ID-LELYSTAD

ISme van oestrogenen en xeno-
de pens

Metabol

In

oestrogenen

L. Meijer

A

en G

Harmsen!

J.

Veninga',

R

M

Kamman,

AA.

2166

ingen

Lelystad no

Alterra Wagen

Rapport ID

WAGENINGEN




Alle rechten voorbehouden. Niets uit deze uitgave mag worden vermenigvuldigd of openbaar gemaakt door middel van druk, fotokopie

microfilm of op welke andere wijze dan ook, zonder voorafgaande toestemming van ID-elystad.

ID TNO Diervoeding

Goedgekeurd door het divisiehoofd:
eoo. '

Dr. B.P.M. Janszen

November, 2001




Inhoud ‘ biz.

Samenvatting..........ccoocovnniinnn TP PO 3
1o INIBIAING vt e ettt et etear et arereas 4
2. Materigal en Methode...........ccooiiiiiiiic e e e 4
2.1 Proef 1: Recovery en lineariteit bepalen........c..ccov i, ST 4
2.2 Proef 2: Afbraak door penshacterien. ... e res el D
3. ResUaten EN dISCUSSIE ...ttt e s a e s sb e be s sbrebn e bearesreeanne 6
3.1 Proef 1: Recovery en lineariteit bepalen.........cocoii e 6
3.2 Proef 2: Afbraak door pensbacteriE............... v iiiie it sae s s 11
4. CONCIUSIE.....ecveeeeeeeit sttt ettt ettt e s et r e s te e sttesatese b e e e s et be et beea s benbeenhe e nebeenbe S eRsasenesanesabentreareanne 14
B LHBIAILUT et s st b e st s et a e te e R e st e e s et e e e es e aennene 15
B, BIJIBGEN. ..ottt ettt ettt sneneeaeeneas e 16

metabolisme van oestrogenen en xeno-oestrogenen in de pens




Samenvatting

In deze studie is gekeken naar de afbraak van vijff hormoonverstorende stoffen in de pens van
melkkoeien. Het onderzoek werd "in-vitro" uitgevoerd door Vers,penssap te gebruiken van koeien die
voorzien zijn van een pensfistel. De hormoonverstorende stoffen waren 4-nonyiphenol (4-NP); 4,4-
isopropyl idenediphenol (Bisphenol; BIS); 17a- Ethynyl-estradiol (EE,); 17-B-estradiol - 3 benzoaat (Ey);
2,4,6 - trimethyl-phenol (TMP). Zij werden toegevoegd aan het actieve penssap waarna de concentratie
werd gemeten na 0, 15, 30, 60, 120, 240, 360 en 1440 minuten incubatie. De analyse methode op basis
van HPLC die voldoet voor analyse van deze stoffen in water, bieek niet geschikt voor penssap, omdat
dit te veel organische stof, vetzuur en eiwit bevat dat storend werkt. Nader onderzoek zal moeten
uitwijzen of andere voorbehandeling of analyse, bv met behulp van GC-MS tot betere resultaten leidt.
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1. Inleiding
In het milieu blijken een scala van stoffen voor te komen die het endocriene systeem van dieren kunnen
verstoren. Op dit moment wordt algemeen erkend dat vruchtbaarheidsstoornissen een gevolg kunnen
zijn van de’ inname, via voedsel of drinkwater, van deze hormoonverstorende stoffen (Boerjan et.al.
2000) Met betrekking tot deze hormoonverstorende stoffen kunnen we onderscheid maken in:
(@) Chemische stoffen met een oestrogeenachtige werking afkomstig van industrieel handelen (bijv.
alkylfenolen, ftalaten, sommige bestrijdingsmiddelen, PCB's).
(b) Stoffen van medicinale herkomst (bijv. ethinyloestradiol)
(c) Natuurlijke oestrogenen van dierlijke oorsprong welke via de mest op het land en in het water
terechtkunnen komen.
De literatuurstudie die in 1999 is uitgevoerd heeft tot de conclusie geleid dat hormoonontregelende
stoffen in opperviaktewater een risico vormen voor de gezondheid van melkvee. Verschillende studies
hebben erop gewezen dat er, met betrekking tot de gezondheid van het rund, geen referentiswaarden
voor deze stoffen in oppervlaktewater bestaan.
Uit de literatuur blijkt dat nonyl-phenol-polyethoxylaten (NP,EO) onder zuurstofrijke omstandigheden
door bacterién uit het rioolslib worden afgebroken. Er ontstaan dan de stoffen nonyl-phenol (NP), nonyi-
phenol —1- ethoxylaat (NPEQ) en nonyl-phenoi -2 ethoxylaat (NP;EO). in het milieu komt NP1.47EO
voor in een conbentratie van ongeveer 250 pg/l. De concentraties NP, NP,EO en NP,EO lopen uiteen
van 36 tot 202 pg/l in het afvalwater (A.C.Nimrod, W.H. Benson,, 1996). ‘
Het onderzoek dat is uitgevoerd heeft als doel inzicht te krijgen in het pensmetabolisme van de xeno-
cestrogenen NP, estradiol (Ez) en ethynyl-estradiol (E-E;). Dit is uitgevoerd om te kijken of de stoffen
verdwijnen in de pens, dan wel onaangetast de pens verlaten en zo weer in het milieu terechtkomen.
NP is een stof die in schoonmaakmiddelen zit en als hormoonverstorende stof inviced kan hebben op
de vruchtbaarheid van het dier. Estradiol is het hormoon wat van nature aangemaakt wordt door het
dier. Ethynyl-estradiol is de voornaamste component van de anticonceptiepil bij de mens. Het is moeilijk
afbreekbaar en komt daardoor nogal veel in het milieu voor. In dit rapport staan de resultaten vermeld
van onderzoek naar de afbreekbaarheid van de verschillende stoffen door het dier.

