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Hormonelle Aktivitat in Mineralwasser

Mantag, Februa 1 Schlagzeil

SPIEGEL ONLIN E NWISSENSCHAFT

Mineralwasser mit Ostrogenen belastet

Beunruhigender Fund im Mineralwasser: Frankfurter Forscher haben
herausgefunden, dass inshesondere das Wasser aus Kunststoffflaschen oft mit

helastet ist. In dieser Hinsicht sei es nicht besser als Wasser
aus Klaranlagen.

Frankfurt am Main - Es ist nach wie vor das Liehlingsgetrank der Deutschen: 138
Liter Mineralwasser trinkt der durchschnittliche Bundeshirger pro Jahr, glaubt man
den Zahlen des Verbands Deutscher Mineralbrunnen (DM}, Umso beunruhigender
ist das, was Frankfurter Toxikologen jetzt melden: Mineralwasser in Flaschen sei
haufig mit Umwelthormonen belastet,

http:/A piegel. 0,1518,613063,00.html
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- Sexualhormon Ostrogen belastet.
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Sueddeutsche.de
Unser tagliches Ostrogen

12.03.2009, 15:21

Erst Uran, jetzt Hormone - die Qualitdt von Mineralwasser kann mehr
als unappetitlich sein. Wasser aus PET-Flaschen ist haufig mit dem

Mineralwasser in Flaschen ist nach einer
% Studie der Universitat Frankfurt am hain
g haufig mit Urrewelthormaonen belastet. Wie die
Biologen Jarg Oehlman und Martin ¥YWagner
\\ am Donnerstag mitteilten, konnten sie in zwalf
i von 20 untersuchten Mineralwissem

[ : ! ! Chemikalien nachweisen, die menschlichen
L

http:/A 1486/text/
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Hormonelle Aktivitat in Mineralwasser

| ARZTE $ ZEITUNGDE

Arzte Zeitung online, 13.03.2009
Kommentare (0}

Mineralwasser mit Ostrogen-ihnlichen Hormonen belastet

FRANKFURT {eb). Deutsches Mineralwasser ist mit Hormonen belastet, die dem
Sexualhormon Ostrogen dhneln. Das haben Biologen der Goethe-Universitdt Frankfurt
herausgefunden. Die Stoffe stammen den Wissenschaftlern zufolge zumindest
teilweise aus den Plastikflaschen. Ob davon ein Gesundheitsrisiko ausgeht, wissen die
Forscher bislang nicht.

"Wir wussten, dass Lebensmittel mit bestimmten Umweltharmonen kontaminiert sein kiinnen,"
erklart Professor Jorg Oehlmann, der das Projekt leitet. Ein prominentes Beispiel sei die
Plastikkomponente Bisphenal &, eine tstrogenartig wirkende Chemikalie, die aus Polycarbonat-
Flaschen austreten kann. "allerdings haben wir es in der Realitat nicht nur mit einer einzelnen
Chemikalie, sondern mit einer Wielzahl wvon Umwelthormonen zu tun," so Oghlmann weiter. Um
diese sogenannten Cocktaileffekte einzubeziehen, haben sich die Wissenschaftler nicht auf
eine einzelne Substanz konzentriert, sondern haben die gesamte Hormonaktivitat von
Mineralwasser gemessen.

http:// kheiten/r ticle/53747 h belastet.html
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Hormonelle Aktivitat in Mineralwasser

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

Hormonskandal: Ostrogen in
Mineralwasser — Auswirkungen
auf Spermien bekannt

Wie die Viresergchattler Jirg Oehlman ot
der Frankfurter Goethe-Universitat herausfanden, sind viele
Mineralwisser mit groken Mengen des Sexualhormons
Ostrogen helastet Laut Doktorand Martin YWagner ist die
Gualitdt der untersuchten Proben von der Harmonhbelastung her
mit dem Abwasser von Klaranlagen zu vergeleichen. Die
Ergebnisse sind in der Fachzetschrift "Emvironmental Science
and Pollution Research" publiziert und beunruhigen. Die

http:/fwww.familien-organizer.de/kinder-baby/6-hormonskandal-ostrogen-in-mir kungen-auf-sp bekannt html
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Environ Sci Pollut Res 2009) 16:278-286 Published online: 10 March 2009
DOI 10.1007/311356-009-0107-7
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Endocrine disruptors in bottled mineral water: total
estrogenic burden and migration from plastic bottles

Martin Wagner « Jirg Oehlmann

Hefezell-Assay (YES-Assay) zur Bestimmung der estrogenen Aktivitat

Reproduktionstest mit neuseelandischen Wasserschnecken

Untersuchung von 20 Mineralwassern (14 Marken):
Abfiillungen in PET, Glas und Getriankekarton
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Ergebnisse der Untersuchungen von Wagner und Oehimann

12 von 20 natiirlichen Mineralwédssern erwiesen sich im YES-Assay als positiv:

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

Schneckentest:

Erhéhung der Embryonenzahl bei Exemplaren, die in PET-Flaschen gehltert
wurden

Erklarungsansatz:

Die festgestellte estrogene Aktivitat wird durch hormonartig wirkende Substanzen
verursacht, die aus Verpackungsmaterialien in die Mineralwasser gelangen
konnen. Aussagen liber die Art der Substanzen kénnen derzeit nicht getroffen
werden.

