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(xeno)-ocstrogene stoffen en de oestrogène 
potentie in watersystemen en afvalwater (Bel-
froid e.a., 1999). De resultaten kunt u lezen in 
de twee volgende artikelen, f 
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Speuren naar [xeno)oestrogene sporen 
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In een voorstudie is een eerste indruk cjekregen 
van de aanwezigheid van enkele verdachte 
hormoonontregelaars m watersystemen in 
Nederland. De resultaten tonen aan dat natuur­
lijke oestrogène hormonen en xeno-oestrogene 
stoffen van met natuurlijke oorsprong in ajval-
vvater voorkomen. Ook in oppervlaktewater 
werden natuurlijke oestrogène hormonen en 
btsjênol-A aangetroffen, terwijl/takten en 
alkylfenol(ethoxylaten) voornamelijk in 
zwevend stoj" en sediment gevonden werden. 
Deze resultaten maken duidelijk dat een uitge­
breide 'baselme'-studie van hormoonontrege­
lende stojfen in Nederland noodzakelijk is. 

Wereldwijd worden verschillende stoffen 
geïdentificeerd die als potentieel verdacht 
worden aangemerkt voor hormoonontregeling. 
Dit kunnen stoffen zijn die in diverse indus­
triële productieprocessen worden toegepast, 
maar ook de natuurlijke oestrogène hormonen 
die worden uitgescheiden door mens en vee en 
het synthetische 1701-ethinyIoestradiol, dat in 
de anticonceptiepil wordt toegepast. Het doel 
van de voorstudie (Belfroid e.a., 1999], uitge­
voerd in het najaar van 1997, was om de 
beschikbare chemische en biologische analyse­
methoden in diverse milieumatrices te optima-
liseren en vervolgens een eerste indruk te krij­
gen van de aanwezigheid van deze (xeno)-
oestrogenen in afval- en oppervlaktewater in 
Nederland, alsmede het meten van de totale 
oesttogene potentie in dezelfde milieumon­
sters (zie het volgende artikel in dit drieluik). 

Locatiekeuze 
Bij de keuze van de meetlocaties voor het 

oppervlaktewater in de zoete, brakke en zoute 
Rijkswateren is zoveel mogelijk aangesloten 
bij het landelijk routinematig monitoringson-
derzoek, dat jaarlijks door R1ZA en RIKZ wordt 
uitgevoerd. Voor het afvalwater zijn de meet­
locaties (stedelijk en industrieel) zo geselec­
teerd dat deze een zo goed mogelijke afspiege­

ling geven van de afvalwaterstromen in 
Nederland. Het stedelijk afvalwater betreft het 
influent en effluent van rioolwaterzuiverings­
inrichtingen. Het industrieel afvalwater is 
afkomstig van twee (biologische) afvalwater­
zuiveringsinstallaties en van twee persleidin­
gen van industrieterreinen. Doelbewust is niet 
gekozen voor afvalwatetstromen, waarvan op 
basis van de samenstelling een hoge concen­
tratie van één van de te analyseren stoffen 
werd verwacht. 

Resultaten 
Oestrogène hormonen 

Oestrogène hormonen (i7ß- en 17a-
oesttadiol, oestton en het synthetische t7a-
ethinyloesttadiol) werden aangetroffen in 
oppervlaktewater in tivieren en kanalen nabij 
stedelijke agglomeraties, maar niet in open 
wateren waar veel verdunning optreedt 
(afb. 1). De oestrogène hormonen die veelvul­
dig werden aangettoffen in oppervlaktewater 
zijn de natuurlijke hormonen i7ß-oestradiol 
en oestron. De in Nederland aangetroffen 
gehalten zijn vergelijkbaar met die in de ons 
omringende landen. 

