).

5.2 Verwerking samples

Zet de moffeloven aan en stel deze in op S60°C.

Zet de te bepalen samples voorzichtig voor n de moffeloven.

De oven warmt zich langzaam op tot de juist ingestelde aantal graden terwi de samples al

in de moffeloven sizan

De samples most gedurende 4 uur bi 560°C, nadat de moffeloven opgewarmd is,in de

moffeloven bijven staan.

5 Nade 4 uur kunnen de kroszen uit de moffeloven gehaald worden, LET OP; de oven zal
‘warm zin. Gebruik dan hite bestendige handschoenen en tang.

6 De kroezen met as moeten, voor gedurende 60 minuten, teruggeplaatst worden in de
droogstoof van 80°C.

7 Hiema kunnen de kroezen 30 minuten afkoslen in de exicator. Laat de exicator zich
‘vaculm trekken door het ventiel 30 sec. open te houden en daama weer dicht te draaien.

s ena

5.3 Weging samples.

1" Hiema kan het ruwe as gewogen worden op de analytische balans, zorg dat recht staat en
dat deze getarreerd i.

2 Zet vervolgens de krossjes terug in de moffeloven bij 560°C voor 2 uur.

Opgested coor va Hartog 30 Apr 2014 ersiel) Paget
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‘Werkvoorschrift voor het bepalen asvrijdrooggewicht van schelpdieren

3 De kroezen met as mosten, voor gedurende 60 minuten, teruggeplaatst worden in de
droogstoof van 80°C.

4 Hiema worden de kroesjes naar de exicator geplaatst waar ze voor 30 minten afkoslen.
Zorg ervoor dat de exicator vacuim treki

5 Weeg daama de kroesjes met het sample voor de tweede keer. Bereken het netto gewicht
van het sample.

6 Zet de gevonden waarden in het Excel bestand en bereken het netto verschil it in
procenten.

(((Netto as1 - Netto as2)*100)/ Netto as1) = verschil tussen as1 en as2 in %

7 s er een afwilking gevonden die groter is dan 19% dan most de kroes nog 2 uur in de oven
verhit worden op 560°C. LET OP; de oven zal warm zin. Gebruik dan hitte bestendige
handschoenen en tang.

8 De kroes gaat daama 60 minuten in de stoof en vervolgens 30 minuten in de exicator.

9 Hiema kan het ruw as gewicht berekend worden.

10 De stappen vanaf 5.2 worden herhaalttot de awilking minder dan 1% is.

6 Berokeningen
6.1 Netto asvridrooggewicht:
Bruto drooggewicht - gewicht kroes

6.2 Percentage afwilking:
(((Netto as1 - Netto as2)"100)/ Netto as1) = verschil tussen as1 en as2 in %
6.3 Asgewicht
Asvrijdrooggewicht - Drooggewicht
6.4 Voorbeeld spreadsheet:
fo R [y I o
Goien | spewere | sowen | e | gewie ronp
somple ol | Stmper) | Semmely | Semesly | it | veneon aemien | sgowien.
o T P —
e sl omo| | WE[ wen| on|ava 101 -oorsosn)

7. BULAGEN EN VERWIIZINGEN

Literatuur__[ Tiel
"Droogewit | WERKVOORSCHRIFT VOOR DROGESTOF BEPALING BlJ SCHELPDIEREN

Opgested soor va Hartog 30 Apr 2014 versiel) Page2
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Analysis Total Particular Matter and Particular Organic Matter

Total Particular Matter TPM (dry weight) and en Particular Organic Matter (ash free dry weight)

+ Pre-weigh a Whatman GF/C filter in a crucible on the analytic balance (Wo)

+ Don’t use your hands, always use  pinget.to handle the filter.

+ Filter a known volume of algae suspension (V) using a vacuum pump. DO’ forges to
homogepize the sample!

Do not filter a arge volume at once, you don’t want the flter to get blocked. Start with
3050 ml.

* When there is a clear color of algae or sesion on the filter, flush the filter with a lttle
Ammonium Formate solution (0,54)

+ Put the filter back in the crucible and dry for at least 24 hours in the stove at 80°C

+ Weigh crucible and filter after cooling down (30 minutes in the dessicator) on the analytic
balance (W) use the same balance every time!