2. Materiaal en methode

In dit onderzoek werden een tweetal proeven uitgevoerd.

21 Proef 1: Recovery en lineariteit bepalen.

Allereerst werd de recovery van de 5 stoffen bepaald. De stoffen werden aan zowel water als gebufferd
penssap toegevoegd, volgens de methode bestreven in bijlage 2 en 3 geélueerd uit het water of
penssap en gemeten op de HPLC. Op deze manier is de recovery van de diverse stoffen bepaald.

Er zijn 5 stoffen toegevoegd:

4-nonylphenol (4-NP); 4,4-isopropyl idenediphenol (Bisphenol; BIS); 170~ Ethynyl-estradiol (EE,); 17-8-
estradiol - 3 benzoaat (Ey); 2,4,6 - trimethyl-phenol (TMP) (zie ook tabel 1).

Bij dit onderzoek werd gebruik gemaakt van penssap van melkkoeien die gehuisvest staan bij het CLO-
instituut voor de veevoeding "De Schothorst" in Lelystad. De koeien kregen een rantsoen dat bestond
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uit 2 keer per dag 9 kg ds hooi en 1 keer per da’g 1 kg krachtvoer. Alle laboratorium werkzaamheden

zijn uitgevoerd bij Alterra in Wageningen.

2.2 Proef 2: Afbraak door pensbacterien.

In een volgende proef werd onderzoek gedaan naar de afbraak van de verschillende stoffen door de
pensbacterién. Van TMP is geen afbraak bepaald maar deze stof is alleen gebruikt als interne
standaard. Er is gekozen voor 2 soorten penssap omdat de samenstelling van de pensbacterién
verschillend kan zijn en ook een andere werking kan hebben op de xeno-oestrogene stoffen. Er is weer
gebruik gemaakt van penssap van koeien, gehuisvest op "de Schothorst”. Maar ook penssap gebruikt
van hamels, gehuisvest op het ID-Lelystad aan de Runderweg. De hamels krijgen 2 keer per dag
ongeveer 150 g krachtvoeder en 450 g hooi.