In afvalwater werden naast i7ß-oestradiol 
en oestron ook de overige twee gemeten 
hormonen, i7oc-oestradiol en het synthetische 
I7cc-ethinyloestradiol, aangetroffen. In afbeel­
ding 2 is het gehalte van i7ß-oestradiol in 
afvalwater weergegeven; voor de andere 
oestrogène hormonen werd een vergelijkbaar 
patroon gevonden. De gegevens tonen dat 
oestrogène hormonen voornamelijk in huis­
houdelijk afvalwater voorkomen. De gehalten 
in het effluent van rwzi's zijn hierbij aanzien­
lijk lager dan in ruw rioolwater. De dataset is 
echter nog te gering om een uitspraak te doen 
over de verwijderingsefficiëncy. 

Ftalaten 

Ftalaten worden onder andere toegepast 
als weekmakers in plastics. Door wijdverbreide 
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Afb. 2 Gehalten (in ng/ïj aan lyß-ocstradiol in vijf rwzi's en drie rioolpunten in 

1997. HHD is ruw rioolwater van een woonwijk. RWZI 1-3 zijn stedelijke 

rwzi's. AWZI A en B zijn industriële awzi's en IND C en D zijn locaties voor 

rioolwater van twee industrieterreinen. 

• monstername In aug-oct 1997 
• monstername in nov 1997 
• monstemame in dec 1997 

A/b. Aanwezigheid van oestrogène hormonen (in ng/l) in oppervlaktewater in 

Nederland in 1997. 

toepassing en uitloging kunnen ftalaten 

overal in het milieu aangetroffen worden. In 

de vootstudie bleek het mogelijk om deze 

groep van stoffen in alle matrices (leidingwa­

ter, oppervlaktewater, sediment, zwevend 

stof, mosselen, afvalwater en zuiveringsslib) te 

kunnen aantonen. 

In oppervlaktewater werden gehalten 

aangetroffen die lagen in de orde van ug/1. 

Veel hogere gehalten 

werden echter 

aangetroffen in 

zwevend stof en 

sediment (tot 30.000 

ug/kg droge stof). Dit 

houdt verband met 

het hydrofobe karak­

ter van veel ftalaten. 

Een overzicht van 

het voorkomen van 

ftalaten is weer­

gegeven in tabel 1. Hieruit blijkt dat de meest 

algemeen voorkomende ftalaat de hydrofobe 

di(2-ethylhexyl)ftalaat (DEHP) is. 

Gehalten in effluenten van rwzi's liggen 

in dezelfde orde van grootte als in oppervlakte­

water en zijn veel lager dan in ongezuiverd 

afvalwater. Ftalaten lijken zowel in huishou­

delijk als industrieel afvalwater in gelijke mate 

voor te komen. De aangetroffen gehalten in 

Tabe Concentratie ranges (in [ig/\ af [ig/kg droge stof) van zesjtalaten in diverse milieumatnces (155)7). 

leidingwater 

milieumatnces 

oppervlaktewater 

sediment 

zwevend stof 

biota 

stedelijk afvalwater 

influent/rioolwater 

riool-/zuiveringsslib 

effluent 

industrieel afvalwater 

influent/rioolwater 

riool-/zuiveringsslib 

effluent 

DMP>) 

<d.l. 

<d.l.- 0,5 

<d.l. 

<d.L- 58 

<d.l. 

1,1 - 4,6 

<d.l.- 430 

0,2 

o,3 - 1,9 
< d l - 580 

0,1 -0,3 

DEP 

<d.l.-o,i 

< d l - z,6 

<d.L-33 
22-40 

58 - 660 

7-30 

<d.L-1500 

0,4-1,8 

i,o-77 
<d.l. - 2800 

1,2 - 1,4 

DBP 

0,2 - 2,3 

<d.l.- 0,7 

<dl -114 

98 -1500 

190 - 4380 

1.8-5,0 

690-1100 

0,8 - 2,1 

1,0-94 

720- 3200 

0,6 - 0,8 

BBP 

<d.l. 

<d.l. 

«LL- 56 
<d.l.- 705 

<d.l.-1730 

0,3 - 2,0 

<d.L- 2300 

<d.l. 

