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De problematick van hormoonontregelende
stoffen in het milieu staat zowel in Nederland
als internationaal volop in de belangstelling,
vooral in het aquatische milieu. Aanleiding vor-
men de waargenomen cffecten bij waterdieren
in de vrije natuur, die het gevolg (zouden) zijn
van de aanwezigheid van dit soort stoffen. De
ongerustheid over deze waarnemingen was voor
het Ministerie van Verkeer & Waterstaat aanlei-
ding voor het uitvoeren van een aantal inventa-
riserende studies. Hierbij is enerzijds gekeken
naar de aanwezigheid van enkele hormoonont-
regelende stoffen in her watermilieu en ander-
z1jds naar de geassocicerde effecten van deze
stoffen op vissen in het oppervlaktewater. Te
noemen zijn het LOES-onderzoek' en het in
Europees verband uitgevoerde COMPREHEND-
onderzock? (Community Programme of
Research on Environmental Hormones and
Endocrine Disruptors). De aandacht in beide
onderzocken was vooral gevestigd op de hor-
meonontregelende stoffen die vervrouwelijking
teweegbrengen, de stoffen met oestrogene wer-
king. Dit zijn ofwel de vrouwelijke hormonen
zelf of stoffen die deze hormonen kunnen
nabootsen [de xeno-oestrogenen). Byj vissen
manifesteren de vervrouwelijkende effecten zich
onder meer door de aanmaak van het vrouwelijk
eiwit vitellogenine in het bloedplasma van man-
nelijke vissen alsmede door afwijkingen in de
geslachtsorganen, zoals de vorming van eicellen
in mannelijk testisweefsel (ovotestis). Dit feno-
meen wordt cok wel interseksualiteit genoemd
(zie hiernaast).
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Om zo veel mogelijk inzicht te krijgen in
de relatie tussen enerzijds de aangetoonde
oestrogene effecten bij vissen in de vrije nacuur
en anderzijds de blootstelling aan concentra-
ties hormoonontregelende stoffen en de hier-
voor verantwoordelijk gestelde emissicbonnen,
is in het LOES-onderzoek een combinatie aan
cen groot aantal - veelal nog in entwikkeling
zijnde - chemische en biologische testmetho-
den gebruikt. Mede hierdoor en door de inten-
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sieve samenwerking tussen verschillende
mstantics, zoals universiteiten, adviesbureaus,
waterbeheerders en verschillende minisceries
is het geluke een causaal verband aannemelijk
te maken voor één van de potentiéle emissie-
bronnen van oestrogene stoffen, namelijk het
effluent van een ricolwaterzuivering. In het
LOES-onderzock is destijds als onderzocksloca-
tic het lozingspunt van de rwzi Eindhoven
gekozen, omdat het rwzi-effluent cen aanzien-
lijk deel vormt van het ontvangende opper-
vlaktewater, het riviertje de Dommel. In een
later screeningsonderzoek® laten ook andere
regionale wateren met een groot percentage
rwzi-cffluent eenzelfde beeld zien, Zowel tij-
dens LOES als het aansluitende screenings-
onderzoek is de brasem als typische vis voor
binnenwateren bestudeerd.

Oestrogene effecten op vissen

Uit de LOES-veldstudie bleck dat vervrou-
welijking van mannelijk brasems het duide-
lijkst kon worden aangetoond op de enige
locatic waar de verdunning van de lozing met
(xeno-Joestrogene stoffen met het ontvangen-
de oppervlaktewater relatief klein was. Bij de
brasem uit de Demmel, weggevangen uit de
omgeving van het lozingspunt van de rwzi
Eindhoven, werden zeer sterk verhoogde vitel-
logenine-gehalten in het bloed van mannetjes
vissen aangetroffen (zie afbeelding 1). Uit his-
tologisch onderzoek aan de geslachtsorganen
van diczelfde mannelijke brasems kon bij circa
cenderde van de vissen de verming van eicel-
len in mannelijk testisweefsel worden waarge-
nomen. Op de overige locaties, voornamelijk
grote wateren, vertoonden de weggevangen
brasems deze oestrogene effecten niet of in
veel mindere mate'.