TPM (910 = W - Wo
2

W. = welght of dish + filter + algae after drving In the stove (3)
Wo = welght of dish  flter without algae ()
V' = volume of the filtered algae/seston suspension (L)

+ Incinerate crucible and filter for 4 hours in the oven at 560°C
* Weigh dish and filter after cooling down (30 minutes in the dessicator) on the analytic balance
(W)

oy O H)=0, )

AFDW = ash free dry weight or POM (g/1)
Wa = weight of dish + filter + algae after incineration (g)
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Expanded programs

6.4 Single Wavelength (absorbance, concentration and transmittance

The Single Wavelength mode can be used in three ways. For

‘sample reacings at a single wavelength, fhe insirument can be.

programmes to measure the absorbance, % ransmitance o

concentration of the analyte.

+ Absorbance readings: The lignt absorbed by the sample is
measured in absorbance unis.

+ % Transmitiance measures the percent of he original it
that passes through the sample and reaches the detector.

+ Tuming on the concentration factor allows selection of a
‘speciic mulfler for converiing absorbance feadings o
concentration. In a graph of concentation versus the.
‘absorbance, the concentraton factoris the siope of the ine

641 Setup Single Wavelength mode

1. Press Single Wavelength in the Main Menu.
2. Press Options for Parameter Setup.

e
G ammm
T

g

2

N

ENCE N4

‘Table 12 Options for Single Wavelength

Description

Forfurther Optons

Recall measurement

Rocal saved moasurement daa, wavelengt scans or Ume courses, refer 1 socton 5.3

data symbol page 43
ransiExt (4
il o swih 1o % ransmitance, concantation or absorbance readings
I o npul the wavelengt seting. Use e alphanumerickeypad 1o enter D reading wavslengths.
avelength The enterod wavelongih must bo in the ange from 320-110 rm..
T functions as a stopwatch It heps 1 make sure tha e stegs of an analysis are corecly
Timer icon med (. g.roacton tmes, wa tmes,etc., can be exacty specifed). When the speciied tme
has lapsed, a sound s emitec. The use of e bme s o nfuence on he eacing program.
Concantration Factor | Mutpication factor for convertng assorbance vaies nio cancen aten vaues.
Concentration
ontra Toselect the number of cecmal ices.
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Expanded programs

‘Table 12 Options for Single Wavelength(Continued)

Options Description
Save as Usor Program | To sora the soectod paramolers as @ User Program, ol o socion .1, 5ago 75
Rocall measuroment | Rocall saved moasuroment data, wavolonglh scans o Ume cosrses,rafer [0 secion 5.3,
data page &3

Instrument Setup mods | Basic cataof e nstrumen, refer (o ecton 5.2, page 27

‘Concentration Factor:
1. Press Concentration Factor: Off in the “Optons” menu.
2. Press On to highight this feature.
3. Press Factor and enter th factor.

4. Press Unit and select the comesponding urits o
concentation from the cisplayed fst.

5. Press OKto confirm.

‘Concentration Resolution:
1. Press Concentration Resolution in the "Options” menu.
2. Select the resoluton.

3. Press OKto confirm.

4. Next press Return {0 retur to the results screen.





image29.png
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642 Take single wavelength readings (single reading)

1. Insert the zero solution cell into the cell compariment.

Al —
i Note: T e ey is oy actve e e zororeacing has b
< i
2 3. insertt anayss ca o o cat comparment

s s = 4. Pross Read.

o=l - W] 5. rordat sorage,rfr o s0c50n 53,1, page 43
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Nitrogen, Ammonia

USEPA' Nessler Method? Method 8038
0.02t0 250 mg/L NHz-N Reagent Solution

‘Scope and application: For water, wastewater and seawater. Ditlation is required for wastewater and
seawater.

 USEPA acsepled o aseusteranlys (dstlaton recursd).
2 Adastad vom Stanrd Metnoss o e Examination o Wata and Wastnter 4500444, 8.& C.

[*] Test preparation

Instrument-specific information
Table 1 shaws allofthe instruments that have the progra for tis test. The table also
shows sample call and orientaton requirements forspecfic instruments.

o use the table, select an instrument, then read across o find the appiicable information
for tis test,

‘Table 1 Instrument-specific information

Instrument ‘Sample cal orentation ‘Sample cal
RE000 The il o s o the rght. 2495402

0R3800
oR2800
oR2100

R 1900

ORS00 “The il ne s toward the user.
oR3%00

Before starting
Hold thereagent droppers and cropser bllesvericaly. ot at an angle, when e reagent s added.
The reagents ha are used in i tes contain mercuy. Collect e reacted sampies for rope disposal.

11he PourTrvu Colis usod,cean tro coll predicaly. To clean, add severalcrystals of sodium tiosulate penahydrate
into tho col funnol. Add deionzod water o dissolv the crystals. Rinso flly with doionized wate.

