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Abstract

Bisphenol A (BPA) is an endocrine disruptor which is very present in our surrounding environment. As a
component mainly used in plastics and in the inner linings in cans, BPA can also be found in our bodies due
to migration into food. Once the substance is reaching the components of the body it is biotransformed into a
more water soluble molecule called monoglucoronide. Whether to measure the unconjugated BPA or the
monoglucoronide in biological samples is, in the world of scientists, still debated. Many hold that only the
unconjugated BPA is acting as a endocrine disruptor but contamination of BPA from materials in lab could
obscure the true levels of exposure. One could try the best to avoid contamination or instead measure the
levels of monoglucoronide. Both methods were conducted in this study in order to examine if there were any
exposure of BPA from canned fish to humans. 21 volunteers donated urine and blood samples after having a
lunch consisting of different fishes in cans. The samples were then analyzed for unconjugated BPA and
monoglucoronide in urine. Solely unconjugated BPA was analyzed in blood serum by two different
techniques - one with enzyme and one without. The analyses were performed by liquid chromatography-
tandem mass spectrometry. The results revealed elevated levels of BPA in urine and in blood serum samples,
with enzyme, several hours after lunch. Monoglucoronide in urine was partly detected when comparing with
earlier analysis executed by the Occupational and Environmental Medicine at Lund University. This could be
due to the present of other metabolites. Eating sardines or tuna gave a significant elevation of BPA in urine.
Hence canned fish is a source of exposure of BPA to humans. This study demonstrates the ubiquitous nature
of BPA in our daily life.
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1 Inledning

1.1 Bakgrund

Bisfenol A (BPA) ar en storskaligt producerad kemikalie inom plastindustrin. Amnet ar en viktig ravara vid
framstallning av framforallt polykarbonat plaster och epoxiharts. Dessa utgangsmaterial anvands sedan for
tillverkning av mangder av konsumentprodukter som exempelvis nappflaskor, vattenflaskor, matlador,
CD/DVD-fodral, leksaker m m. | konservburkar av metall for mat och dryck samt i vattenledningsror
anvands BPA-baserade material som inre ytskiktsbeldggning for skydd mot rost och korrosion. BPA
aterfinns, forutom i plastprodukter och -delar, dven i kassakvitton, tandfyllningar, lim, flamskyddsmedel,
malarfarg, golv, linser, medicintekniska produkter, elektronik m m. (Chapin et al., 2008;
Kemikalieinspektionen,  2011;  Vandenberg et al., 2007, Welshons et al., 2006).

Plaster baserade pa BPA borjade produceras for kommersiellt bruk under 50-talets senare
halft. Idag uppskattas vérldsproduktionen av BPA till sex miljoner ton per ar dar den storsta produktionen,
sett till volym, sker i Asien foljt av Europa och USA. Tillverkningsvolymerna spas 6ka inom den narmsta
framtiden pa grund av okad efterfragan (Vandenberg et al., 2010; Merchant Research & Consulting Ltd,
2013; Rochester, 2013). I Sverige finns det inte registrerat nagot foretag som producerar BPA och den
industriella hanteringen av bade BPA och plastmaterial tillverkad av BPA ar jamforelsevis begransad.
Daremot &r importen till Sverige av BPA-baserade plaster och fardiga produkter mer betydande. Importen
sker framst fran andra EU-lander (Kemikalieinspektionen, 2011).

Den allmanna befolkningen kan exponeras for BPA genom direkt kontakt med BPA pa
arbetsplatser eller genom den yttre miljén. Vid provtagningar av den yttre miljon har BPA detekterats i
vatten, jord, inomhus- och utomhusluft och bland dammpartiklar. BPA kan darmed inhaleras eller upptas in i
kroppen vid hudkontakt. Manniskan kan dven exponeras indirekt genom intag av foda eller dryck som har
varit i kontakt med material tillverkade av BPA exempelvis ytskiktsbeldggningen i konservburkar eller
dryckesflaskor (Chapin et al., 2008; Vandenberg et al., 2007; Rochester, 2013). Oralt intag ar den rutt av
exponering som tillfér avsevarda mangder BPA (Chapin et al., 2008; Jonsson muntligen, 2014; Vandenberg
et al., 2007). Chapin et al., (2008) och Vandenberg et al., (2007) rapporterar om ett flertal studier som har
uppmatt lackande BPA fran konservburkar till diverse matprodukter sdsom fisk, frukt och gronsaker. Att
rester av BPA kan migrera fran konservburkar och fardiga plastprodukter under anvandning beror pa
ofullstandig polymerisation®. Aven vid fullstindig polymerisation kan molekyler av BPA migrera frén
plastmaterial ifall det har utsatts for hoga temperaturer eller for sura eller basiska I6sningar (Brotons et al.,
1995; Vandenberg et al., 2010).

Fri, okonjugerad BPA paminner om &strogen och ar darfor hormonstorande. Molekylen
binder till kroppens 6éstrogenreceptorer och kan stimulera responser liknande 6strogen (Gould et al. 1998;
Rochester, 2013; Vifas et al., 2012). Vidare kan BPA agera som antagonist och blockera “normala”
responser genom att bade konkurrera mot kroppsegna Gstrogen och androgen (Bonefeld-Jorgensen et al.,
2007; Ritcher et al., 2007; Sohoni & Sumpter, 1998; Wetherill et al., 2007). BPA kan &ven interagera med
andra delar, vavnader och system i kroppen exempelvis med skoldkorteln, organ, centrala nervsystemet och
immunsystemet (Moriyama et al., 2002; Wetherill et al., 2007). Halveringstiden for BPA ar mellan fyra till
sex timmar vilket &r relativt kort (Lindh muntligen, 2014; Volkel et al., 2002). BPA upptas forst i mag- och
tarmkanalen, vid oralt intag, och metaboliseras sedan i levern dar molekylen konjugeras till vattenltslig

1 polymerisation - en kemisk reaktion vid vilken relativt sma molekyler, monomerer, sammankopplas till en mycket storre
kedjemolekyl, en polymer (Polymerisation, 2014). Forenklat & BPA en monomer som kravs vid tillverkning av exempelvis
polykarbonatplast som ar en polymer (Rochester, 2013).


http://www.ne.se/lang/monomer
http://www.ne.se/lang/polymer

glukoronid (oftast monoglukoronid) (Pottenger et al., 2000; Snyder et al., 2000; Inoue et al., 2001; Jénsson
muntligen, 2014; Vdlkel et al., 2002; Yamada et al., 2002). Konjugationen sker med hjalp av enzymet
glukoronyltransferas (figur 1).

glucuronyltransferase
- COOH
HO OH HO 0 0—|\1|1
OH

H OH

BPA BPA-gluc H

OoH H
Figur 1 Molekylstruktur av BPA och monoglukoronid (BPA-gluc) samt biotransformation eller s k konjugering av
BPA i manniska. Enzymet glukoronyltransferas satter pa glukorongrupp, en sockermolekyl, vilket gor BPA
vattenlosligt och molekylen kan déarmed utsondras i urin. Bildkélla: Volkel et al., 2005.

Monoglukoronid skickas sedan till blodomloppet och vidare till njurarna dar den utsondras i urin. Denna
metabolit forefaller vara den mest narvarande da BPA intas oralt och ar inte biologisk aktiv (Jonsson
muntligen, 2014; Volkel et al., 2002).

