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http://www.spiegel.de/wissenschaft/mensch/0,1518,613063,00.html
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http://www.sueddeutsche.de/gesundheit/860/461486/text/
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Hormonelle Aktivität in Mineralwasser

http://www.aerztezeitung.de/medizin/krankheiten/hormonstoerungen/article/537477/mineralwasser-Oestrogen-aehnlichen-hormonen-belastet.html
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familien-organizer.de – Familie einfach leben.

Tipps für Eltern: Schwangerschaft, Geburt, Baby, Kinder,        
Kindergarten, Schule, Versicherungen, Reisen, Spielzeug

Hormonelle Aktivität in Mineralwasser

http://www.familien-organizer.de/kinder-baby/6-hormonskandal-ostrogen-in-mineralwasser-auswirkungen-auf-spermien-bekannt.html
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Hefezell-Assay (YES-Assay) zur Bestimmung der estrogenen Aktivität

Reproduktionstest mit neuseeländischen Wasserschnecken

Untersuchung von 20 Mineralwässern (14 Marken):

Abfüllungen in PET, Glas und Getränkekarton

Hormonelle Aktivität in Mineralwasser
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Ergebnisse der Untersuchungen von Wagner und Oehlmann

12 von 20 natürlichen Mineralwässern erwiesen sich im YES-Assay als positiv:

Konzentrationen 2,65 ng/L bis zu > 75 ng/L (EEQ)

Schneckentest: 

Erhöhung der Embryonenzahl bei Exemplaren, die in PET-Flaschen gehältert 
wurden

Erklärungsansatz: 

Die festgestellte estrogene Aktivität wird durch hormonartig wirkende Substanzen 
verursacht, die aus Verpackungsmaterialien in die Mineralwässer gelangen 
können. Aussagen über die Art der Substanzen können derzeit nicht getroffen 
werden.
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http://www.bfr.bund.de/cm/208/bfr_bewertet_untersuchungsergebnisse_zu_mineralwasserproben_mit_hormonaehnlicher_wirkung.pdf

Stellungsnahme des Bundesinstitutes für Risikobewertung (25.03.2009):

„Die Proben zeigten keinen signifikanten Unterschied im Vorkommen von 
hormonellen Wirkungen in Glas- oder in PET-Flaschen; ein deutlicher 
Unterschied war vielmehr zwischen verschiedenen Mineralwassermarken zu 
erkennen.“ 

„Beide Tests erlauben keine Rückschlüsse auf die Substanzen, die die 
hormonartige Wirkung im Wasser verursachen.“

„ Aus Sicht des BfR müssen Verbraucher aufgrund der Studienergebnisse der 
Goethe Universität Frankfurt nicht auf Mineralwasser aus PET-Flaschen 
verzichten.“

Dem BfR sind keine bei der PET-Herstellung eingesetzten Substanzen mit 
entsprechender hormoneller Wirkung bekannt, die in das Mineralwasser 
übergehen könnten.“

„Die Ergebnisse werfen vor allem die Frage nach den Substanzen und ihrem 
Eintrittspfad auf“. 
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Stellungsnahme des Bundesinstitutes für Risikobewertung (25.03.2009):

„Grundsätzlich hält das BfR östrogenartige Wirkungen durch 
Mineralwässer für problematisch.“

„ Aus Sicht des BfR ist eine Bestätigung der vorliegenden 
Testergebnisse allerdings erforderlich.“

„Für eine rationale Bewertung der beobachteten Effekte wäre 
darüber hinaus jedoch vor allem die Identifizierung der 
verantwortlichen Kontaminanten und die Bestimmung der 
vorhandenen Konzentrationen von vorrangiger Bedeutung.“
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Literaturstellen und Hinweise zur Thematik „Hormonelle Aktivität in Mineralwässern“

„Alle untersuchten Trinkwässer zeigen ein negatives Ergebnis“.