Roviow tho Safety Data Shoots (MSDS/SDS) for the chamicals that aro used. U the recommended prsonal profoctive
equipment.

Disposo o eacted solutons according o loca, tato an federalrogulatons. Rofe o the Safely Data Shoals forcisposal
informaionforunuse roagents. Refr o the envionmenta,healt and safty tat foryour facilty andior local roguatory
agonciesfor futhor disposal nformaton.

Items to collect
Doscription Quantty
‘Ammonia Nirogen Reagent Set 1
Water, goonizod 25

Pipot, serologcal, 1mL 1
Moding cyindor, graduatod, 25-mL, glass stoppor 2

‘Sample cas For nformaton about samsle cals, adaplrs o ignlsheis, refer o Instument- 2
specic informaton on page 1.
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Rofor o Consumabios and roplacamon foms 0n page 5 fo order nformation.

Sample collection and storage

Collect samples in clean glass or plastic boties.
If the sample contains chiorine, add one drop of 0.1 N sodium thiosufate for each
0.3 mgiL chiorine n 1 er of samle.

To preserve samples for later analysis, adjust the sample pH 1 less than 2 with
concentrated sulfuric acid (approximataly 2 mL per fter). No acid additon is
necessary ifthe sample s tested immediately.

Koep the preserved samples at or below § °C (43 °F) for @ maximum of 28 days.
Let the sample temperature increase fo room temperature before analysis.

Before analyss, adjust the pH 0 ~7 with 5 N sodium hydroside soluton.

Correct the fest resultfor the ilution caused by the volume adons.

Test procedure

Start

1. Start pogram 380N,
Ammonia, Ness. For
nformaton abodt samsle
cols, adaptars oright

Shilds,refer o rstrment.

soociic nformation
onpage 1

Note: Alhoughthe grogram
drorent

ame can e
batwoon insirumonts, tho
rogram number doos not

)

| &

2. Propara the sample: Fil
a mixing cylnder o ho 25-
L ine wih samole

§

3. Prapar the biank Fila 4. Add 3 drops of Mineral
mbing cyindor o the 25-mL  Siabilzer 0 each mbing
e wit coonized waler. | cyincer

5. Pulthe stopper on he
mixing cyindors. Invottho

6. Add 3 dropsof Polyiny
‘Aot Dispersing Agentto

)| |

7. Putthe siopperonthe . Usea el 020d 1.0
miing cyinders. Invertthe L of Nessler Reagent to

mixing cyinders several | each mixing cyincer miing cyincers several | each mixing cyincer.
timestomi. tmes to i
z Nirogen-Ammonia, Nessler ethod (2,50 gL
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9. Pulthesiopperontie 10, Siatteinstument 1. PourfOmifomtne 12 When the mer expies.
mixing cyindrs. Inverttho limer_A T.minute reaction  blark cyindor ntoa sample  cean the blar samgie col.
mixing cyincors several | time start. cai.

trestom.
13, nsert e biankintothe 14, Push ZERO. The. 15 Pourf0mLfomtne 16, Cean the prepared
cel hoer. fpayom0®ngL sl sirce o sample cell.
Socond samole col.
17. Insotopregared 18, Push READ. Rosuls

Sample nto the ce olcer.  show in L NH:-N.

Interferences.
Table 2 Interfering substances
Intortoring substance | Interferonce level

Griore [Remove resiual cricrine rom a 250 miL. sampe by acding 1 rop ofsadium tiosulat for each
g1 chiorine (Ch). Socium arsent can be used instead of sodum tosfate. Refer fo Samoie
 coection and sorage on page 2.

Hargness. A soluon conaining  mixture of 500 mglL CaCO; and 500 mglL Mg as CaCO; does ol
terter. 1 the harcness concentaton s more than these conceniraions acd extaMineral
siatiizer.

on Inteferesat al leves by causing ity wih Nessier Reagent.

NirogenAmmoria, Nessier Method (250 mglL) 3
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Interfering substance

Table 2 Intorfering substances (continued)
Inteference tevel

Seavater

(74 1.0 mL (27 crops) of Mineral Sabiizer o e sampe before anaysis. Ths compierss the
igh magnosium concantatons found in s0a wate, bu the sonsily of o fost s recucod by
36% duo to tho high choride conconlraton. For bas resuls, mako a calbraton with standards
nat contan the same chiorde cancentraton 25 seawater. o st the sampe.