Ovotestis in mannelijke brasem: de vorming van vrowwelijke eweellen [de sterretjes] midden in testisweefsel met

spermatezoén (pylyes).
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Aanvullend screeningsonderzoek

De vraag was of de Dommel ter hoogte van
het lozingspunt van de rwzi Eindhoven als
onderzockslocatie cen specifick geval was of
dat deze ocstrogenc effecten ook optraden in
andere regionale wateren, die in belangrijke
mate worden beinvloed door rwzi-effluenten.
In Nederland loost cen groot aantal rwzi's op
relatief kleine regionale oppervlakrewateren.

Gedurende een kort screeningsonderzock®
zijn mannelijke brasems uit tien regionale
wateren onderzocht op de oestrogenc effecten,
zoals vitellogenine-inductic en het optreden
van ovotestis. Behalve de LOES-locatic de Dom-
mel zijn de regionale wateren de Veche, de Aa,
Eem, Valleikanaal, Bornsche beek, Ringvaart
Haarlemmermeer en de Linge bemonsterd op
locaties dic allen sterk worden beinvloed door
¢één of meerdere rwzi-cffluenten. Het enige
selectiecriterium voor deze locaties was de ver-
dunningsratio tussen het rwzi-effluent en het
ontvangende oppervlaktewater (zic tabel 1).
Zuiveringtechnische aspecten van de diverse
rwzi's hebben bij de keuze geen rol gespeeld.

Ook was het van belang te weten of ter ver-
gelijking ook oestrogene effecten bij brasems
in kleine oppervlaktewateren kunnen worden
aangetoond, die nagenoeg niet worden bein-
vleed door antropogene activiteiten. Hiervoor
zijn locaties in de natuurgebieden Naarder-
meer en De Weerribben geselecteerd.

yevindainecn recogionailc watercn

De resultaten uit dit screeningsenderzock
(zie tabel 1) bevestigen de bevindingen uit het
LOES-onderzock. Van de acht bemonsterde
regionale wateren, die beinvloed worden door
rwzi-effluenten, bleken drie tot vier in meer of
mindere mate oestrogene effecten bij in het
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klasse-indeling met vitellogenine-gehaltes

Vitellogenine-gehaltes n mannelyjke brasem in enkele regionale wateren in Nederland"'*!, Frequentieverde-

lingen met verticaal percentages van de vissen en horizontaal klassen met virellogeninegehaltes.

Klasse-indeling met vitellogenine-gehaltes
o minder dan 10° ng/ml

1 10°- 10" ng/ml

wild levende vissen te vertonen. Bij de rivier-
tjes de Dommel en de Aa werden zowel hoge
vitellogenine-gehalten in het bloed van man-
nelijke brasems aangetroffen alsmede het
optreden van ovotestis in het testisweefsel bij
respecticvelijk cenderde en tweederde van de
weggevangen mannelijke brasems. In de Vecht
was sprake van alleen een verhoogd vitelloge-
nine-gehalte in het bloed van mannelijke bra-
sems, zij het in veel mindere mate dan de
Dommel en de Aa (zie afbeelding 1). In de
Bornsche beek werden bij blankvoorns ovo-
testis waargenomen, maar bij deze vissoort is

Tabel 1. Oestrogene effecten bij mannelijke brasems it tien regionale oppervlaktewateren®.

2 10%-10° ng/ml

3 107~ 10° ng/ml

oppervlaktewater % rwzi-effluentna  vitellogenine- ovotestis
lozingspunt inductie
(droog/gemiddeld)

wateren belast met rwzi-effluent — 7
Dommel 45/38 ++ +
Vecht 46/37 + -
Aa 64/27 +4 +
Eem 25/16 - -
Valleikanaal 60/31 - -
Bornsche beek (blankvoorn) 88/94 nb +
Ringvaart Haarlemmermeer 10/5 - -
Linge 3/3 - -
natuurlijke referentiewateren R, - —
Naardermeer 2 B

0 . .

Weerribben

+=aangetoond, - = niet aangetoond, nb = niet

bepaald

* Het is niet bekend of ovotestis in blankvoorn op de referentielocaties niet voorkomt.
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4 10°- 107 ng/ml