Het penssap is gebufferd volgens een procedure die ook gebruikt wordt bij de gasproductie test. Er is
aan het gebufferde penssap een bekende hoeveel van de 5 genoemde stoffen toegevoegd. Deze
oplossingen werden gedurende 0, 15, 30, 60, 120, 240, 360 minuten en 24h geincubeerd bij 39 °C.
Daarna zijn de monsters opgebracht op een kolom waarop de gencemde stoffen achterblijven.
Vervolgens worden deze stoffen na wassen geéiueerd van de kolom met een organisch oplosmiddel.
De uitgebreide beschrijving van de methode staat beschreven in bijlage 2 en 3.

Tabel 1: Informatie van de onderzochte stoffen.

Product Molecuulformule - Structuurformule

OH

4-nonylphenol CisH240

CH,(CH,),CH,

4,4-isopropyl o,
idenediphenol CisH1602 HOQ¢OQH
(Bisphenol) : CHy

' CH
17a~ Ethynyl- Gty C=cH
. CaoH240,
estradiol
A HO

. oH
Hfl

17B-estradiol - 3 ' )
benzoaat CosftaeOs QE*’

OH
24,6 - trimethyl- o* o
CoH120
phenol

CH,
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3. Resultaten en discussie

3.1 Proef 1: Recovery en lineariteit bepalen.

De vijf stoffen die toegevoegd zijn aan water en aan gebufferd penssap kunnen niet in één oplossing
worden toegevoegd omdat 2,4,6 trimethylphenol (TMP) en estradiol négenoeg op dezeifde tijd van de
kolom komen, en kan TMP hier dus niet als interne standaard gebruikt worden, Daarom zijn er 2
verschillende oplossingen gemaakt met in oplossing A: NP en Bisphenol, met TMP als interne
standaard. In oplossing B zitten dan EE, en E, met Bisphenol als interne standaard. De interne
standaard wordt toegevoegd om voor eventuele verliezen die optreden bij het verwijderen van de
waterfase, of bij het indampen te kunnen corrigeren. Aan alle monsters is 10 mg interne standaard
toegevoegd. Ook in de chemische standaard is dezelfde hoeveelheid interne standaard toegevoegd.
Als nu het piekopperviak van de interne standaard in de monsters lager is dan het piekopperviak van de
interne standaard in de chemische standaard, betekend dit dat er verlies is opgetreden tijdens het
indampen en opschonen van het monsters. De concentratie van de andere componenten in de
monsters kan nu berekend worden met de verhouding van het piekoppervlak van de interne standaard
in de chemische standaard en het piekopperviak van de interne standaard in de monsters.

Van zowel oplossing A als ook oplossing B is een ijklijn gemaakt met een opiopende concentratie van
5, 10, 20 en 50 mg/l van de verschillende stoffen. Aan iedere verdunning is een vaste hoeveelheid
interne standaard toegevoegd van 10 mg/l. De iklijnen hiervan staan hieronder weergegeven in figuur 1
t/m 4. De data staat vermeld in bijlage 4 in tabel 2 en 3.
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In tabellen 4 t/m 7 staan de gegevens van de verschillende componenten toegevoegd aan water. In de
derde kolom staat de concentratie berekend op de ijklijnen. In de eerste kolom staat de concentratie

van de oplossing die toegevoegd is, de recovery is berekend en staat vermeld in de laatste kolom.
Voor bisphenotl is de recovery gemiddeld 89.6%, voor nonylphenol 79.9%, voor estradiol 90.4% en voor
ethynylestradiol 93.8%. Een recovery van > 80% wordt voor dit soort analyses als voldoende gezien.
Van de verschillende componenten staat in bijlagé 5, figuur 5 m 8 de toegevoegde concentratie -
uitgezet tegen de berekende concentratie. In deze figuren is te zien dat de lineariteit voor alle stoffen

goed is *> 0.99. De stoffen zijn aan water toegevoegd om de methode te testen zonder dat er storende

componenten in de vioeistof zitten die invioed kunnen hebben op het resultaat.