Sutce

Intefores

i lovos by causing Lty wih Nessier Roagent

Giyeino, varous aiphatc
and aromatc amings,
organic cioramings,
acotone, adonydos and
aiconos

[May causo groorish or ot ot coors or tubidty. Dis the sample  these compounds are
prosont

Pollution prevention and waste management

Distillation

Accuracy check

“The Nessler reagent contains mefcuricfodide. The reacted samples and blariks wil
‘ontain mercury and must be disposed of as a hazardous waste. Dispose of reacted
solutions according to local, state and federal regulatins.

To eliminate most interferences, distil the sampl, then use the distled sample in the test

procedure.

1. Setupthe disillation apparatus for general purpose distilaton. Refer o the
Distilation Apparaus manua for proper assembly.

2. Measure 250 mL of sample nto a 250-m. graduated cylinder

3. Pour the sample nto a 400-mL beaker.f the sample contains chlorine, add 1 drop of
0.1 N sodium thiosulfate soluton for each 1 mgiL Cl fo remove the chiorine.

4. Add 25 mL of borate bufer solution and mix. Adjust the pH to approximately 9.5 with
1N sodium hydroride soluon. Use a pH meter to monfior he pH.

Pour the soluton ito the distilation fask.

‘Add a magnetic sir bar and 5 giass beads.

7. Use a graduated cyinder to measure 25 mL of deionized water nio a 250-mL
Erenmeyer fask. Add the contents of one Boric Acid Powder Pilow. Mix thoroughiy.

8. Set the flask under the distlation apparalus drip ube. Elevate the flask so thatthe.
ond of the ube is immersed i the salution.

9. Set the stier power 1o on. Set the st control o 5.

10. With the thermometer nseried, setthe heat control to 10. The yellow pilt lam s an
ndicatin that the heater s on.

1. Turm on the water and adjust to maintan a steady flow through the condenser.

12. When 150 mLof distilate has been coliected, tum the heater off. Immediately remove.
the collection flask. Measure the distlate to make sure 150 mL was collected (fofal
volume = 175 mL).

13. Agjust the pH to approximately 7 with 1 N sodium hycroxide solution. Use a pH meter
o monitor the pH.

14, Quantiatively transfer the distilate nto a 250-mL volumelric flask. Die o the mark.
with daiorized water. Mix wll. Use the dilted distlate in the test procedure.

o

‘Standard additions method (samplo spike)

Use the standard addiions metho (for applicable nstruments) o vaiidate the est
procedure, reagents and insirument and ta find i there is an nterforence in the sample.
Homs to colect:

+ 50.mglL Nitrogen-Ammonia Standard Solution

Nirogen-Ammonia, Nessler ethod (2,50 gL
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+ Mixing cylinders, 25-mL (3x)
TenSette Pipet and pipet tps

Use the test procedure to measure the concentration of the sampie, then keep the.
(unspiced) sampie in the instrument.

Go'o the Standard Addions option n the insirument menu.

Select the values for standard concentration, sample volume and spike volumes.
Open the standard solution.

Prepare three spiked samples: use the TenSette pipet 0 add 0.1 mL, 0.2 m and
0.3 mi of the standard solution,respectvely, o thres 25-mL porions of fresh sample.
Mixwel,

Use the test procedure to measure the concentration of each of the spiked samples.
Start with the smaliest sample spike. Measure sach of the spiked samples in e
nstrument.

7. Select Graph o compare the expscted resuts o the actual results.

Note: I the actual rosuits ar signicanty ifforont rom ho expociod osuls. mako suro hat
ho sampio velumes and sampio spikes aro measurod accuratoy. The sampio volumes and.
‘sampio spkos that aro usad should agroo with he soloctions in the standard aditons men. I
b0 rosults aro ot within accoptabio s, e sample may contain an teroronce.

LR

o

‘Standard solution method
Use the standard solution method to vaiidate thetest procedurs, the reagents and the
instrument.

Homs 1o collect:

+ t-mgiL Nitogen-Ammonia Standard Soluion

1. Use the test procedure to measure the concentration of the standard soluion.
2. Compare the expected resultto the actual result.

Note: The factory caitration can be adjusted sighly with the standard adust ptcn 5o tha the
insirumant shows the expectod vaki of e standard solton. Tho adusted caibraton s then
usod fora o5 rosuls This adjusiment can incroaso 1o tos! accuracy whon hard aro sight
variatons in the reagerts o nsruments.

Method performance
The methad performance data tha folows was derived from laboratory tests that were:

‘measured on a spectrophotometer during ideal test conditions. Users can get diferent
results under diforent test conditons.

Program | Standard | Precision (35% confidence ntervall Sensitwity
Concentration change per 0.010 Abs change.