Mekanismer av hur BPA leder till ett visst sjukdomstillstand & manga ganger oklart da det
endokrina systemet och kroppens andra system ar komplexa. Manga nyligen utférda epidemiologiska studier
har anda, med signifikanta resultat, pavisat samband mellan exponering av BPA med ett flertal olika
sjukdomstillstand (Becker et al., 2009; Calafat et al., 2008; Rochester, 2013; vom Saal & Hughes, 2005;
Welshons et al., 2006). Detta starker bevisen pa att BPA ar en riskfylld kemikalie (Rochester, 2013). Enligt
Rochesters studie, dar forfattaren har tittat pa Over nittio studier om BPA och dess halsoeffekter, ar
exponering av BPA starkast relaterat till negativa konsekvenser av beteende- och nervsystemets utveckling
hos barn samt till minskad fertilitetsformaga hos vuxna (Rochester, 2013). Numera ar BPA-forskarna aven
oroliga 6ver exponering av laga doser av BPA eftersom sadan exponering bedéms vara mer relevanta och
forekommande i var miljo. Darutover pavisar dem ocksa negativa halsoeffekter (Rochester, 2013). Men det
finns ocksa studier som inte funnit nagra samband mellan BPA och halsoeffekter samt studier dar dem i
resultaten inte uppmatt nagra betydande mangder av BPA i kroppen (Gyllenhammar et al., 2013; Volkel et
al., 2005).

Svarigheter kring analys av BPA
Forskarna mater manga ganger olika former utav BPA vilket kan leda till att olika slutsatser dras kring
amnet. Exempelvis har manga studier matt pa den totala halten av BPA, det vill sdga bade fritt BPA och
monoglukoronid. Ifall detta ar korrekt ar omdiskuterat dd manga menar att monoglukoronid &r en ofarlig
metabolit vilket i sddana fall skulle bidra till ett 6verskattat resultat for vissa grupper. Andra méter bara pa
fritt BPA, vilket dr den biologiskt aktiva formen, som tidigare namnt, men det problem som uppkommer vid
denna metodik &r kontaminering. Kontaminering av prover med fritt BPA &r en viktig aspekt nér det kommer
till analys av BPA eftersom molekylen finns 6verallt och kontamineringshalterna kan darfor skymma de laga
halterna som finns i de biologiska matriserna (Calafat et al., 2013; Jonsson muntligen, 2014). Aven om detta
ar allmént kant bland forskarna kan det vara okant for andra aktorer som exempelvis ska paketera prover. Ett
sétt att undkomma kontaminering dr att anvdnda glukoronidas i analysmetoden. Detta enzym klipper
bindningen mellan BPA och sockergruppen och darmed kan man vélja att bara mata pa den avklippta
molekylen av BPA som har passerat kroppen. Alternativt dr att bara mata halter utav monoglukoronid men
eftersom denna inte anses farlig ar denna metod inte vanlig.



1.2 Syfte & fragestéllningar

Eftersom BPA &r en vanlig och utbredd kemikalie, och dven en misstankt riskkemikalie, syftar denna studie
till att undersoka om det sker nagon exponering av BPA fran olika fiskkonserver. Att enbart analysera for
monoglukoronid har tidigare inte genomforts i ndgon omfattande utstrackning vilket ar intressant i
metodutvecklingssyfte for BPA pa Arbets- och miljomedicin avdelningen (AMM) pa Lunds
universitetssjukhus. Féljande fragestallningar amnar jag att besvara:

Exponeras vi manniskor for BPA nar vi ater fiskkonserver? Gar det att se i urin? Gar det att se i blod?
Om ja, vilka fiskkonserver ger mest exponering?

- Om exponering av BPA sker, & det dd majligt att detektera monoglukoronid i urin?
Om ja, hur skiljer sig mina analyser av monoglukoronid med AMM:s tidigare analyser av total BPA?

Miljévetenskaplig relevans

Min studie ar miljovetenskaplig intressant eftersom vi dagligen omges av BPA och darmed de hélsorisker det
for med sig. Det ar dessutom oerhort viktigt, ur ett folkhdlsoperspektiv, att utveckla analysmetoder for att i
framtiden kunna forbattra dem och tydliggéra i vilka mangder vi ménniskor faktiskt exponeras for.
Identifiering av exponering av hormonstérande @mnen &r ett led i arbetet mot att uppna miljomalet Giftfri
miljo samt for eventuell omvérdering av dagens omtvistade TDI> inom EU som &r satt till 50 pg/kg
kroppsvikt/dag (Rochester, 2013). | framtiden kan lagar kring BPA dven komma att férandras med tanke pa
en forvantad 6kad anvandning av plaster tillverkade av material som &r baserade pa BPA.

Avgrénsning

I denna studie kommer jag inte att fordjupa mig kring huruvida orsaksforloppen av de eventuella
halsoeffekterna som kan komma av exponering. Halterna av BPA som har uppméts kommer vara fran
humana biologiska matriser och inte fran djur eller fran var yttre omgivande miljo.

2 Tolerabelt dagligt intag (TDI) anger den méngd av ett &mne som en méanniska beddms kunna f& i sig via fodan varje dag under hela
sitt liv utan att det ska ge nagra negativa halsoeffekter (Kemikalieinspektionen, 2011).



2 Metod

Jag har valt att analysera prover fran deltagarna i denna studie pa AMM:s laboratorium, och efter deras
metodik, da de har erbjudit mig dessa prover och de har &ven mycket erfarenheter kring analys av BPA.
Vidare &r AMM:s laboratorium ett referenslaboratorium for BPA. Metodiken ar utarbetad av Lindh, Amilon
och Maxe ar 2014,

Metoden ar i vissa avsnitt uppdelad i understycken dar (I) beskriver metodiken for
urinanalyserna och (I1) for analyserna i blodserum. I urin analyserades bade fritt BPA och monoglukoronid. |
blodserum analyserades fritt BPA med och utan glukoronidas. Hédanefter benidmns “blodserum” som
”serum”.

2.1 Prover

I. Urinproverna kommer ifran ett tidigare projekt dar 21 frivilliga personer, under mars 2014, intog olika
sorter utav fiskkonserver till lunch. Anledningen till varfor man hade valt fiskkonserver var for att dessa
produkter misstanktes innehalla BPA. Léackage av BPA i konservburkar sker ocksa i hogre grad till fet mat
(Lindh muntligen, 2014). Testpersonerna var av blandade kon och aldrar med boende i Lund omnejd.
Insamlingen av urin skedde en gang innan lunch (U-1) och sedan fyra timmar efter lunch (U-2), atta timmar
efter lunch (U-3) samt en sista gang morgonen darpa (U-4) for varje person. Urinproverna har sedan lagrats i
polypropylenrér, fria fran BPA, i frys med en temperatur pa -20°C, pa AMM.

Il. Fem frivilliga personer, som ingick i det projekt som namndes ovan, lamnade dven
blodprover till AMM for analys av BPA i blod. Provtagningen skedde en gang fore intag av fiskkonserver
vid lunchtid och sedan ytterligare en gang efter lunch, klockan 15:30, for varje person. Sedan centrifugerades
proven for att skilja fram serum i blod. Serumet dverfordes sedan till polypropylenrér for lagring i frys med
en temperatur pa -20°C, pa AMM.

2.2 Upparbetning av prover infor analys

I. Innan paborjad analys forbereddes urinproverna (4 x 21 st), rena prover utan kemikalier (kemblank),
kontrollprover med kand undre samt 6vre koncentration av BPA och en serie av standardprover spikat med
kénda koncentrationer av BPA (50, 25, 10, 5, 2.5, 0.5 och 0 ng BPA/mI urin) samt en serie av standardprover
for monoglukoronid (50, 25, 10, 5, 2.5, 0.5 och 0 ng monoglukoronid/ml urin). Normalurinen, med ett lagt
innehall av BPA, som anvands till standardkurvan ar faststalld sen innan. Glasinsatser preparerades darfor
med upptinat urin, ren BPA eller monoglukoronid, intern standarder (IS), buffertlésningar och 16sningsmedel
enligt tabell 1 i en 96-halsplatta (figur 2).