Tabel 4: Gegevens van bisfenol toegevoegd aan water

Conc bis Conc.  Recovery
o berekend
mg/l opp mgl/l %
5 1560 4,3 86,2
5 1549 4,3 85,6
10 3239 9,0 90,2
10 3362 9,4 93,6
20 7082 19,8 - 99,0
20 6040 16,9 84,3
50 16511 46,2 92,4
50 15220 42,6 85,2

metabolisme van oestrogenen en xenoc-oestrogenen in de pens




Tabel 5: Gegevens van nonylphenol toegevoegd aan water

Conc NP Conc. Recovery
berekend

mg/l opp  mgll %
5 3291 - 33 65,6
5 3081 2,8 56,7
10 5519 8,0 80,1
10 5683 8,4 83,6
20 11106 19,9 99,3
20 9498 16,4 82,2
50 22285 43,6 87,1
50 21771 425 84,9

Tabel 6: Gegevens van ethynyl-estradiol foegevoegd aan water

Conc EE, Conc. Recovery
. berekend -

mg/l opp mg/l %
5 3099 4,8 95,3
5 2975 4,6 91,9
10 6298 9,3 92,5
10 6714 98 - 083
20 13432 19,3 96,3
20 13392 19,2 96,0
50 30714 43,5 86,9
50 32942 46,6 93,2

Tabel 7: Gegevens van estradiol toegevoegd aan water

Conc E, Conc. Recdvery
berekend

mg/l opp mg/l %
5 49 5,0 100,4
5 53 53 -1086,2
10 95 8,2 81,7
10 101 8,6 85,9
20 243 18,3 91,4
20 244 18,4 91,8
50 563 40,1 80,3
50 601 42,7 854

metabolisme van oestrogenen en xeno-oestrogenen in de pens



In tabelien 8 t/m 11 staan de gegevens van de verschillende componenten toegevoegd aan penssap. In
de eerste kolom staat de concentratie van de oplossing die toegevoegd is. In de derde kolom staat de
concentratie berekent op de ijklijnen, de recovery is berekend en staat vermeld in de laatste kolom.
Voor bisfenol liep de recovery uiteen van -66% tot 300%, voor nonylphenol van -14% tot 240%. De
recovery voor ethynyl-estradiol was 68% en voor estradiol liep die uiteen van -1300% tot 1000%. Van
de verschillende componenten staat in de bijlage figuur 9 m 12 de toegevoegde concentratie uitgezet
tegen de berekende concentratie. ‘

De monsters moeten worden opgeschoond door over een kolom te brengen. Dit gaf veel problemen om
5 ml penssapbuffer over de kolom te krijgen, het is uiteindelijk wel gelukt maar kostte veel tijd (ca 30
minuten extra) en daar door was het contact tussen de pensbacterién en de oestroge-stoffen lang. Er
kan dan omzetting, hechten aan het organische materiaal of afbraak plaats vinden. Er is ook een blanco
penssap-buffer-oplossing gemeten. Hierin werden veel pieken gemeten, zoals vetzuren. Deze komen
net als de oestrogene-stoffen in de eerste 15 minuten van de kolom. Op de tijdstippen waar bisphenol
en estradiol gemeten worden zijn deze pieken zodanig van invioed dat de resultaten niet betrouwbaar
zijn. Dit is te zien in onderstaande tabellen 8 en 11. Op het tijdstip waarop nonylphenol wordt gemeten
werd bij de blanco wel een storend signaal gemeten. Deze was bij de lage concentraties wel zodanig
van invioed dat de resultaten niet betrouwbaar zijn. Bij de hoge concentraties nonylphenol was de
invioed veel minder groot en de resultaten nog wel betrouwbaar. Maar wel zijn de recovery's hier minder
dan bij water. Bij ethynyl-estradiol worden geen storende pieken waargenomen. De recovery's zijn
echter ook hier minder dan bij het water, wat duidt op adsorptie of afbraak. '

Tabel 8: Gegevens van bisfenol toegevoegd aan penssap

Conc Bis Bis - Conc. Recovery
blanco berekend

mg/l opp opp mg/l %

Blanco 8056

Blanco 6180
5 7783 665 1,8 36,1
5 12554 5436 15,2 303,5
10 15662 8544 23,9 238,9
10 4755  -2363 -6,7 -66,8
20 10013 2895 8,1 40,3
20 10031 2913 8,1 40,5
50 22677 15559 43,6 87,1