<d.L- 0,5 

<d.L- 990 

<d.l. 

DEHP 

0,4-3,5 

0,04 -1,9 

106 - 2866 

590 - 27000 

<d.l.- 8040 

&,7~i7 
1600-98000 

1,0 - 2,9 

<o,4 - 26,3 

8000-258000 

0,7 - 4,1 

DOP 

<d.l. 

<d.L 

<d.l. 

«LL 
<d.l. 

<d.I.- 0.4 

<d.l.- 2000 

<d.l. 

<d.l.- 0,4 

<d. I.-17000 

«LL 

1) DMP = dimethylftalaat, DEP = diethylftalaat, DBP = di-n-butylftalaat, BBP = butylbenzyl-

ftalaat, DEHP = diJ2-ethylhexyl)ftalaat, DOP = di-n-ocrylftalaat. 

Nederland zijn vergelijkbaar met die in ons 

omringende landen. 

Bis/ciiol-A 

Bisfcnol-A wordt eveneens gebruikt bij de 

productie van plastics en in epoxyharsen. Het 

algehele beeld is dat de concentraties bisfenol-

A in rivieren en bij riviermondingen hoger 

lagen dan op de overige locaties (gemiddeld 

rond 40 ng/l tegenover elders 4 ng/l) (afb. 3). 

In afvalwater was het bisfenol-A gehalte 

veel hoger; in ruw rioolwater gewoonlijk 

tussen de 200 en 1000 ng/l, in het effluent van 

een rwzi/awzi een factor 10 lager. Ook in zuive­

ringsslib werd bisfenol-A regelmatig aange­

troffen. Gehaltes liepen daarin op tot 7000 ng/l 

(270 Mg/kg droge stof). Er zijn weinig meetge­

gevens over bisfenol-A in oppervlakte- of afval­

water uit de ons omringende landen beschik­

baar, zodat een vergelijking niet mogelijk is. 

APEO's 

Alkylfenolethoxylaten (APEO's) zijn opper­

vlakte-actieve stoffen die onder andere in 

industriële reinigingsmiddelen worden toege­

past. Ze votmen een groep van verbindingen 

met velschillende eigenschappen (zie ook 

kader). Nonylfenol (NP), de belangrijkste 

alkylfenol (AP), is een grondstof voor de 

APEO-productie en wordt tevens als stabilisa­

tor in plastics gebruikt. In deze studie zijn in 

zwevend stof en sediment APEO-gehalten van 

8 Mg/kg droge stof (tabel 2) aangetroffen, 

terwijl in oppervlaktewater het gehalte zelfs 

op relatief verontreinigde locaties onder de 

detectielimiet bleef 

In afvalwater, met name industrieel afval­

water, werden relatief hoge gehalten APEO's 

aangetroffen in de orde van ug/1 tot zelfs mg/l. 

Zoals uk tabel 2 blijkt zijn de gehalten in efflu­

ent van rwzi/awzi aanzienlijk lager dan in 

influent. Dit duidt op omzetting van de 

oorspronkelijke verbindingen en/of adsorptie 

aan slib in een rwzi (zie kader). Ook in zuive­

ringsslib werden hoge gehaltes NPEO's en NP 

aangetroffen. Op een enkele locatie werden ook 

H 2O 
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Aanwezigheid van bis/enol-A (in ngll) in oppervlaktewater in Nederland trt 

W7-

octylfenolethoxylaten in het slib aangetoond. 

De gehalten van NP en NPEO's in opper­

vlaktewateren in Nederland liggen volgens de 

studie uit 1997 over het algemeen lager dan 

elders in Europa en Noord-Amerika zijn geme­

ten. De in deze studie gemeten concentraties 

in afvalwater komen goed overeen met de in 

de literatuur gerapporteerde ranges. De geme­

ten waarden in effluenten van rwzi en awzi's 

liggen in tegenstelling tot de ons omringende 

landen doorgaans in het lage gebied van deze 

concentratieranges. 