5 meerdan 10" ng/ml

het nog onvoldoende duidelijk of het cen
onnatuurlijk fenomeen betreft. Bij brasems en
enkele andere vissoorten is dit wel bekend.
Onderzoek uit Groot-Brittannié heeft aange-
toond dat 50 procent van de vissen waarbij in
sterke mate ovotestis optraden, onvruchtbaar
waren en bij de nakomelingen van deze vissen
sprake was van 7o procent minder 0vcrlev1'ng43.
Uit tabel 1 blijke dat bij deze vier locaties
het rwzi-effluent een aanzienlijk percentage
(meer dan 30 procent) van het stroomafwaartse
oppervlaktewater debict vormt. Met name in
de droge zomerperiode is het aandeel rwzi-
cffluent in verhouding tot het ontvangende
oppervlaktewater groot. Opmerkelijk zijn de
resultaten voor het Valleikanaal, waar ondanks
de geringe verdunning toch geen oestrogene
effecten bij brasems zijn aangetoond. Blijkbaar
spelen hierbij ook andere locatiespecifieke fac-
toren als zuiveringsrendement van de rwzi,
habitat, bodemsoort en overige emissicbron-
nen een rol. Bij de resterende drie regionale
wateren (de Eem, Linge en Ringvaart Haarlem-
mermeer) zijn de verdunningen veel hoger en
werden bij de gevangen brasem geen oestro-
gene effecten waargenomen. Zij waren hiermee
vergelijkbaar met de natuurlijke referentiewa-
teren, de Weerribben en her Naardermeer.

Rwzi-effluent als oestrogene
emissiebron

In het LOES-onderzoek zijn parallel aan de
veldstudie, waarin oestrogene effecten bij in
het wild levende vissen werden aangetoond, de
concentraties van een aantal hormoonontrege-
lende stoffen in onder andere het influent en
effluent van de rwzi chemisch analytisch
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klasse-indeling met vitellogenine-gehaltes

Afb. 2:

Klasse-indeling met vitellogenine-gehalres

o minder dan 10’ ng/ml

bepaald. Samen met de resultaten van zogehe-
ten doorstroom-experimenten op locatie en
met specifieke experimenten in het laborato-
rium kon aannemelijk worden gemaake dac
vooral de steroidhormonen (zoals het in de
anti-concepricpil toegepaste 170-cthinyl-
oestradiol en het natuurlijke vrouwelijke hor-
moon oestron) en mogelijk ook de nonylfeno-
len en nonylfenolethoxylaten verantwoordelijk
(‘weight of evidence’) kunnen worden gesteld
voor de waargenomen oestrogene effecten in
het effluent en dus mogelijk cok in het ontvan-
gende oppervlaktewater. De groep stoffen
nonylfenol(ethexylaten) worden onder meer
gebrutke als industriéle detergenten. Enkele
meetresultaten staan in tabel 2.

Aanwezigheid van hormoon-
ontregelende stoffen

In ruw stedelijk afvalwater zijn de natuur-
lijke hormonen in alle watermonsters aan-
toonbaar: oestron en 173-oestradiol komen in
de hoogste concentraties voor. De in de anti-
conceptiepil toegepaste 170-ethinyloestradiol
was aantoonbaar in eenderde van de ruwe
rioolwatermonsters. Na biologische zuivering
waren 170 en 17P3-oestradiol niet meer in het
effluent van een stedelijke rwzi aantoonbaar.
Het verwijderingsrendement voor cestron in
een I'Wzi was mcet meer dan Q0 PI'OCf.'ﬂ[ hOOg.
170t-Ethinyloestradiol werd slechrs één keer in

1 10°- 10* ng/ml

2 10%- 10" ng/ml 3 10°- 10° ng/ml

cthoxylaten. In het biologische gezuiverde
rwzi-effluent lagen de concentraties van de
nonylfenol(ethoxylaten) in het totaalmonster
doorgaans onder de detectiegrens. Dit betekent
evenwel niet dat met het rwzi-effluent geen
nonylfenol(cthoxylaten] in het oppervlakte-
water terecht komt. Door gebruik te maken van
een doorstroomeentrifuge voor het bemonste-
ren van het rwzi-effluent is het mogelifk geble-
ken om ook de gehalten in uitsluitend de zwe-
vende stof fractie van het rwzi-effluent te
bepalen. Voor nonylfenolethoxylaten bleken
concentraties tot 7o pg/g.ds en voor nonylfenol
tot 12 ug/g.ds in het zwevende stof aantoon-
baar. Bij cen geschat gemiddeld zwevend stof-
gehalte in het rwzi-effluent van drie milligram
per liter en een totaal hoeveelheid geloosd rwzi-
effluent in Nederland van bijna twee miljard
kubicke meter per jaar komt dit overeen met
een jaarlijkse belasting van circa 200 en 50 kilo
respectievelijk voor nonylfenolethoxylaaten
nonylfenol, dat via het rwzi-effluent worde
afgevoerd naar oppervlakrewater.

o
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100 %

Frequentieverdeling van vitellogenine in mannelyke regenboogforel na tn situ bloctstelling aan rwzi-effluent (100%) en verdunningen met opperviaktewater (o%).