%0 18210 11092 31,0 62,1
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Tabel 9: Gegevens van nonyiphenol toegevoegd aan penssap

Conc NP NP - Conc. Recovery
blanco Berekend
mg/! Opp opp mg/l %

Blanco 681

Blanco 535
5 2011 1403 = 0,7 -14.4
5 8075 7467 12,1 2427
10 8618 8010 13,3 132,9
10 3318 2710 21 20,5
20 8220 7612 12,4 62,2
20 7372 6764 10,6 53,2
50 15660 15052 28,2 56,4

50 16673 16065 30,4 60,7

Tabel 10: Gegevens van ethynyl-estradiol toegevoegd aan penssap

Conc EE, EE, - Conc. Recovery
blanco berekend

mg/l opp opp mg/l %

Blanco 0

Blanco 0
5 2529 2529 4,0 79,4
5 2140 2140 3,4 68,5
10 4666 4666 7,0 69,6
10 4443 4443 6,7 66,5
20 8611 8611 12,5 62,5

- 20 9771 9771 14,1 70,6
50 20285 20285 28,9 57,7
50 25029 25029 35,5 71,0
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Tabel 11: Gegevens van estradiol toegevoegd aan penssap

Conc E, E;- Conc. Recovery
blanco berekend
mg/l Opp opp mg/l %

Blanco 5725
Blanco 4836

5 5995 715 50,5 1009,4
5 5951 670 474 948,8
10 3326  -1955 -131,8 -1317,9
10 5942 661 46,8 468,5
20 3944  -1336 -89,6 -447,9
20 3596  -1685 -113,4 -566,9
50 8328 3047 209,8 419,5

50 5433 163 12,1 242

3.2 Proef 2: Afbraak door pensbacterie

In deze proef zijn de oplossingen A resp. B toegevoegd aan gebufferdApenssap van zowel hamel als
koe. Deze oplossingen zijn in een waterbad gezet en gedurende verschillende tijden geincubeerd.
Allereerst worden in de figuren 13 t/m 18 de ijklijnen weergegeven. In bijlage 5, tabel 12 en 13 zijn de
data van deze ijklijnen vermeld. ’
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In de tabellen 15 en 16 staan de resultaten van de verschillende stoffen die toegevoegd zijn aan
gebdfferd penssap. De incubatie duur loopt van 0 tot 1440 minuten en staat weergegeven in de eerste
kolom. In de 2 volgende kolommen staat het piekoppervlak van de betreffende stof gemeten op de
HPLC. Op ieder tijdstip is een blanco monster meegenomen. De waarde die hierin gemeten is op het
tijdstip waarop ook de stof is gemeten, wordt van het gemeten opperviak afgetrokken. In de derde |
kolom staat dan het gecorrigeerde opperviak. Voor zover mogelijk wordt de concentratie berekend. In
alle gevallen is er 50 mg/l van het component toegevoegd. De berekende concentratie is uitgezet tegen
de tijd en weergeven in bijlage 5, figuur 17 t/m 20. ,

Ook bij dit experiment zijn de blankowaarden bij de meting van bisfenol en estradiol zeer hoog. De
gegevens zijn daarom niet betrouwbaar en worden hier niet verder bediscussieert. De.gégévens

hiervan staan weergegeven in tabel 14 en 17 in bijlage 4.

Tabel 15: Gegevens van nonylphenol toegevoegd aan penssap-buffer

Koeienpenssap : Hamelpenssap
Incubatie | Opp Opp Monster- Conc Opp Opp monster-  Conc
duur | blanco monster blanco berekend| blanco monster . blanco berekend
Minuten opp % | opp %
0 184 8906 8722 14,4 7488 7488 12,3
15 217 3397 3180 5,1 624 5111 4487 7.3
30 541 4053 3512 5,6 585 7918 7333 12,1
60 548 4392 3844 6,2 441 4765 4324 7,0
120 611 3919 3307 53 596 5930 5334 8,7
240 628 4088 3459 5,6 550 5824 5274 8,6
360 537 2879 2342 3,7 475 5040 4564 74
1440 608 3291 2683 43 674 3742 3068 4,9