Tabell 1 Lista for upparbetningen av urinprover, blodserumprover samt tillhérande standarprover for standardkurva,
kemblank och kontrollprover som behdvs for att analysera for BPA och monoglukoronid. Vid analys av serum utan
glukoronidas tillsattes inga enzym.

INNEHALL

z Standardkurva 200 pl normalurin + 100 pl 1M ammoniumacetat pH 6,5 + 25 pl BPA 400/200/80/40/4/0 ng/ml eller
% monoglukoronid 400/200/80/40/4/0 ng/ml + 25 pl metanol + 25 ul IS



Prov 200 pl urin 100 pl 1M ammoniumacetat pH 6,5 + 25 pl metanol + IS

Standardkurva 100 pl normalserum + 10 pl 1M ammoniumacetat pH 6,5 + 25 pl BPA 200/80/40/20/4/2/0 ng/ml + 10 pl
glukoronidas + 25 pl metanol + 25 pl IS + 200 pl acetonitril

s Kemblank 100 pl MQ-vatten + 10 pl 1M ammoniumacetat pH 6,5 + 10 ul glukoronidas + 25 pl metanol + 25 ul IS
a + 200 pl acetonitril
]
2 Kontrollprov 100 pl kontrollurin (inga kontrollprover for serum) + 10 pl 1M ammoniumacetat pH 6,5 + 10 pl
glukoronidas + 25 pl metanol + 25 pl IS + 200 pl acetonitril
Prov 100 pl serum + 10 pul IM ammoniumacetat pH 6,5 + 25 il metanol + 25 pl IS + 200 pl acetonitril
Figur 2 Upparbetade prov i
_—_— - - [}
St glasinsatser i en 96-halsplatta.
-
&
/

Dubbletter for alla prov gjordes pa ytterligare plattor for kontroll vilket resulterade i totalt fyra plattor. Alla
pipettspetsar och laboratorieglas som anvéndes var dessforinnan skoljda med vatten och darefter med 95 %
etanol for att fa bort eventuell 16st BPA. 96-halsplattorna med de olika proverna forslots sedan med en
forslutningsmatta och mixades sedan kort i Multi-Tube Vortexer VWR. Efterat centrifugerades plattorna i
centrifug Sigma 4-16 i tio minuter med rcf 3000. Kemblank-proverna var till for att se ifall det tillkommer
andra @mnen eller mer utav BPA under laborationens gang vilka dras bort fran den ursprungliga registerade
vardet (formel 1). Standardproverna var till for att kunna faststédlla standardkurvor for fritt BPA samt for
glukoronid. Referenspunkterna till kurvorna var dérfor spikade med k&nda koncentrationer av rent BPA
respektive rent glukoronid i normalurin. Standardkurvorna anvéndes sedan for att rakna ut den méngd av
BPA eller monoglukoronid som finns i ett ok&nt prov med hjélp av standardkurvans ekvation (tabell 2).
Kontrollproverna i sin tur anvands for att sdkerstélla standardkurvans validitet. Ldsningen med intern
standarden D14-BPA, vilket tillsattes till alla prover enligt tabell 1 ovan, behdvdes for att kunna kompensera
for de felkallor som sen uppkommer i analysdelen (formel 1).

I1. Serumproverna (2 x 5 st) forberedes med samma tillvagagangssatt enligt tabell 1 efter
upptining och med samma materiel som anvandes vid upparbetning av urinproverna. Eftersom blodproverna
analyserades for fritt BPA med och utan glukoronidasmetoden gjordes tva uppsattningar av varje prov varav
den ena uppsattningen fick enzymet glukoronidas tillsatt. En serie av standardprover utarbetades aven for
serumproverna. Aven for serumproverna gjordes dubbletter for kontroll och darmed gjordes totalt tva 96-
halsplattor. Kontrollproverna for serum ar dem som tidigare anvandes till urin eftersom kontrollprover for
serum inte fanns tillgdngliga. Samtliga 96-hélsplattor inkuberades sedan i 37°C, i Heidolph Inkubator
Titramax 1000, med rpm 500 i 30 minuter. | detta moment optimerar man enzymaktiviteten i proverna.
Proverna tillats darefter svalna till rumstemperatur innan resterande Igsningar tillsattes enligt tabell 1. Alla
I6sningar i tabell 1 tillsattes manuellt genom vanlig pipettering forutom acetonitril. Denna tillsattes samtidigt
till alla prover i varje platta i en sa kallad multipipettrobot av typen Liquidator 96 Ranin Pipetting 360°.
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Acetonitril tillsattes for att denaturera proteinerna i serum for att eliminera stérande molekyler vid senare
analyser. Plattorna skakades déarefter i en Multi-Tube Vortexer VWR i 30 minuter och placerades sedan i
centrifug Sigma 4-16 i tio minuter med rcf 2600.

2.3 Analys av prover for fritt BPA och monoglukoronid

I. Efter centrifugering kordes urinproverna in i en vétskekromatografi-tandemmasspektrometri av typen
Sciex Qtrap 5500 Applied Biosystems (LC-MS-MS) for analys (figur 3). | det forsta steget av systemet déar
provigsningen passerar vatskekromatografin (LC), tas eventuella stérningar bort i en reningskolonn da
proverna som analyseras innehaller laga nivéer av BPA eller monoglukoronid. Sedan férs provldsningen
vidare in i det andra steget med tandem masspektrometern (MS-MS). | denna del utsitts BPA- och
monoglukoronid-molekylerna forst for en hég spanning, sedan vakuum och till sist for kollidering med
kvave i MS-MS-systemets olika kvadropoler. Molekylerna bildar da en moderjon med molekylvikten 227
g/mol fér BPA och 404 g/mol fér monoglukoroniden vilket &r det som registreras som kvantifierbara signaler
pa datorn genom analyskolonen. Denna separerar olika &mnen for att ratt amne ska kunna identifieras och
kvantifieras. Intern standarden registreras ocksa pa samma satt.

Il.  Serumproverna
frystes in innan analys i LC-MS-
MS-systemet pa grund av att
instrumentet behdvdes rengoras.
Né&r rengoringen var klar tinades
serumproverna upp och analysen
fortgick  likadant som  for
urinproverna.

Figur 3 Vitskekromatografi-

i tandemmasspektrometri-systemet pa
AMM dér urinprover samt
serumprover analyserades for BPA
och/eller monoglukoronid.

2.4 Utvardering av méngden BPA och monoglukoronid i varje prov

. Signalerna fran de olika amnen som LC-MS-MS-systemet har lyckats registrera omvandlas till olika toppar
vars intensitet beskrivs pa en y-axel och pa x-axeln finns retentionstiden angivet i minuter. Med hjalp av
tidsaxeln kan man identifiera vilket amne uppkommande toppar representerar eftersom man vet utifran
tidigare erfarenheter vid vilken tidpunkt BPA samt monoglukoronid kommer i diagrammet. Toppen for BPA
kommer runt 3.28 minuter och toppen fér monoglukoronid runt 2.11 minuter. Det dr areorna, A for alla
prover, Axem for kemblank och Ais for 1S:en, under grafernas toppar som ar de parametrar som behévs for att
kunna rakna ut koncentrationerna av BPA och monoglukoronid (avsnitt 2.5). Vissa signaler hade registrerats
fel, det vill sdga att MS-MS-systemet registrerat andra toppar, och darfor justerades dessa fel i programmet
MultiQuant™ Software. | detta program kontrollerades &ven att intern standarden Iag i ratt position i relation
till registrerat &mne och retentionstid.