„Von den 37 Mineral- und Tafelwässern wurden 8 Proben als estrogen wirksam 
eingestuft.“

„....es zeigte sich, dass teilweise schon die Quellwässer einen positiven Befund im E-
Screen aufwiesen, sodass ein Übergang estrogen wirksamer Substanzen von der 
Verpackung in das Wasser eher unwahrscheinlich ist.“

„In weiterführenden physikalisch-chemischen Untersuchungen muss geklärt 
werden, welche Substanzen für die estrogene Wirksamkeit der Wässer 
verantwortlich sind.“
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Int. J. Hyg. Environ. Health
212 (2009) 228–232

Literaturstellen und Hinweise zur Thematik „Hormonelle Aktivität in Mineralwässern“

Untersuchung von  30 in PET-Flaschen abgefüllten Mineralwässern von 9 italienischen 
Herstellern mit dem YES-Assay (Hefezelltest).

Bei 10 % der untersuchten Probenextrakte konnte eine Aktivität festgestellt werden.

Höchste Aktivität in Mineralwasser 23,1 ng/L EEQ. 

Erhebliche Unterschiede zwischen den einzelnen Mineralwassermarken.

Für Leitungswasser aus Quellen, Grundwasser und Oberflächengewässern wurden
estrogene Aktivitäten von 0,46 ng/L bis zu 17,2 ng/L (EEQ) ermittelt.
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Mögliche Ursachen für estrogene Aktivitäten in Mineralwasser

Eintrag von natürlichen und synthetischen Sexualhormonen nicht sehr 
wahrscheinlich.

Eintrag von Xenoestrogenen über Verpackungsmaterialien, 
Schläuche, Verbindungen und Dichtungen aus Kunststoffen in das 
Mineralwasser.

Kontaminationen, die schon in der Quelle auftreten können       
(wie dies auch bei anderen, nicht estrogen aktiven Substanzen der 
Fall sein kein).

Möglicherweise Eintrag von Phytoestrogenen
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Proben werden bei der Probennahme, bei der Aufarbeitung oder 
während der Messungen mit Xenoestrogenen kontaminiert.

Bei den Ergebnissen handelt es sich um Messartefakte, die von 
natürlichen Inhaltsstoffen der Mineralwässer (Mineralstoffe, 
Kohelndioxidgehalt u.ä.) verursacht werden.

Während der Aufarbeitung oder durch die biologischen 
Testsysteme werden natürliche Verbindungen wie z.B. Huminstoffe 
zu estrogen aktiven Substanzen abgebaut bzw. metabolisiert.

Mögliche Ursachen für estrogene Aktivitäten in Mineralwasser
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Mit welchen biologischen Testsystemen lassen sich estrogene 
Aktivitäten bestimmen?

In vitro-Testsysteme

Hefezell-Assay: Reportergen-Test

E-Screen-Assay: Proliferationstest

Forellenhepatozythen: Vitellogenin-
Synthese

CALUX-ER: Reportergen-Test

Usw.

In vivo-Testsysteme

Reproduktionstest (Amphibien, 
Mollusken)

Säugetiere (z.B. Uterusgewicht)

Usw.)

Mineralwasser (Wagner et al., Pinto et al.)

Mineralwasser (Böhmler et al.)

Mineralwasser (nicht veröffentl.)

Mineralwasser (Wagner et al.)
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Bestimmung der estrogenen Aktivität  - Bsp. E-Screen-Assay

Konzentrationsreihe einer Substanz 
wird auf menschl. Brustkrebszellen 
gegeben

Nach mehrtäger Inkubation wird als 
Endpunkt das Zellwachstum im 
Vergleich zu einer Negativkontrolle 
bestimmt.