12
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Tabel 16: Gegevens van ethynyl-estradiol toegevoegd aan penssap-buffer

Koeienpenssap - Hamelpenssap
Incubatie | Opp Opp monster- Conc Opp Opp monster-  Conc
duur | blanco monster blanco berekend| blanco monster blanco berekend
Minuten opp % _ opp %
0 _ 14709 14709 21,9 _ 24429 24429 36,5
15 _ 11507 11507 17,2 _ 23534 23534 35,2
30 _ 13768 13768 20,6 _ 20907 20907 31,2
60 - 16245 16245 24,3 - 18793 18793 28,1
120 _ 16886 16886 25,3 _ 23565 23565 35,2
240 _ 17437 17437 26,1 o 23484 - 23484 35,1
360 - 11907 11907 17,8 _ 17244 17244 25,8
1440 _ 12918 12918 19,3 - 17523 17523 26,2

Voor nonylphenol en ethynyl-estradiol geldt dat de terugvinding op tijdstip nul duidelijk lager is dan bij
het terugvindingsexperiment. Dit zou kunnen duiden op afbraak. Een verdergaande afbraak zou dan
.ook moeten plaatsvinden. Dit lijkt bij nonylphenol te gebeuren, maar niet bij ethynyl-estradiol. De

slechter recovery wordt verklaard door een noodzakelijke centrifugestap. Zonder centrifugeren was het

niet mogelijk het penssap over de buisjes te leiden. Nonyifenol is de meest apolaire stof en hiervan zal
dan ook het meeste adsorberen en in het residu achterblijven. Afbraak lijkt niet waarschijnlijk omdat dan

een verdergaande daling tot het nuiniveau had moeten plaatsvinden. Het belangrijkste verklarende
proces voor de afname van beide stoffen is hoogst waarschijniijk het adsorptie. proces.

metabolisme van oestrogenen en xeno-oestrogenen in de pens
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4, Conclusie

De methode, voor het elueren van de verschillende hormoonverstorende stoffen, die gebruikt is voor het
meten van de xeno-oestrogene en oestrogenestoffen voldoet goed voor waterige oplossingen met
weinig tot geen organische stof daarin. Voor penssap-buffer is deze clean-up methode en meting op de
HPLC echter niet geschikt voor bisfenol en estradiol.. voor nonylfenol en ethynyl-estradiol moet
rekening worden gehouden met adsorptie aan vaste delen in het penssap. Deze vloeistof kan niet
worden opgeschoond over de kolom omdat er teveel organisch materiaal in zit en moet vooraf
gecentrifugeerd worden om te voorkomen dat de kolom verstopt raakt. Hierdoor worden de vaste
deeltjes van het penssap niet meegenomen in de verdere analyse. Doordat de hormoonverstorende
stoffen zich misschien binden aan dit organisch materiaal treedt er verlies op. '

Bij een afbraakexperiment met ethynyl-estradiol vond direct een verlies plaats wat verklaart kan worden
door de voornoemde adsorptie. Het verdere stabiele niveau tijdens het experiment geeft aan dat etynyl-
estradiol de pens ook weer zal verlaten en niet wordt omgezet. Dit is vermoedelijk ook zo voor

nonylfenol, maar hier kan afbraak nog een rol spelen.

14
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bepalen van pensfermentatiekarakteristieken, ID-DLO rapport no. 278
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6. Bijlagen

Bijlage 1: Bereiden van penssap-buffer.

Bufferoplossing:

Macro-ionenoplossing:

Spore elementenoplossing:

redoxindicator:
reductie-oplossing:

penssap/bufferoplossing

35.0 g NaHCO;4

4.0 g NH4HCO4
oplossen in 1 liter demi water

7.15 g Na,HPO,4.2H,0

6.20 g KH,PO4

0.60 g MgS0,4.7H,0
oplossen in 1 liter demi water

13.2 g CaCly.2H,0

10.0 g MnCla.4H,0

1.0 g CoCl,.6H,0

8.0 g FeCl,.6H,0

oplossen in 100 ml demiwater

150 mg resazurine in 100 mi demiwater
180 mg NaS.9H,0 in 30 mi NaOH (0.04 mol/l)

300 mi demiwater

0.05 ml spore elementen oplossing

160 mi macro ionen oplossing

150 m! bufferoplossing

0.4 ml redox indicator

nu minimaal 20 min CO, door leiden bij 39 °C
§ minuten voordat penssap wordt toegevoegd:
30 mi reductie oplossing toevoegen.