I1. Samma utvarderingsmetodik tillampades for serumproverna. BPA:s retentionstid var 3.45
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minuter i serum.

2.5 Berdkning av koncentrationerna av BPA och monoglukoronid i varje
prov

. Standardkurvor utformades for BPA och monoglukoronid utifran de kénda koncentrationerna av respektive
amne som tillsattes i standardproverna samt av de utslag standardproverna gav fran MS-MS-systemet (tabell
2). Alla berékningar utfordes sedan i Excel.

Tabell 2 Standardkurvornas ekvationer och R%-vérden samt for vilka prover som koncentrationen av BPA eller
monoglukoronid kan beraknas for.

PROVER ANALYSAMNE STANDARDKURVANS EKVATION

Platta 1; pers. 1 - 10 BPA y =0.099x + 0.020; Rz = 0.996
Platta2;pers.1-10 | BPA | y=0091x+0063; R2=0987
Plattal;pers. 1-10 | monoglukoronid | y= 22461x-3915;R2= 0996
£ |Patazpersi-10 | monoglukoronid | | y=5005x +5918; R2=0.987
> | Platatpes11-21 |eea T y=0106x+0025; R2=0996
Platta2;pers. 11-21 | BPA | y=0078x+0064;R2=0991
Platta1;pers. 11-21 | monoglukoronid | y=7032x +3248; R2=0.998
Platta2;pers. 11-21 | monoglukoronid | y=5995x +5018; R2=0.987

Platta 1; pers 3,5, 15, 17 & 18 BPA med glukoronidas y =0.049x + 0.009; Rz = 0.997
S | Plattal;pers3,515,17&18 | BPAutanglukoronidas | y = 0.045x +0.021; R2=0999
i pers3,515,17&18 | BPAmed glukoronidas | y=0.048x + 0.012; R2=0.999
Platta2; pers3,5,15,17& 18 | BPAutan glukoronidas | y = 0.046x +0.018; R2=0999

Innan standardkurvorna kan utnyttjas for att rakna ut koncentrationen av BPA och monoglukoronid divideras
alla A-varden och Axem med respektive Ass. Sedan subtraheras Axem av respektive amne fran den erhallna
kvoten for att fa y for varje prov (formel 1).

A A
Formel 1: (—") — (M) =y
Ars A

dér A, = area under graf som representerar mangden BPA eller monoglukoronid i n:te provet; Axem = area under graf som
representerar mangden BPA eller monoglukoronid i kemblank-proverna; A;s = area under graf som representerar intern standardens
méngd.

Dérefter 16ses koncentrationerna av respektive amne, Xgpa OCh Xgry, Ut ur standardkurvornas ekvationer
eftersom y-vardena ar kanda for varje prov (tabell 2). Medelvardet av de tva koncentrationerna fran
dubbelprov raknades ut. | ett sista steg justerades alla erhallna koncentrationer av BPA och monoglukoronid
for kreatinin®, med urinens redan framtagna kreatininvarden Uyeqinin- Detta for att kompensera for att de olika

% kreatinin — en molekyl, en nedbrytningsprodukt, narvarande i urin (Lindh, muntligen 2014).

13



urinproverna har olika densitet. Detta gjordes med formel 2 fér BPA och med formel 3 fér monoglukoronid.

((xppan*1000)/mpp4)

Formel 2: x 4
Urreatanin

Formel 3: ((xgLyn * 1000)/mgyy)
Ukreatanin

dér Xgpan = koncentrationen av BPA (ng/ml) i n:te provet; Xg u, = koncentrationen av monoglukoronid (ng/ml) i n:te provet; mgpa =
228.29 g/mol, molekylvikten fér BPA; mgy = 40441 g/mol, molekylvikten  for  monoglukronid

Il. For att berdkna koncentrationerna av BPA i serum utférdes samma utrakningsforfarande som ovan
forutom att formel 3 uteslots da jag endast analyserar for fritt BPA i dessa prover. Se standardkurvorna for
serumproverna i tabell 2.

2.6 Jamforelse av resultat fran urinproverna med tidigare resultat
analyserat med enzym

| tidigare analyser som AMM har utfort pa urinproverna anvandes enzymet glukoronidas. Vid analys av
dessa prov finns da bade fritt BPA och molekyler av BPA som blivit klippta fran sin sockergrupp vilka
tillsammans kallas for total BPA. For att fa reda pa hur mycket av de totala BPA-molekyler som faktiskt har
genomgatt konjugering i kroppen och om de uppmatta halterna av monoglukoronid i min studie motsvarar
dessa anvéndes formel 4,

[mono—glu BPA],

Formel 4: =
[tot BPA],— [friBPA],

déar [mono-glu BPA], = koncentrationen av monoglukoronid (nmol/mmol) i n:te provet; [tot BPA], = koncentrationen av total BPA
(nmol/mmol) i n:te provet; [fri BPA], = koncentrationen av fritt BPA (nmol/mmol) i n:te provet. Samtliga vérden &r
kreatininjusterade. b = forhéllandet mellan MgLun och ([tot BPA], - [fri BPA],).

Om b = 1 férmodas att alla de avklippta molekylerna av BPA, fran de tidigare analyserna med glukoronidas,
har konjugerat med molekyler av monoglukoronid som jag har funnit. Om b < 1 eller b > 1 ligger det andra
mekanismer bakom detta forhallande.

2.7 Utvérdering av samband mellan exponering av fiskkonserver med
resulterande halter av fritt BPA

Resultatet fran exponeringsnivaerna av BPA i samtliga urinprover jamfordes med vad deltagarna at.
Fisklunchen &r kategoriserade enligt tabell 3. Det icke-parameteriska oberoende Mann-Whitney U testet
anvandes for att statistiskt testa kategorierna av fiskkonserver mot halterna i urinproverna U-1, U-2, U-3 och
U-4. Detta test valdes eftersom mina varden inte ar normalférdelade. Av den orsaken att Mann-Whitney bara
kan jamfora varden mot tva grupper i taget testades halterna i alla urinproverna mot parvisa kategorier
(Miller & Miller, 1988).
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Tabell 3 Fiskkonserverna som volontarerna intog till lunch ar kategoriserade i fyra olika kategorier. Antalet personer i
respektive kategori star under kolumn N.

KATEGORI FISKKONSERV N (personer)
1 1-1w%burk sardina 120 g 8
2 1 burk tonfisk 4 100 g 5
3 1 burk sardin + 1 burk makrill. 1 burk makrill & 125 g. Totalt 245 g. 5
4 1 burk sardin + 1 burk tonfisk. Totalt 220 g. 3
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3 Resultat

3.1 Uppmatta halter av fritt BPA och monoglukoronid i urin

BPA detekterades i samtliga urinprover, dven i proverna U-1 (tabell 4). Halterna i proverna U-1 &r emellertid
forsumbara med nagra undantag. Urinproverna U-1 for person 1, 15 och 19 hade dock nagot hogre halter av
BPA innan intag av fisk. | de flesta urinprover uppmaéttes de hdgsta halterna av BPA i proverna U-2 och i
proverna U-3. Hos person 3, 12, 15 och 20 uppmattes emellertid de hdgsta halterna av BPA i proverna U-4.
Person 11 &  svar att utvardera dd  denna  endast lamnat  tre  prover.