Erhalten wird eine Dosis-
Wirkungsfunktion:

Zellzahl als Funktion der 
Konzentration des untersuchten 
Analyten
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Einzelsubstanz-Analytik – Bestimmung der estrogenen Aktivität
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EEF = 17ß-Estradiol-Äquivalentfaktor
Vergleichbar mit TEF von PCDD/DF; Bezugssubstanz hier 2,3,7,8-TCDD

EEF-Werte
Natürliche Estrogene
und Abbauprodukte

17ß-Estradiol (E2)

Estron

Estratriol

1

1,7E-02

2,1E-01

Synthetische Hormone 17α-Ethinylestradiol 9,8E-01

Phytoestrogene Genistein

Coumestrol

2,9E-04

1,7E-03

Xenoestrogene
Techn. 4-Nonylphenole

Bisphenol A

2-Hydroxybiphenyl

3-t-Butyl-4-hydroxyanisol (BHA)

Phthalatweichmacher/Parabene

1,1E-04

6,0E-05

1,5E-06

2,4E-06

Ca. E-06 – E-07
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Konzentrationsabschätzungen über EEF-Werte
Rechenbeispiel: Estrogene Gesamtaktivität 75 ng/L

75 ng/L

17ß-Estradiol

680 µg/L

4-Nonylphenole

12,5 mg/L

Bisphenol A

0,5 g/L

„Phthalatweichmacher“

E2 NP BPA DEHP
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Proben mit unbekannten Inhaltsstoffen

Untersuchung von Verdünnungs- (bzw. Anreicherungs)-Reihen eines Probenextraktes

Probe

Anreicherung    
(SPE, Fl./fl.)

Probenextrakt

Verdünnungs-
/Anreicherungsreihe 

in Medium

E-Screen-Assay
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Dosis-Wirkungsfunktion eines Probenextraktes: EC50 wird in der 
Beispielfunktion bei einem Verdünnungsfaktor von ca. 1:10 erreicht.

Die estrogenaktiven Inhaltsstoffe, die in 100 mL Probe enthalten 
sind, verusachen eine halbmaximale Proliferation.
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Berechnung der estrogenen Aktivität in einer Probe mit unbekannten Inhaltsstoffen

Aus der Dosis-Wirkungsfunktion der Bezugssubstanz 17ß-Estradiol wird ein EC50-Wert in mol/L erhalten.

Aus der Dosis-Wirkungsfunktion der Verdünnungsreihe eines Probenextraktes wird ein EC50-Wert in 
Verdünnungs-/Anreicherungsfaktoren erhalten.

17ß-Estradiol-Äquivalentkonzentration = EEQ

EC50 (E2) [mol/L] x Molekulargewicht E2 [g/mol]
EEQ =

Anreicherungs-/Verdünnungsfaktor

= Estrogene Aktivität in Konzentrationseinheiten der Bezugssubstanz 17ß-Estradiol

Die Gesamtaktivität einer Probe setzt sich aus der Summe der Aktivitäten aller in einer 
Probe enthalten Substanzen zusammen (proliferierende, adverse und toxische Effekte)

Aussagen über die Art der Substanzen können über den EEQ nicht 
getroffen werden.
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Untersuchung von Mineralwässern am ISWA

Auftragsanalytik: Bestimmung der estrogenen Gesamtaktivität in 
natürlichen Mineralwässern mit dem E-Screen-Assay

Probenherkunft: Süddeutschland

Probenart: Abfüllungen in Glasflaschen, PET-Flaschen und 
Proben, die von den Auftraggebern direkt an den 
Brunnen genommen wurden.

Vorgehensweise: Doppelbestimmung, Festphasenanreicherung, 9 Anreicherungs-/Verdünnungsbereiche 
(=16fach-Bestimmung jeder Konzentrationsstufe)

In keiner der untersuchten Proben konnte eine estrogene 
Gesamtaktivität oberhalb der Bestimmungsgrenze des 
Testsystems von ca. 0,1 ng/L EEQ gefunden werden.

Probenanzahl: > 150

Ergebnis:
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Vergleich von Untersuchungsergebnissen - I

Wagner et al.

Pinto et al.