4 10°- 10" ng/ml 5 meer dan 10" ng/ml

Oestrogene potentie

Uit de meetresultacen blijkt dus dat rwzi's
een groot aantal (xeno-)oestrogene stoffen effi-
ciént verwijderen. Hierdoor wordt de oestro-
gene potentic van het ruwe ongezuiverde
rioolwater in zeer belangrijke mate geredu-
ceerd. Desondanks kan het rwzi-effluent een
deel van zijn oestrogene potentic behouden en
een emissicbron van oestrogene potentie blij-
ven. Dit kan leiden tot de eerder genoemde
veryrouwelijkende oestrogene effecten op
waterorganismen nabij het lozingspunt. Aan
de hand van een aantal aanvullende biologi-
sche studies wordt dit verband verder geillu-
streerd en aannemelijk gemaake.

In situ doorstroomexperimenten

Zo zijn met in situ doorstroomexperimen-
ten op de rwzi Eindhoven testvissen (regen-
boogforellen] ter plekke gedurende twee
weken blootgesteld aan verdunningen van het
cffluent met het bovenstroomse oppervlakte-
water uit de Dommel (van 100 procent rwzi-
effluent tot 100 procent oppervlaktewater). Het

Tabelz.  Concentratieranges van steroidhormonen en nenylfenol{cthoxylaten] in ongezwiverd stedelyk afvalwater en
rwzi-effluencen’.
parameter ongezuiverd stedelijk afvalwater rwzi-effluent

het rwzi-cffluent aangetoond; de concentratic 170-oestradiol (ng/]) 0,7-15 <04

in de overige effluentmonsters lag beneden de 17B-oestradiol (ng/l) 17 - 150 <08

detectiegrens. oestron (ng/l) 20- 130 <0,3-11
170-ethinyloestradiol (ngy/1) <03-59 <03-26

De aanwezigheid van nonylfenolen en nonylfenolethoxylaten (pg/l) <0,82-125 <1,9-22

nonylfenolethoxylaten vertonen in ruw stede- nonylfenol (ug/1) <0,24-19 <0,55-1,5

lijk afvalwater ecn grillig patroon; de ene keer

worden ze in hoge concentraties en de andere

keer in lage concentraties aangetrotten. Dit Tabel3.  Aantallegsels en totaal aantal gelegde cieren per groep volwassen zebravissen',

wijst op periodicke lozingen. Tijdens de zuive-

ring worden de goed in water oplosbare nonyl- testmedium referentie ([DSW)  vrouwelijk hormoon rwzi-effluent
fenolethoxylaten afgebroken tot de meer per- 1 nM 170-oestradiol

sistence hydrofobe nonylfenolen, dic aan het

zwevend materiaal zullen adsorberen. Deze aantal legsels 17 15 5
nonylfenolen hebben een hogere cestrogene totaal aantal eieren 4366 3215 1859

potentie dan de oorspronkelijke nonylfenol-

H;0 = 5-2004 17
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Afb. 3:

Geslachtsverschuving van jonge zebravissen na blootstelling van de ouderlijke vissen en de eteren/pasgebore-

nen in verschillende combinaties van referentiewater [DSW), het viouwelijk hormoon 170-oestradiol (Ez, 1

nM] en het geloosde rwzi-effluent.

100 procent rwzi-cffluent bleck oestrogene
effecten te vertonen in de vorm van een hoge
tot zeer hoge vitellogenine-inductic in alle
mannelijke regenboogtorellen. Verdunning
van dit rwzi-effluent met oppervlaktewater uit
de Dommel resulteerde in aanzienlijke verla-
ging van de vitellogenine-inductic (zie afbecl-
ding 2.

PLC-test in laboratorium

In cen invivo experiment, de zogenaamde
‘partial life cycle test’ (PLC-test) met zebravis-
sen, zijn op laboratoriumschaal geslachtsver-
schuivingen bij jonge vissen aangetoond®. In
de PLC-test waren in eerste instantie volwassen
zebravissen gedurende 25 dagen blootgesteld
aan het referentiemedium Dutch Standard
Water (DSW), aan het natuurlijke vrouwelijke
hermoon 170-oestradiol en het daadwerkelijk
geloosde rwzi-effluent uit Eindhoven. In de
laatste twee gevallen nam het aantal legsels en
het aantal gelegde eieren af ten opzichte van
het referentiemedium DSW (tabel 3). Onduide-
lijk s of dit effect bij het rwzi-effluent veroor-
zaakt wordt door de aanwezigheid van hor-
moonontregelende stoffen of algehele stress
van de vissen door het [over)leven in een sterk
gewljzigd medium.