Aven monoglukoronid &terfanns i samtliga urinprover (tabell 4). De hogsta forhojda halterna av
monoglukoronid uppméttes i urinproverna U-2 foljt av urinproverna U-3, U-1 och U-4. Generellt syns en
trend dar halterna av monoglukoronid ar hogre an halterna av fritt BPA i urin. Enstaka urinprover hade
forsumbara halter av monoglukoronid. Halterna av monoglukoronid av samtliga urinprover fran person 4 gar
inte att utvardera da detta resultat anses orimliga.

b < 1 for nastan samtliga urinprover (tabell 4). For person 1, 5, 16 och 19 i urinproverna U-1 var b > 1. Flera
urinprover hos person 16 var b > 1. b = 1 aterfanns hos person 1 i proverna U-3 och U-4 samt hos person 19 i
prov u-4.

Tabell 4 Redovisning av resultaten pa de uppmatta koncentrationerna av fritt BPA och monoglukoronid (nmol/mmol)
frén alla urinprover fran samtliga 21 volontarer. Fjarde kolumnen frén vénster visar koncentrationerna pé total BPA
(nmol/mmol), vilka &r resultatet analyserat med glukoronidas, fran en tidigare analys pd samma urinprover utford av
AMM. Samtliga prover ar justerade for kreatinin. U-1 = urinprov taget innan lunch, U-2 = urinprov taget fyra timmar
efter lunch, U-3 = urinprov taget atta timmar efter lunch och U-4 = urinprov taget morgonen darpa. Kvoten b beskriver
forhallandet mellan den uppmatta koncentrationen av monoglukoronid och koncentrationen av klippt BPA fran de

tidigare analyserna med glukoronidas.
* Fel/problem vid analys/upparbetning utav prover. **Fdrsumbara koncentrationer av BPA/monoglukoronid.
Fritt BPA Mono-glu. BPA Total BPA b
Prov (nmol/mmol) (nmol/mmol) (nmol/mmol)
Pers-1  U-1 0,30 3,45 0,87 6,00
Pers-1  U-2 0,63 2,93 4,05 0,86
Pers-1  U-3 0,46 2,36 2,00 1,53
Pers-1  U-4 0,24 1,30 1,52 1,02
Pers2 U4 00 024 160 015
Pers-2  U-2 0,30 3,47 10,87 0,33
Pers-2  U-3 0,42 1,53 7,13 0,23
Pers-2  U-4 0,05** 0,52 2,28 0,23
pers3 U4 005% 052 125 043
Pers-3  U-2 0,17 1,74 6,98 0,26
Pers-3  U-3 0,30 1,76 9,02 0,20
Pers-3  U-4 0,31 0,64 3,36 0,21
Pers-4 U1 008%™ 7110 023 184134
Pers-4  U-2 0,13 258,68* 1,25 230,75*
Pers-4 U-3 0,17 148,06* 2,03 79,78*

16



Fritt BPA Mono-glu. BPA Total BPA

Prov (nmol/mmol) (nmol/mmol) (nmol/mmol) b
Pers4 U4 08 ] LA 157 268,28"
Pers5  U-1 0,14 0,12 o 251
Pers-5 U-2 0,05 0,77 2,62 0,30
Pers-5  U-3 0,19 0,56 2,42 0,25
Pers5 U4 0,06** 0,20 0,60 0,37
Pers6  U-1 C003 0050 008 047
Pers-6  U-2 0,33 1,43 7,09 0,21
Pers-6  U-3 0,32 0,94 438 0,23
Pese U4 013 . 017 119 0.16
Pers-7 U-1 0007 0 15 _____________________ O 31 ___________________ 050 _______
Pers-7  U-2 0,01%* 0,87 4,29 0,20
Pers-7 U-3 0,27 0,78 5,12 0,16
Pers7 U4 00T 023 113 021
Pers-8  U-1 0,14 0,1_0_ _____________________ O ,58 ___________________ 0,22 _______
Pers-8  U-2 021 1,51 7,54 021
Pers-8 U-3 0,14 1,40 7,37 0,19
Pers8 U4 0067 029 205 014
Pers-9  U-1 0,08%* 00 03t 025
Pers-9 U-2 0,18 1,37 5,92 0,24
Pers-9 U-3 0,02** 0,84 3,48 0,24
Pers9 U4 00T 014 086 018
Pers-10  U-1 0,08%* Coooa 03 016
Pers-10 U-2 0,09** 1,03 3,91 0,27
Pers-10  U-3 0,24 0,36 4,25 0,09
Pers10 U4 o 019 095 023
Pers-11  U-1 0,11 0,4_4_ _____________________ 0 ,82 ___________________ 0,63 _______
Pers-11 U-3 0,09%* 0,98 3,28 0,31
Persil U4 00T o 0,%0 0:66
Pers-12  U-1 0017 048 115 042
Pers-12 U-2 0,37 0,62 3,12 0,22
Pers-12 U-3 0,28 0,71 4,21 0,18
Pers12 U4 0L 068 2,38 0,36
Pers-13  U-1 0067 010 047 026
Pers-13 U-2 0,38 0,87 4,17 0,23
Pers-13  U-3 0,33 1,36 5,95 0,24
Pers13 U4 0097 024 113 0,23
Pers-14 U-1 0,13 0,2_5_ _____________________ O ,52 ___________________ 0,63 _______
Pers-14 U-2 0,05** 2,07 10,28 0,20
Pers-14  U-3 0,12 1,62 5,66 0,29
Pers14 U4 08 060 114 057
Pers-15  U-1 0,65 021 0% 08
Pers-15 U-2 0,43 2,06 7,99 0,27
Pers-15 U-3 0,35 2,26 9,86 0,24
Pers-15  U-4 1,22 0,81 4,17 0,27



Fritt BPA Mono-glu. BPA Total BPA

Prov (nmol/mmol) (nmol/mmol) (nmol/mmol) b
Pers-16 U-1 0,04** 21,70 0,64 36,13
Pers-16 U-2 0,31 10,42 1,99 6,21
Pers-16 U-3 0,11 5,92 10,34 0,58
Pers-16 U-4 0,30 3,88 8,33 0,48
Pers-16 U-5 0,11 2,45 0,99 2,78
Pers17 UL 002 oome 03 022
Pers-17 U-2 1,96 0,89 5,39 0,26
Pers-17 U-3 1,33 1,07 8,16 0,16
Pers-17 U-4 0,31 0,99 5,84 0,18
Pers-18 U1 008 03 o8t 047
Pers-18 U-2 0,34 1,79 7,93 0,24
Pers-18 U-3 0,34 2,00 7,95 0,26
Pers-18 U-4 0,09** 0,80 1,32 0,65
Pers19 U1 021 13 0s8 3712
Pers-19 U-2 0,08** 1,13 2,35 0,50
Pers-19 U-3 0,08** 0,67 2,10 0,33
Pers-19  U-4 0,01** 0,94 0,82 1,17
Pers20 UL 002 00e* 013 056
Pers-20 U-2 0,05** 0,57 1,72 0,34
Pers-20 U-3 0,04** 0,34 1,04 0,34
Pers-20  U-4 0,12 0,12 0,72 0,20
Pers2l UL 00T 03 058 069
Pers-21  U-2 0,30 3,72 13,90 0,27
Pers-21  U-3 0,53 2,70 14,69 0,19
Pers-21  U-4 0,36 1,38 4,88 0,30

Sammantaget syns en forhojd koncentration av bade fritt BPA och monoglukoronid i urin (nmol/mmol),
specifikt mellan urinproverna U-1 och U-2, det vill séga fyra timmar efter intag av fiskkonserver (figur 4 och
figur 5). Koncentrationerna av de bada molekylerna avtar sedan med tiden. Koncentrationen av
monoglukoronid ar generellt hégre i alla urinprov jamfort med koncentrationerna av BPA i respektive
urinprov vilket ocksa kan utlasas i de tva diagrammen.
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Figur 4 Koncentration av fritt BPA (nmol/mmol) i urin hos 21 volontérer efter exponering av fiskkonserver. De
uppmatta halterna &r kategoriserade efter vilken tidpunkt urinproven &r insamlade; U-1 = urinprov taget innan lunch, U-
2 = urinprov taget fyra timmar efter lunch, U-3 = urinprov taget atta timmar efter lunch och U-4 = urinprov taget
morgonen dérpa. Samtliga vérden ar justerade for kreatinin.
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Figur 5 Koncentration av monoglukoronid (nmol/mmol) i urin hos 21 volontarer efter exponering av fiskkonserver. De
uppmatta halterna &r kategoriserade efter vilken tidpunkt urinproven &r insamlade; U-1 = urinprov taget innan lunch, U-
2 = urinprov taget fyra timmar efter lunch, U-3 = urinprov taget &tta timmar efter lunch och U-4 = urinprov taget
morgonen darpa. Samtliga varden ar justerade for kreatinin.