YES-Assay (Hefezelltest) Reportergen-Test:

EEQ in Mineralwasser bis zu 23 ng/L 

EEQ in Mineralwasser bis zu 75 ng/L 

Probenanreicherung Faktor 100 und 200

Keine Probenanreicherung

Quantifizierung: 

Einpunktbestimmung des 
eingesetzten Konzentrationsniveus

Abgleich mit Dosis-Wirkungsfunktion 
der Bezugssubstanz 17ß-Estradiol

Eine Verdünnungs- bzw. 
Anreicherungsreihe der Probe wird 
nicht erstellt

Keine Dosis-Wirkungsfunktion des 
Probenextraktes

17ß-Estradiol

En
zy

m
ak

tiv
itä

t

Enzymaktivität

der Probe
Bestimmung des EEQ

27 ng/L
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Vergleich von Untersuchungsergebnissen - II

Böhmler et al. Festphasenanreicherung

Vier fixierte Anreicherungsstufen der Probenextrakte (2, 4, 10, 20)

Abgleich mit der Dosis-Wirkungsfunktion von 17ß-Estradiol

E-Screen-Assay (Zellproliferationstest)

Aber: 

Keine Konzentration für die „Estrogene Aktivität“ bestimmt. Angabe 
einer „Aktivität“ erfolgte über den Relativen Proliferationseffekt (RPE).

RPE = 
Maximal durch eine Probe induzierbare Zellproliferation x 100

Maximal durch 17ß-Estradiol  induzierbare Zellproliferation

Der RPE erlaubt keine Aussagen zur Konzentration der estrogenen Aktivität
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0 % - 10 %: nicht „estrogenaktiv“
11 % - 14 %: „verdächtig“

> 14 %: Probe estrogenpositiv
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2 20
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Vorgehensweise zur Angabe einer „Aktivität“ über den            
relativen Proliferationseffekt (RPE)

Hinweis auf das Vorkommen estrogenaktiver Substanzen; 
keine für eine Bewertung notwendige Konzentrationsangabe

Unter ausschließlicher Berücksichtigung der RPE-Werte wären  >30 % der am ISWA untersuchten 
Proben als estrogen positiv zu bewerten.
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Zusammenfassung und Bewertung

Untersuchungen zur estrogenen Aktivität von natürlichen Mineralwässern 
führen zu gegensätzlichen Ergebnissen.

Grund: 

Einsatz von unterschiedlichen biologischen Testsystemen

Unterschiedliche Vorgehensweise bei der Aufarbeitung der Probenextrakte

Unterschiedliches Vorgehen bei der Auswertung und der Definition der Aktivität

Bewertung der Datenlage: 

Zum Teil in Mineralwässern gefundene estrogene Aktivitäten scheinen 
unrealistisch hoch zu sein. 

Plausibilitätsbetrachtungen unter Berücksichtigung des Vorkommens aktiver 
Substanzen würden zu instrumentell einfach bestimmbaren Konzentrationen 
führen.
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E-Screen-Ergebnisse werden als belastbar angesehen:

Das Testsystem hat sich bei der Bestimmung der estrogenen 
Gesamtaktivität in verschiedenen Proben (Abwasser, 
Oberflächengewässer) bewährt.

Abgleich mit parallel durchgeführter instrumenteller Analytik führte zu 
guten Übereinstimmungen 

Zusammenfassung und Bewertung

Estrogene Aktivität in den untersuchten Mineralwässern < 0,1 ng/L

Hinweise auf das Vorkommen estrogen aktiver Verbindungen in äußerst geringen 
Konzentrationen

Bei den Untersuchungen wurden frisch abgefüllte Mineralwässer eingesetzt;

Aussagen über die estrogene Aktivität in länger oder u.U. unsachgemäß 
gelagerten Proben können nicht getroffen werden  

28

Universität Stuttgart

B. Kuch, Hormonelle Aktivität in Mineralwasser – Untersuchungen mit dem E-Screen-Assay

AQS-Jahrestagung 2009/2010, 03.03.2010

Validierung und Abgleich der Testsysteme unbedingt erforderlich.

Absicherung von Befunden durch instrumentelle Analytik notwendig.

Biologische Testsysteme können Wirkungen als Summenparameter erfassen, 
sind damit empfindlicher als instrumentelle Analysensysteme und günstiger.

Aber:

Zum Schluss:
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Vielen Dank für Ihre Aufmerksamkeit !