30| 100mgl NN 099-1.01 mgL NHN 002 mgL NN

Summary of Method
“The Mineral Stabiizer complexes harchess in the sample. The Polyvinyl Alcool
Dispersing Agent helps the color formation n th reacton of Nessler Reagent with
‘ammonia and certain other amines. A yellow color s formed tht s proportiona fo e
‘ammonia conceniraton. The measurement wavelength s 425 .

Consumables and replacement items

Required reagents.

Description Quanttytost  Unit tem .

“Ammona Nirogen Resgert Set. ncudes: - - o)
Nesster Reagent 2m soomL 2110449
Miners Siabizer soops  somiscos  zureszs

NirogenAmmoria, Nessier Method (250 mglL) H
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Consumables and replacement items (continued)

Descrpton Quanttynest  unit o no.
Py Acons Dssersrg Agert Gows  somiscos  zorees
Water, coorizad vares a 2
Required apparatus
Descrpton Quanttynest  unit o no.
Wng cyinder.gractos, 25-mL i slopper T = 20040
P serogeal. .nL gass 1 s 2093135
Pt s, sty b . o 1465100
Recommended standards
Descrpton unit o no.
Nogen Aremora Siancard Socion, 1 0-ml NN e T
Niogen Anrmoria Siandard Soiton. 10-mL Vouets® Ampule, 5-mgfL NH-N e 1er9110
Wasowater Effuont Standars Souton, Moo Paamotr ko Nt NOSN, PO P
cop, S0, Toc ot
‘Opional reagents and apparatus
Descrpton it o no.
‘e Beaker, 10 Vouete” Areaies wac Zro0000
Dstiaton spparausse, general prpose wach 225300
Ditiaton nestor and support for apparaus se. 115 VAC opton wac zrasc0
Ditiaton nestor and support for apparas sel 230 VAC optn wacn rasce
Pt TenSote”,0.1-10mL wac 970001
Pipe s for TerSetis Ppet 0 1-10mL s 2nase00
‘Socum Hysroxse Sandars Solton, SN womwon 2
Socum Triosuta, 0.1 00mL =
Suturc Ace, ACS s0mL o0
T O S TR O RO RO o

[ Y —

Tecnons 70 5 k0
R D ez

© Hach CompanyHach Lange GrmH, 2007, 2010, 2012, 2014, Alights reserved.
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Coefficients®

Sandardized
Unstandardized Coefficients  Coefficients

Model B std. Error Beta t sig
1 (Constant) 163,039 36,492 4,468 000
VAR00001 -43,972 12,293 667 -3,577 003

a. Dependent Variable: VAR00002
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setwd("E:/FARM model/DEB new/™)
Pim <-as. data. frame(read. csv(file
head (Pim)

str(pim)

Pimspuur<- as.factor (pimsbuur)
AT < aov(PimsCT ~ Pimss1ib + Pimspuur %in% Pimsslib)
summary (Fit)
TukeyHsD(fit, conf. Tevel

-/sPss pim nieuw.csv",header=T,skip

.95)

Pimspuur.1<- as.factor (Pimspuur.1)
fit2 <~ aov(PimsK.P ~ Pimss1ib.1 + pimspuur.1 %in% Pimss1ib.1)

sumnary (fit2)
TukeyHsD(fit2, conf. Tevel=0.95)
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of sum sq mean sq F value Pr(>F)
pimss1ib 6 20.77 4.962 10.307 6.68e-11 ***
pimsslib:pinSouur 12 27.91 2.326  4.831 1.26e-07 ***
Residuals 624 300.42 0.481
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setwd("E:/FARM model/DEB new/")

Pim <-as. data.frame(read. csv(file="./spss Pim nieuw.csv",header=T,skip=0,sep=";"))
head (Pim)

str(pim)

Pimspuur<- as.factor (Pimspuur)

it <~ aov(PimSCT ~ PimSs1ib + Pimspuur %in% Pimsslib)

summary (Fit)

TukeyHsD(Fit, conf. Tevel=0.95)

Pimspuur.1<- as.factor (Pimspuur.1)
fit2 <~ aov(PimSK.P ~ Pimsslib.1 + Pimspuur.1 %in% Pimsslib.1)

summary (Fit2)

TukeyHsD(fit2, conf. Tevel=0.95)
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of sum sq Mean sq F value Pr(>F)
pimsslib.1 6 86.08 14.346 49.841 < 26-16 ***
Pimss1ib.1:pimSDuur.1 12 9.06 0.755  2.622 0.00754 **
Residuals S6 16.12 0.288
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