19



3.2 Uppmatta halter av BPA i serum

Resultatet fran analys for BPA av serum med enzym, glukoronidas, pavisar forhojda halter av total BPA i
blod efter intag av fiskkonserver (figur 6). Person 18 var den som uppnadde de hdgsta halterna av BPA i
blod och hade aven den stérsta skillnaden mellan koncentration av BPA fore och efter intag av fiskkonserver.
Daremot kunde inte forhgjda halter av BPA i serum klargoras vid analys utan enzym.

1,00

0,80

0,60
dfore
0,40
W efter
0,20 Figur 6 Koncentration av BPA
(ug BPA/ ml serum) i serum hos
0.00 fem volontérer fore och ungefar
¥ T T T T

tre och en halv timmar efter
Pers-21 Pers-17 Pers-3 Pers-18 Pers-5 expone“ng av flskkonserver

Koncentration av BPA
{ug BPA/ml serum)

-0,20

3.3 Samband mellan vad volontarerna at och de resulterande
exponeringsnivaerna

Inget signifikant samband hittades vid jamforelse mellan de uppmaétta exponeringsnivaerna av fri BPA i de
flesta urinproverna och de fyra kategorierna av fiskkonserver, hos de 21 deltagarna (figur 7). Daremot
pavisades ett signifikant resultat vid jamfcrelse mellan kategori 1 och 2 och exponeringsnivaerna av BPA i

urin U-3 (p < 0,05).
1,00 2,00
N=8 N=5§
15 Mean Rank = 8,00 Mean Rank = 3,80 .5
1,04 mi
© &
- w
0,5 05
0,07 0.0
| | | | | | | | I
4.0 3.0 20 1.0 0.0 1.0 20 3.0 40

Figur 7 Pa y-axlarna visas koncentrationerna av BPA i urin U-3, som var insamlat atta timmar efter exponering av
fiskkonserver, hos nagra av de 21 volontarer. x-axlarna visar antalet personer med urinprov U-3. Staplarna i kategori 1
(till vanster) och staplarna i kategori 2 (till hoger) representerar de urinprover fran de tva skilda kategorierna. N =8
personer at av fiskkonserv fran kategori 1 vilket ar en burk med sardiner. N = 5 personer &t av fiskkonserv fran kategori

2 vilket ar en burk med tonfisk. Att koncentrationerna av BPA i U-3 beror pa lunch fran kategori 1 eller 2 ar signifikant
(p<0,05).
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4 Diskussion

4.1 BPA och monoglukoronid i urin

Resultatet fran min studie fann bade halter av fritt BPA och monoglukoronid i samtliga urinprover fran de 21
personer som deltog. Hos de flesta av deltagarna detekterades bade fritt BPA och monoglukoronid redan i de
urinprover som insamlades innan lunch aven om halterna &r oerhort laga. For tre personer (person 1, 15 och
19) var halterna av urinproverna som togs innan lunch nagot hogre (tabell 4). Att BPA och monoglukoronid
detekterades i samtliga prover samt att vissa personer bar pa hogre halter innan exponering av fiskkonserver
tyder pa att det finns en del i befolkningen som ar exponerade for BPA fran omgivningen eller annan mat.
Att halterna sedan Okar efter intag av fiskkonserver, som synes i urinproverna insamlade fyra timmar efter
lunch, ar ett bevis pa att exponering for BPA  fran  fiskkonserver  sker.
Resultatet (figur 4 och 5) visar pa stora individuella skillnader mellan halterna av BPA vid
urinprovtagningstillfallena och man kan &ven utldsa personer vars halter av BPA skiljer sig nagot fran det
generella exponeringsforloppet (dar deltagarna har laga halter innan exponering av fiskkonserver, sedan
nagot hogre halter efter exponering vilket sedan avtar ju langre tid som har passerat efter exponeringen).
Exempelvis har person 1 hdgsta halten av monoglukoronid i det forsta urinprovet och sedan sjunker halterna
under studiens géng (tabell 4). Aterigen kan detta vara ett tecken pd en annan exponeringskélla an
fiskkonserverna men detta kan aven beror pa att person 1 ar effektiv i att utsondra BPA i urin. Kanske &r den
sistndmnda forklaringen mer trolig eftersom halterna av fritt BPA hos person 1 inte ar anméarkningsvard.
Samma monster hittas hos person 16 men ddr ar halterna monoglukoronid mycket hogre &n snittet. Antingen
ar denna person véldigt exponerad for BPA men en mer sannolik forklaring ar att detta prov kan ha
upparbetats felaktigt eller analyserats fel i instrumentet. Det finns &ven andra faktorer som kan forklara
individuella skillnader i metabolism av BPA. Exempelvis spelar alder och sjukdomstillstand roll (Chapin et
al., 2008). For att minimera individuella skillnader i liknande studier i framtiden borde deltagarna ha fatt
likadana forutsattningar fran borjan det vill sdga likadana fiskkonserver och mangder (Lindh, muntligen
2014). Men de flesta uppnar de hdgsta halterna av BPA och monoglukoronid i de urinprov som lamnats fyra
eller &tta timmar efter exponering. Atta timmar &r relativt sent vid jamforelse med halveringstiden for BPA.
En trend som framkom av resultaten var att halterna av monoglukoronid var hogre &n halterna
av fritt BPA i urin. Detta ar rimligt da BPA ar en molekyl som kroppen snabbt stravar efter att metabolisera
och utsondra. | figur 4 och i figur 5 avtar halterna av BPA och monoglukoronid efter exponering av
fiskkonserver. Halterna av fri BPA sjunker for manga personer aldrig ner till noll under detta tidfonster vilket
pekar pa att biologiskt aktivt BPA finns narvarande i nastan ett dygn efter exponering av fiskkonserver.
I mars 2014 analyserade AMM i Lund samtlig urinprover for total BPA, med glukoronidas, i
urin (tabell 4). Eftersom kvoten b < 1 for nastan samtliga urinprover innebér detta att jag inte har lyckats
detektera alla molekyler av monoglukoronid som férmodligen finns i proven. Dalig kanslighet for
monoglukoronid i mé&tinstrument kan vara en orsak till detta. En annan tdnkbar orsak ar om det &ven finns
diglukoronid eller andra metaboliter av BPA i den uppmadtta halten av total BPA (Lindh, muntligen 2014).