Algemene patronen van voorkomen 
h o rmoonontregelaars 

Samengevat kan worden gesteld dat in 

oppervlaktewater alle onderzochte stoffen 

worden aangetroffen en dat daarbij oestrogène 

hormonen en bisfenol-A voornamelijke opge­

lost aanwezig zijn, terwijl ftalaten en APEO's 

zich voornamelijk bevinden in zwevend stof 

en sediment. 

In ongezuiverd afvalwater zijn alle verbin­

dingen die in deze voorstudie zijn betrokken, 

meerdere malen aangetroffen. Gehalten waren 

relatief laag voor de hormonen (tot 150 ng/1), 

terwijl voor de andere verbindingen bisfenol-A, 

ftalaten en APEO's gehalten lagen in de otde 

van enkele tot tientallen (jg/1. In effluenten van 

rwzi/awzi's waren de gehalten van deze verbin­

dingen vergelijkbaar of hoger met die van 

oppervlaktewater. Hormonen werden zoals 

verwacht vooral aangetroffen in stedelijk afval­

water, terwijl APEO's en bisfenol-A meer lijken 

Ajb. 4 Aërobe en anaërobe transformatie van alkylfenolethoxylaten 

(Thiele e.a., 1997) 

De oplosbaarheid in water van NPEO neemt af met een afnemend 

aantal ethoxylaat-eenheden. Als gevolg hiervan hebben nonylfenol 

en de lagere oligomeren de neiging te zich te verplaatsen naar een 

lipofiele omgeving, zoals slib sediment en biota. Nonylfenol is zeer 

slecht oplosbaar in water. 

Tussen het lozingspunt en het moment dat het afvalwater de rwzi 

bereikt worden de hogere goed in water oplosbare oligomeren (met n 

EO > 8) al deels omgezet in de lagere, slecht in water oplosbare 

verbindingen. Zo kan in ruw rioolwater een relatieve aanrijking van 

de lagere oligomeren worden waargenomen. In de rwzi vindt een 

verdere omzetting plaats waardoor de hogere oligomeren vrijwel 

geheel verdwijnen ten gunste van de omzettingsproducten (zie 

afbeelding 4). Deze producten zijn resistent tegen verdere biologi­

sche afbraak en verlaten de rwzi gedeeltelijk via het effluent. Het 

grootste gedeelte van de gevormde lagere oligomeren (NPiEO, 

NP2EO en NP) adsorbeert door hun lipofiele karakter echter aan het 

slib. In anaëroob slib is verdere omzetting van NPiEO en NP2EO tot 

NP aangetoond. (Giger e.a., t984J 

voor te komen in 

industrieel afvalwater. 

Overigens is het van 

belang op te metken 

dat het hier om slechts 

een kleine a-selecte 

meetcampagne gaat. 

Het is dan ook belang­

rijk de resultaten in 

dit licht te zien: een 

eerste inventarisatie 

van de aanwezigheid 

van potentieel verdachte (xeno)-oestrogene sto£ 

fen in diverse milieumatticcs in Nederland. 

Tabel 2: Concentratie ranges (in vg/l "ƒ mg/lg droge stof van nonylfenolethoxy 

laten (NPEO's) en nonylfenol (NP) in diverse mtlieumatnces m 1997. 

NPEO NP 

milieumatrices 
oppervlaktewater 

sediment 
zwevend stof 
stedelijk afvalwater 
influent/rioolwater 
riool-/zuiveringsslib 
effluent 
industrieel afvalwater 
influent/rioolwater 
riool-/zuiveringsslib 
effluent 

<d.l. 
2,6-5,7 

0,70 - 8,0 

2,r - t7o 

0,7 - 2400 

<d.L- 6,1 

20 - 2270 

<d.l.- t40o 
0,9 - 1 5 

<d.l. 
0,63 -

0,21 -

<d.l. 
<d.l. 
<d.l. 