Indicator slaat om van blauw -> bijna kleurloos.
300 mi penssap toevoegen.

Alles onder doorleiden van CO,
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Bijlage 2: Methode voor het elueren van de verschillende stoffen van water en penssapbuffer in

proef 1

5 ml water of penssap op een oasis HLB Extractie kolom gebracht. Hieraan wordt een bekende
hoeveelheid hormoonverstorende stoffen toegevbegd.

De oplossing afzuigen

Wassen met 3 ml 5% methanol in water

Elueren met 6 ml 10% methanol/80% MTBE (Methy! tert-butyl ether) deze oplossing opvangen in
glazen buisje.

Interne standaard toevoegen

Waterfase verwijderen

Droogdampen

Oplossen in 1 ml acetonitril

Hiervan 20 ul injecteren op de HPLC
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Bijlage 3: Methode voor het elueren van de verschillende stoffen van water en penssapbuffer in

proef 2

« 5 ml penssap-buffer in een glazenbuisje pipetteren

e Hieraan wordt een bekende hoeveelheid hormoonverstorende stoffen toegevoegd.

o De oplossing wordt volgens tijdschema geincubeerd bij 39°C

¢ Na incubatie 5 minuten centrifugeren bij 2000 rpm

¢ Oplossing overbrengen op de oasis HL.B Extractie kolom

« Buisje voorzichtig naspoelen zodat de pellet niet overgebracht wordt op de oasis HLB Extractie
kolom

e Wassen met 3 ml 5% methanol in water

¢ Elueren met 8 mi 10% methanol/80% MTBE (Methyl tert-butyl ether) deze oplossing opvangen in
glazen buisje.

+ Interne standaard toevoegen

o \Waterfase verwijderen

¢ Droogdampen

e Oplossen in 1 mi acetonitril

e Hiervan 20 ul injecteren op de HPLC

18
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Bijlage 4: Resultaten van de verschillende proeven in tabellen weergegeven.

Tabel 2: Concentraties van bisfenol, nonylphenol en 2,4,6 trimethylphenol als internestandaard

Conc Bis Conc. Conc NP Conc. conc TMP
_ berekend berekend

mg/l opp mg/l mg/l opp mg/l mg/l opp
5 5 10
5 1823 5.0 5 3176 3.0 10 7338
10 3627 10.1 10 6205 9.5 10 7285
10 3591 10.0 10 6323 9.7 10 7311
20 7144 20.0 20 12152 22.1 10 7291
20 7091 19.8 20 12109 22.0 10 7273
50 17844 50.0 50 25022  49.4 10 49509
50 17896 50.1 50 25039 49.4 10 49756 "

* verkeerde hoeveelheld interne standaard toegevoegd aan verdunning,

Tabel 3: Concentraties van ethynylestradiol, estradiol en bisfenol (als internestandaard)

Conc EE, Conc. Conc E; Conc. conc bis
berekend berekend
mg/l opp mg/l mg/l  opp mg/l mg/l
5 3471 5.3 5 47 4.9 10 3572
5 3466 5.3 5 49 5.1 10 3553
10 6943 10.2 10 123 10.1 10 3607
10 6897 10.1 10 110 9.2 10 3586
20 13709 19.6 20 278 207 10 3570
20 13687 19.6 20 274 20.4 10 3608
50 35649 50.4 50 716 50.6 10 31473°
50 35253 49.8 50 695 49.1 10 31245°

* verkeerde hoeveelheid interne standaard toegevoegd aan verdunning.
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Tabel 12: gegevens van de ijklijn A (bisfenol, nonylphenol en 2,4,6 trimethylfenol als internestandaard)