4.2 Metoden med analys av monoglukoronid i urin

Manga andra studier analyserar framst for total BPA och i manga fall ocksa for fri BPA. AMM i Lund vill i
framtiden undersoka mojligheterna med att utveckla analysmetoder for monoglukoronid istéllet eftersom
man da direkt kan utesluta kontaminering dd monoglukoronid inte kan komma fran omgivningen. Att
matinstrumentet detekterade monoglukoronid i proverna var darfor positivt. Svarigheterna kring denna
metod kan i bérjan vara att det inte finns sd manga andra studier att jamfora med. Eftersom sockergrupper
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ocksa satts pa andra molekyler som kroppen vill bli av med ar det viktigt att verkligen sakerstalla att det ar
monoglukoroniden som instrumenten registrerar. Vid misstanke av eventuell ndrvaro av andra metaboliter av
BPA bor man ocksa finna analysmetoder for dessa for att korrekt uppmata exponeringshalter av BPA. Nya
kostnader tillkommer med nya metoder och materiel &r alltsa en frdga som maste Gvervagas. | denna studie
hade jag inte tillgang till ndgon intern standard vilket skulle ha stérkt resultatet. For framtida matningar av
monoglukoronid maste denna inforskaffas.

De uppmatta halterna i urinproverna som analyserades for monoglukoronid hos person 4 ar
helt orimliga och kan endast forklaras som metodikfel och/eller storningar 1 matinstrument.

Forskarna anser inte att monoglukoronid &r farlig och antagligen har det darfor inte blivit
vedertaget att analysera for monoglukoronid. Denna metabolit har dock en fordelaktig egenskap, att den
bara kan bildas i kroppen och da utesluter kontaminering. Dessutom, enligt min mening, ar det inte felaktigt
att analysera for monoglukoronid som ett matt pa exponering av BPA eftersom passagen for BPA till att bli
monoglukoronid &r lang. BPA hinner genom denna rutt interagera med olika delar utav kroppen innan den
omvandlas till monoglukoronid. Hur detta ter sig, dess kinetik, det vill s&ga nér och var BPA interagerar med
de olika systemen i var kropp ar féremal for framtida studier.

4.3 Analys av BPA i blodserum

| blod &r halterna av fritt BPA svara att upptacka eftersom halterna & mycket laga pa grund av kroppens
snabba metabolism av dmnet. Fritt BPA i blod indikerar dock intern exponering och dérfor anses det bland
vissa forskargrupper mer relevant att mata (Jonsson, muntligen 2014; Vandenberg et al., 2010). | ett av mina
tva forsok, dar jag anvande mig utav enzymet glukoronidas, pavisades total BPA i serum efter intag av
fiskkonserver hos de fem personer som lamnade blod. Nar jag daremot analyserade for fritt BPA utan
glukoronidas fann jag inget. For att fritt BPA ska kunna detekteras utan glukoronidas krdvs det troligen
hogre halter utav BPA. Ackumulation av fritt BPA i blod har tidigare inte upptickts men BPA kan
absorberas och lagras i andra stallen i kroppen for att sedan utsondras i sma doser till blodomloppet igen
(Fernandez et al., 2007). Med detta sagt ar det inte sannolikt att kunna upptacka fritt BPA i blod efter
fiskkonserver utan glukoronidas. Méjligen kan volymen av insamlade de blodproverna vara storre for att
BPA ska kunna detekteras. Person 18 hade hdgsta halterna av total BPA i serum (figur 6). Man kan koppla
detta till att denna person at tva stycken burkar utav fiskkonserv fran kategori 1 vilket ar en av dem
fiskkonserver ~ som gav  signifikant  forhojda koncentrationer  av BPA i urin.

Varfor halterna av BPA i serum ar negativa (figur 6) beror pa manuella justeringar av
kemblank vilket resulterat i storre halter av BPA i kemblank &n vad som finns i de tagna blodproven. Det kan
ocksa beror pa att storre halter av BPA faktiskt forekom i kemblank pa grund av misstag under upparbetning.

Kontrollprover av urin for analys av serum fungerade men for att korrekt analysera BPA i
serum bor kontrollprover av serum inforskaffas pa AMM.

4.4 Samband mellan vad volontarerna at och de resulterande
exponeringsnivaerna

Att fiskkonserver fran kategori 1 och 2 bidrog till exponeringshalterna i urinproverna U-3 var det enda
sambandet som var signifikant (figur 7). Detta innebér att halterna av fritt BPA blev hdgre i urin insamlat
atta timmar for dem personer som at sardiner eller tonfisk jamfort med de 6vriga personerna. De Gvriga som
at fiskkonserver i kategori 3 och 4 at dubbelt s& mycket fisk jamfort med de i kategori 1 och 2 men uppnadde
trots detta inte hogre halter av BPA. Kategori 4 at dessutom utav bade dem fiskkonserver som jag funnit
signifikant for. Person 18, som namnt i avsnitt ovan, at daremot tva
burkar sardiner (kategori 1) och fick halter av BPA i blod som var hogre &n de andra. Utifran detta resultat
borde de som &t av kategori 3 eller 4 ha fatt signifikant forhojda halter av BPA i kroppen men att det
formodligen var for fa personer som at av dessa kategorier och da for fa deltagande i studien. Mangden av
fisk i kategori 3 och 4 var ju dubbelt s& mycket som i kategori 1 och 2 som jag fick utslag for. Att hogsta
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halter av BPA aterfanns atta timmar efter lunch tyder pé att deltagarna tycks metabolisera BPA senare an
genomsnittet, vilket jag &ven ndamnde innan i avsnitt 4.1, men h& med signifikans.

Miljovetenskaplig relevans

Resultatet i denna studie visar att BPA kan vara vanligt forekommande i vardagen for manga grupper i var
befolkning. Manga matprodukter ar paketerade i konservburkar men exponering av BPA fran dessa & manga
ganger inte undersokta forutom bland nyfikna popularvetenskapliga institutioner. For att bli kvitt med
oenigheter kring BPA i forskningsvérlden bor identifikationsstudier av exponering likt denna utvidgas bland
andra produktomraden och medier i miljon. Detta skulle eventuellt starka popularvetenskapliga studier och
punktera oenigheter kring BPA. Identifikationsstudier av exponering for BPA tillsammans med fler
epidemiologiska studier och analysmetodutveckling kan bilda en stark grund for beslutsunderlag géllande
BPA-baserade produkter och eventuell omvéardering av dagens TDI for BPA i den ndrmsta framtiden. Detta
for att kunna komma léngre i arbetet gédllande miljomalet Giftfri miljc och &ven inom EU:s
kemikalielagstiftning.
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Slutsatser

Fiskkonserver ar en exponeringskalla av BPA da forhojda halter av denna molekyl har uppmatts bade i urin
och i blod hos deltagarna i denna studie efter enbart en lunch. Signifikanta halter uppnaddes vid intag av
sardiner eller tonfisk. Ocksa dess metabolit, monoglukoronid, fanns narvarande i urin vilket betyder att
kontaminering frdn omgivande labbutrustning helt kan uteslutas. Metodutveckling kravs dock for att starka
resultat fran analyser for monoglukoronid i urin. Troligen finns det &ven andra metaboliter av BPA i urin
vilka vi med dagens metoder inte kan se. Halterna av BPA i blod var svara att detektera men blev mojligt
med enzymet glukoronidas. Utséndringen av BPA bland deltagarna foreligger nagot langsammare jamfort
med den generella befolkningen och manga har kvar halter av BPA morgonen efter dagen da lunchen intogs
vilket kan medfdra dkade risker for exponering av BPA i kroppen for dessa.

24



Tackord

Jag vill hjartligen tacka Bo A. Jonsson, Christian Lindh och Margareta Maxe, pa Arbets- och miljomedicin
avdelningen, Lunds universitetssjukhus, for att ni har bidragit med tid och kunskaper och mdjliggjort detta
arbete.