Vervolgens werden de jongen vanaf het
vroege cistadium gedurende zes weken bloot-
gesteld aan dezelfde drie media als de ouder-
dieren. Na deze periode heeft geslachtbepaling
van de jonge visjes plaatsgevonden. Bij de juve-
niclen die bleotgesteld waren geweest aan

H,;O « 5-2004

170t-oestradiol en het geloosde rwzi-effluent
was een duidelijke verschuiving ten gunste
van het vrouwelijke geslacht te zien, resulte-
rend voor de effluent-groep in 17 procent
mannelijke, 15 procent ongedifferentieerde en
68 procent vrouwelijke zebravisjes (afbeelding
3). De feitelijke blootstelling van de juveniclen
was hierbij doorslaggevend en niet de bloot-
stelling van de ouders. Tot op heden is onbe-
kend of de geslachtsverandering blijvend of
reversibel is.

Hoe nu verder?

Het screeningsonderzoek laat zien dat op
basis van de momenteel beschikbare informa-
tic over onder neer de emissicbronnen van de
steroidhormonen en nonylfenol[ethoxylaten),
de verdunningsratio’s tussen rwzi-lozingen en
het ontvangende oppervlaktewater het goed
mogelijk is de risicolocaties voor hormoonont-
regeling in het Nederlandse aquatische milieu
te identificeren. Alleen de emissie van de ste-
roidhormonen uit mest naar de poldersloten
en de mogelijke resulterende oestrogene effec-
ten bij de waterdieren in gebieden met inten-
sicve vechouderij dient nog nader gekwantifi-
ceerd te worden. Door deze inventarisatie naar
potentiéle risicolocaties in regionale wateren
verder te continueren krijgen de waterbeheer-
ders een beeld van de mate van voorkomen van
hormoonontregeling in hun beheersgebied.

Verder is meer inzicht nodig in de gevol-
gen van langdurige blootstelling van andere
vissoorten en waterdieren aan hormoonont-
regelende stoffen en de ecologische relevantie

van de aangetoonde oestrogene effecten bij
mannelijke vissen (zoals vitellogenine-induc-
tic of het optreden van ovotestis) voor de voort-
planting en de populatie van de desbetreffende
vissoorten. Zo is nog onbekend of de oestro-
gene effecten zullen verdwijnen als deze vissen
niet meer worden blootgesteld aan (xeno-)
oestrogene stoffen. De verwachting 1s dat de
vitellogenine-inductic in de tijd zal afnemen,
omdat vitellogenine in bloedplasma doorgaans
een halfwaardetijd heeft van enkele weken. De
aanwezigheid van ovotestis wordt wel cens in
verband gebracht met de blootstelling aan
(xeno-Joestrogene stoffen in het juvenile sta-
dium wanneer de seksuele differentiatie
plaatsvindt.

Voor het verwijderen van hormoonontrege-
lende stoffen in een rwzi is het het beste een
onderscheid te maken tussen aan zwevende stof
adsorbeerbare en de hydrofiele stoffen. Het
tegenhouden van hydrofobe hormoonontrege-
lende stoffen (zoals nonylfenol) uit het rwzi-
cftluent kan zoveel mogelijk geschieden door
middel van de momenteel bestaande of in ont-
wikkeling zijnde vergaande verwijderingtech-
nieken voor zwevende stof zoals zand- en mem-
braanfiltratic of de membraanbioreactor. Voor
verdere verbetering van de verwijderingsefti-
ciency van de steroidhormonen in een rwzi
dient aansluiting te warden gezocht bij de ver-
dere optimalisatie van de zuiveringsprocessen
van de huidige rwz1's of het toekomstig onder-
zoek naar geavanceerde zuiveringstechnicken
voor de verwijdering van de goed in water
oplosbare maar biologisch slecht afbreckbare
stoffen in een rwzi. De tesultaten van een STO-
WA-literatuurstudie’ naar de verwijdering van
hormoonontregelende stoffen in een rwzi
komen in het hiernavolgende artikel aan bod. #
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