Conc Bis Conc. | Conc Np Conc. Conc tmp
‘ berekend Berekend

mg/l Opp mg/l mg/l opp mg/l . mg/i opp

5 1594 4,9 5 2960 4,7 10 7405
5 1694 5,2 5 3177 5,1 10 7243
10 3358 9,8 10 6185 10,1 10 7018

10 3463 10,1 10 6201 10,2 10 7185
20 6952 20,0 20 12045 20,0 10 7193
20 6963 20,0 20 11989 19,9 10 7264
50 17381 49,3 50 19389 32,3 10 7160
50 17871 50,7 50 19459 32,5 10 7111

Tabel 13: gegevens van de jjklijn B (ethynylestradiol, estradiol en bisfenol als internestandaard)

Conc EE; Conc. Conc E, Conc. Conc bis
berekend berekend

mgl/l Opp -mgll mg/l  opp mg/l mg/l
5 3373 5,0 5 21 3,6 10 3517
5 3383 50 - 5 36 4,6 10 3600
10 6750 10,0 10 128 10,7 10 3707
10 6644 9,9 10 83 7,8 10 3506
20 13351 19,8 20 285 21,3 10 3698
20 13641 20,3 20 316 23,3 10 3393
50 33685 50,1 50 712 49,7 10 3427
50 33587 49,9 50 699 48,9 10 3553
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Tabel 14: Gegevens van de afbraakcurve van bisfenol toegevoegd aan hamel penssap

Koeienpenssap

T-Iamelpenssap

Incubatie | Opp Opp monster- Conc Opp Opp monster-  Conc
_duur | blanco monster blanco berekend| blanco monster blanco berekend
Minuten | Opp % Opp %
0 22732 24880 2147 6,4 231 15224 14994 42,6
15 23047 11026  -12021 -33,4 140 13033 12893 36,7
30 12750 20189 7440 21,3 374 13109 12735 36,2
60 14133 32085 17951 50,9 1023 13080 12057 34,3
120 19850 29490 9640 27,5 1523 16911 15388 43,7
240 27864 40916 13052 37,1 6167 18461 12295 35,0
360 | 4427 12369 7943 22,8 954 12709 11755 33,5
1440 | 47083 51917 4854 14,1 2901 14577 11676 33,3
Tabel 17: Gegevens van estradiol foegevoegd aan penssap-buffer
Koeienpenssap Hamelpenssap
Incubatie | Opp Opp monster- Conc Opp Opp monster- Conc
duur | blanco monster blanco berekend| blanco monster blanco berekend
Minuten opp % opp %
0 5612 15632 10020 670,9 2796 5580 2784 188,0
15 5831 7347 1517 103,4 9680 7842 -1839 -120,5
30 3075 11444 8369 560,8 7410 9521 211 143,1
60 3780 12250 8470 567,5 7242 7169 -74 2,7
120 4050 10020 5970 400,6 6849 7551 703 49,1
240 5514 8385 2872 193,9 6327 4035 -2292 -150,8
360 1292 3321 2029 137,7 1758 3114 1356 92,7
1440 4165 16490 12325 824,8 5327 11704 6377 427.8
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Bijlage 5: Resuitaten van de verschillende proeven in grafieken weergegeven.

flg 5 Blsphanol tdegevoegdaanwater fig’6: Nofiyiphéholtoegevaeddadr water

berekende cono (mgA} ‘erekende conc (mghy
80: g 50

y=0i8798%-0.6432
R2=0:9944.

20 F

10:

® 40 0 30 4 s 60

#+ Hisphenol - . #4  nonylphenol

tiynylestradiol (oEgevoegd dah water A by a e
g 82 Estradlol foggeVaegd aahwatar

__berekende conc (mo#) o )
80 - p _ ‘berekende cone (mg#j
H0:

50
A wor

=0, 8521x+0. 5695 )
22-0.8085 30

50

0‘ R ) L i N ; i
0: A0 2¢ Y 40 50 80
geveeqds caiic: (iGN,

o 10 20

+ ofbynyliestradiol 5 Estadol
> Estradiol

22

melabolisme van oestrogenen en xeno-oestrogenen in de pens




fig 9: BISEHend| thegévoegd aanpéhssap
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