25



Referenser

Vetenskapliga artiklar:

Becker, K., Glen, T., Seiwert, M., Conrad, A., Pick-FuR, H., Mller, J., ... & Kolossa-Gehring, M. (2009).
GerES IV: phthalate metabolites and bisphenol A in urine of German children. International journal of
hygiene and environmental health, 212(6), 685-692.

Biedermann, S., Tschudin, P., & Grob, K. (2010). Transfer of bisphenol A from thermal printer paper to the
skin. Analytical and bioanalytical chemistry, 398(1), 571-576.

Bonefeld-Jorgensen, E. C., Long, M., Hofmeister, M. V., & Vinggaard, A. M. (2007). Endocrine-disrupting
potential of bisphenol A, bisphenol A dimethacrylate, 4-n-nonylphenol, and 4-n-octylphenol in vitro:
new data and a brief review. Environmental Health Perspectives, 115, 69.

Brotons, J. A., Olea-Serrano, M. F., Villalobos, M., Pedraza, V., & Olea, N. (1995). Xenoestrogens released
from lacquer coatings in food cans. Environmental Health Perspectives, 103(6), 608.

Calafat, A. M., Koch, H. M., Swan, S. H., Hauser, R., Goldman, L. R., Lanphear, B. P., ... & Wolff, M. S.
(2013). Misuse of blood serum to assess exposure to bisphenol A and phthalates. Breast Cancer
Res, 15, 403.

Calafat, A. M., Ye, X,, Wong, L. Y., Reidy, J. A., & Needham, L. L. (2008). Exposure of the US population
to bisphenol A and 4-tertiary-octylphenol: 2003-2004. Environmental health perspectives, 116(1), 39.

Carwile, J. L., & Michels, K. B. (2011). Urinary bisphenol A and obesity: NHANES 2003—

2006. Environmental research, 111(6), 825-830.

Chapin, R. E., Adams, J., Boekelheide, K., Gray, L. E., Hayward, S. W., Lees, P. S., ... & Woskie, S. R.
(2008). NTP-CERHR expert panel report on the reproductive and developmental toxicity of bisphenol
A. Birth Defects Research Part B: Developmental and Reproductive Toxicology, 83(3), 157-395.

Fernandez, M. F., Arrebola, J. P., Taoufiki, J., Navalon, A., Ballesteros, O., Pulgar, R., ... & Olea, N. (2007).
Bisphenol-A and chlorinated derivatives in adipose tissue of women. Reproductive toxicology, 24(2),
259-264.

Gould, J. C., Leonard, L. S., Maness, S. C., Wagner, B. L., Conner, K., Zacharewski, T., ... & Gaido, K. W.
(1998). Bisphenol A interacts with the estrogen receptor o in a distinct manner from
estradiol. Molecular and cellular endocrinology, 142(1), 203-214.

Gyllenhammar, 1., Troger, R., Glynn, A., Rosén, J., Hellenés, K. E., & Lignell, S. (2014). Serum levels of
unconjugated bisphenol A are below 0.2 ng/ml in Swedish nursing women when contamination is
minimized. Environment international, 64, 56-60.

Joskow, R., Barr, D. B., Barr, J. R., Calafat, A. M., Needham, L. L., & Rubin, C. (2006). Exposure to
bisphenol A from bis-glycidyl dimethacrylate—based dental sealants. The Journal of the American
Dental Association, 137(3), 353-362.

Meeker, J. D., Calafat, A. M., & Hauser, R. (2009). Urinary bisphenol A concentrations in relation to serum
thyroid and reproductive hormone levels in men from an infertility clinic. Environmental science &
technology, 44(4), 1458-1463.

Melzer, D., Rice, N. E., Lewis, C., Henley, W. E., & Galloway, T. S. (2010). Association of urinary
bisphenol a concentration with heart disease: evidence from NHANES 2003/06. PloS one, 5(1), e8673.

Moriyama, K., Tagami, T., Akamizu, T., Usui, T., Saijo, M., Kanamoto, N., ... & Nakao, K. (2002). Thyroid
hormone action is disrupted by bisphenol A as an antagonist. Journal of Clinical Endocrinology &
Metabolism, 87(11), 5185-5190.

26



Richter, C. A., Birnbaum, L. S., Farabollini, F., Newbold, R. R., Rubin, B. S., Talsness, C. E., ... & vom
Saal, F. S. (2007). Invivo effects of bisphenol A in laboratory rodent studies. Reproductive
toxicology, 24(2), 199-224.

Rochester, J. R. (2013). Bisphenol A and human health: A review of the literature. Reproductive
Toxicology, 42, 132-155.

Sohoni, P., & Sumpter, J. P. (1998). Several environmental oestrogens are also anti-androgens. Journal of
Endocrinology, 158(3), 327-339.

Vandenberg, L., Chahoud, I., Heindel, J. J., Padmanabhan, V., Paumgartten, F. J., & Schoenfelder, G.
(2010). Urinary, circulating, and tissue biomonitoring studies indicate widespread exposure to
bisphenol A. Environmental health perspectives, 118(8), 1055-1070.

Vandenberg, L. N., Hauser, R., Marcus, M., Olea, N., & Welshons, W. V. (2007). Human exposure to
bisphenol A (BPA). Reproductive Toxicology, 24(2), 139-177.

Vifas, R., Jeng, Y. J., & Watson, C. S. (2012). Non-genomic effects of xenoestrogen mixtures. International
journal of environmental research and public health, 9(8), 2694-2714.

Vom Saal, F. S., & Hughes, C. (2005). An extensive new literature concerning low-dose effects of bisphenol
A shows the need for a new risk assessment.Environmental health perspectives, 113(8), 926.

Volkel, W., Bittner, N., & Dekant, W. (2005). Quantitation of bisphenol A and bisphenol A glucuronide in
biological samples by high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry. Drug
Metabolism and Disposition,33(11), 1748-1757.

Volkel, W., Colnot, T., Csanady, G. A, Filser, J. G., & Dekant, W. (2002). Metabolism and kinetics of
bisphenol A in humans at low doses following oral administration. Chemical research in
toxicology, 15(10), 1281-1287.

Welshons, W. V., Nagel, S. C., & vom Saal, F. S. (2006). Large effects from small exposures. I1l. Endocrine
mechanisms mediating effects of bisphenol A at levels of human exposure. Endocrinology, 147(6), 56-
69.

Wetherill, Y. B., Akingbemi, B. T., Kanno, J., McLachlan, J. A., Nadal, A., Sonnenschein, C., ... & Belcher,
S. M. (2007). In vitro molecular mechanisms of bisphenol A action. Reproductive Toxicology, 24(2),
178-198.

Ovriga kallor:

Kemikalieinspektionen. (2011). Bisfenol A - Rapport fran ett regeringsuppdrag. Rapport 2:11. Bromma.
Kemikalieinspektionen.

Merchant Research & Consulting Ltd. (2013). World BPA production grew by over 372,000 tonnes in 2012.
Hamtad 22 april 2014, fran http://mcgroup.co.uk/news/20131108/bpa-production-grew-372000-
tonnes.html

Polymerisation (2014). | ne.se. Hamtad 24 april, 2014 fran http://www.ne.se/polymerisation

Litteratur

Miller, J. C., & Miller, J. N. (2003). Statistics for analytical chemistry (2. uppl.). West Sussex: Ellis
Horwood Limited.

Personlig kommunikation
Jonsson, Bo A. (2014). Arbets- och miljomedicin, Lunds universitet. bo_a.jonsson@med.lu.se
Lindh, Christian. (2014). Arbets- och miljomedicin, Lunds universitet. christian.lindh@med.lu.se

27



28



LUNDS UNIVERSITET

Miljovetenskaplig utbildning

Centrum for klimat- och
miljoforskning

Ekologihuset
22362 Lund