<d.l. 
<d.l. 
<d.l. 

0,14 

1,70 

0,62 

23 

125 

• i*° 

400 

2500 

1.2 

Wat betekent dit? 
Hormonen en andere hormoonontrege-

lende stoffen kunnen 

worden aangetoond in 

Nederlandse watersystemen 

en afvalwater. De gehalten 

liggen in de orde van ng/1 

voor de oestrogène hormo­

nen tot ug/1 voor de xeno-

oesttogene verbindingen. 

Voor de natuurlijke hormo­

nen waren de gemeten 

gehalten weliswaar laag, 

maar bevonden zich op een 

aantal locaties boven het 

effectniveau van 0,3 ng/1. 

Dit is de drempelwaarde 

waarbij één van de 

hormoonontregelende 

kenmerken, de oestrogeen-

gestuurde aanmaak van 

dooiereiwit/vitellogenine 
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bij mannelijke regenboogforellen na langdu­
rige blootstelling, is aangetoond. 

Belangrijk bij het beoordelen van de 
concentratieranges van de overige (xenoj-
oestrogene stoffen is de zogenaamde relatieve 
oestrogène potentie (EEF-factor) van een 
verbinding. Zoals de naam al doet vermoeden 
zijn de oestrogène hormonen zeer potent als 
oestrogène stof, waardoor deze bij lage concen­
traties al een feminiserend effect zouden 
kunnen veroorzaken. De andere xeno-oestro-
gene verbindingen in deze studie bezitten een 
veel lagere relatieve oestrogène potentie. (Zie 
tabel 2 in vorig artikel). Een nadere toelichting 
van het meten van oestrogène potenties met 
behulp van in vitro-testen wordt in het hier­
navolgende artikel gegeven. 

Ontregeling van de hormoonhuishouding 
door (xeno)-oestrogene stoffen in een orga­
nisme wordt bovendien niet alleen door de 
potentie van een stof en de concentratie in het 
milieu bepaald, maar ook door het milieuche­
mische gedrag van deze stof haar biologische 
beschikbaarheid en de kinetiek en afbraak in 
her organisme zelf Al deze gegevens zijn nog 
grotendeels onbekend voor de (xeno)-oestro-
gene stoffen in deze studie. Of de gemeten 
concentratieniveaus aan (xeno)-oestrogene 
stoffen ook werkelijk kunnen resulteren in 
ecologische consequenties kan op basis van 
deze studie dan ook niet worden bepaald. 
Hiervoor is inzicht noodzakelijk in de relatie 
tussen gehalten van hormoonontregelende 
stoffen en in het veld geconstateerde effecten, 
alsmede inzicht in de betekenis van deze effec­
ten op populatie- en ecosysteemniveau. Even­
min kan op basis van de gemeten gehalten 
(xeno)-oestrogene stoffen in oppervlaktewater 
en afvalwater een uitspraak worden gedaan 
over de risico's van deze stoffen in het Neder­
lands milieu. Voor beide vragen zijn aanvul­
lende studies nodig, f 
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Hormoonontregelaars in water 

opsporen met biologische effectmetingen 

T. MURK, WAGENINGEN UNIVERSITEIT, SECTIE TOXICOLOGIE 

A. BELFROID, VRIJE UNIVERSITEIT VAN AMSTERDAM, INSTITUUT VOOR MILIEUVRAAGSTUKKEN 

D. VETHAAK, RIJKSINSTITUUT VOOR KUST EN ZEE 

Van sommige in Nederland voorkomende 
milieuverontreinigingen is bekend dat ze een 
liormoonverstorende werking kunnen hebben. 
Er wordt met name veel aandacht besteed aan 
stoffen die de werking van vrouwelijke hormo­
nen kunnen nabootsen, de xeno-oestrogenen. De 
groep van verdachte xeno-oestrogene stoffen 
groeit nog steeds. Onduidelijk is wat de totale 
verstoring van alle stoffen samen is. Door 
gebruik te maken van biologische effectmetin­
gen wordt het mogelijk de totale 'oestrogène 
potentie' van mengsels van stof en te bepalen en 
onbekende (xeno)-oestrogene stojjen op te 
sporen. 

Hiervoor worden zowel laboratotiumtes-
ten met vissen [in vivó] als voor dit doel 
ontwikkelde in vitro-testen met speciaal 
gekweekte cellen gedaan. Het is ook mogelijk 
om in natuurlijke vispopulaties biomarkers 
voor oestrogène effecten te bepalen. In een 
voorstudie voor LOES (Landelijk Onderzoek 
oEstrogene Stoffen) zijn de voor- en nadelen 
van een aantal in vitro-testen met elkaar 
vergeleken. De gemeten oestrogène potentie is, 
vergeleken met de berekende oestrogène 
potentie, gebaseerd op gemeten chemische 
concentraties van enkele verdachte (xeno)-
oestrogene stoffen. 

Ontregeling van geslachtshormonen zou 
een serieuze bedreiging kunnen vormen voor 
de voortplanting en daarmee voor het voortbe­
staan van soorten. Door het wegvallen van 
diersoorten kunnen natuurlijke evenwichten 
in kwetsbare ecosystemen ontregeld raken en 
dit kan op zijn beurt weer het voortbestaan 
van andere soorten onder druk zetten. De 
beschikbare kennis over hormoonontregeling 
is op dit moment nog zeer beperkt. Zo is er tot 
nu toe vrijwel uitsluitend aandacht besteed 
aan het chemisch meten van gehaltes van een 
klein aantal zogenoemde (xeno)-oestrogenen. 
Waarschijnlijk nog maar een fractie van de 
potentiële probleemstoffen is ook werkelijk 

onderzocht op oestrogène werking. 
Het onderzoek naar hormoonverstoring 

met behulp van effectmetingen kent verschil­
lende niveaus. Elk niveau vertegenwoordigd 
een graad van (biologische) organisatie van 
molecuul (stof) tot ecosysteem. Naarmate het 
niveau hoger wordt neemt de voorspellende 
waarde en daarmee de ecologische relevantie 
toe. Anderzijds neemt de verstoring door 
andere (fysiologische en ecologische) factoren 
ook toe en daarmee de mogelijkheid om een 
effect te koppelen aan een stof[groep) juist af 
(afb. 1). Al naar gelang de doelstelling, kunnen 
verschillende niveaus worden ingezet voot 
effectmeting. De keuze wordt daarbij in 
belangrijke mate bepaald door de soort infor­
matie die men wenst, het beschikbare budget 
en de termijn waarop een resultaat gewenst is. 

Effectmetingen worden binnen LOES 
ingezet met verschillende doelstellingen. De 
oestrogène potentie van monsters uit verschil­
lende milieu matrices van verschillende loca­
ties worden bepaald met in vitro-testen. De 
vergelijking van deze resultaten met de 
chemisch vastgestelde concentraties aan 
(xeno)oestrogene sroffen zullen inzicht 
verschaffen in de aanwezigheid van (xeno)-
oestrogenen en de al dan niet corresponde­
rende oestrogène potentie in het watermilieu. 
Hieruit kan men onder andere afleiden of er 
nog verder naar onbekende xeno-oestrogene 
stoffen moet worden gezocht. 

Metingen aan natuurlijke vispopulaties 
moeten inzicht geven in de daadwerkelijke 
oestrogène effecten in de Nederlandse wate­
ren. Experimenten waatbij vissen, op locatie 
en in het lab, worden blootgesteld aan biolo­
gisch gezuiverde effluenten zullen informatie 
verschaffen over de bijdrage van deze lozingen 
aan de in het veld waargenomen effecten. 

Principes van de in vitro-testen 
Om een indicatie te krijgen van de oestro­

gène potentie van stoffen in bepaalde milieu-
matrices is het gebruik van in vitro-testen zeer 
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