B. Kuch, Hormonelle Aktivitat in Mineralwasser — Untersuchungen mit dem E-Screen-Assay
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Stellungsnahme des Bundesinstitutes fiir 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 Riickschliisse auf die Substanzen, die die
hormonartige Wirkung im Wasser verursachen.

,» Aus Sicht des BfR miissen Verbraucher aufgrund der Studienergebnisse der
Goethe Universitat 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
libergehen kénnten.*

,,Die Ergebnisse werfen vor allem die Frage nach den Substanzen und ihrem
Eintrittspfad auf*.

http://www.bfr.bund.de/cm/208/bfr_bewertet_  2u_ _mit_| _wirkung.pdf
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Stellungsnahme des Bundesinstitutes fiir Risikobewertung (25.03.2009):

»Grundsaétzlich halt das BfR 6strogenartige Wirkungen durch
Mineralwasser fiir problematisch.“

,» Aus Sicht des BfR ist eine Bestitigung der vorliegenden
Testergebnisse allerdings erforderlich.“

»Fur eine rationale Bewertung der beobachteten Effekte ware
dariiber hinaus jedoch vor allem die Identifizierung der
verantwortlichen Kontaminanten und die Bestimmung der
vorhandenen Konzentrationen von vorrangiger Bedeutung.“

B. Kuch, Hormonelle Aktivitat in Mineralwasser — Untersuchungen mit dem E-Screen-Assay
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Literaturstellen und Hinweise zur Thematik ,,Hormonelle Aktivitit in Mineralwassern*

Einsatz eines biologischen Testsystems (E-Screen)

in der amtlichen Lebensmitteliiberwachung zum Nachweis it o531
estrogen wirksamer Substanzen oS0t s

G.Bohmler,R. Kohnen, U. Borowski und A. Riihe

Niederséchsisches Landesamt fir Verbraucherschutzund Leb ittelsicherheit (LAVES)-L ittelinstitut Braunschweig

»Alle untersuchten Trinkwésser zeigen ein negatives Ergebnis“.

»Von den 37 Mineral- und Tafelwédssern wurden 8 Proben als estrogen wirksam
eingestuft.“

,»---.&8 Zeigte sich, dass teilweise schon die Quellwasser einen positiven Befund im E-
Screen aufwiesen, sodass ein Ubergang estrogen wirksamer Substanzen von der
Verpackung in das Wasser eher unwahrscheinlich ist.”

,»In weiterfiihrenden physikalisch-chemischen Untersuchungen muss geklart
werden, welche Substanzen fiir die estrogene Wirksamkeit der Wasser
verantwortlich sind.“

B. Kuch, Hormonelle Aktivitat in Mineralwasser — Untersuchungen mit dem E-Screen-Assay »
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Literaturstellen und Hinweise zur Thematik ,Hormonelle Aktivitit in Mineralwassern“

Sereening of estrogen-like activity of mineral water stored in PET bottles

Int. J. Hyg. Environ. Health

Barbara Pinto*, Daniela Reali
212 (2009) 228-232

Department of Experimental Pathology, Medical Bi
37 Vig San Zeno, 56127 Pisa, Ialy

haology, Inf logy and Ef logy, University of Pisa,

Received 21 February 2008; received in revised form 24 Tune 2008; accepted 24 June 2008

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

Bei 10 % der untersuchten Probenextrakte konnte eine Aktivitét festgestellt werden.
Hochste Aktivitat in Mineralwasser 23,1 ng/L EEQ.
Erhebliche Unterschiede zwischen den einzelnen Mineralwassermarken.

Fiir Leitungswasser aus Quellen, Grundwasser und Oberflaichengewassern wurden
estrogene Aktivitdaten von 0,46 ng/L bis zu 17,2 ng/L (EEQ) ermittelt.
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Mogliche Ursachen fiir estrogene Aktivitdten in Mineralwasser

Eintrag von natirlichen und synthetischen Sexualhormonen nicht sehr
wahrscheinlich.

Eintrag von Xenoestrogenen iiber Verpackungsmaterialien,
Schlauche, Verbindungen und Dichtungen aus Kunststoffen in das
Mineralwasser.

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

Moglicherweise Eintrag von Phytoestrogenen

B. Kuch, Hormonelle Aktivitat in Mineralwasser — Untersuchungen mit dem E-Screen-Assay
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Mogliche Ursachen fiir estrogene Aktivitdten in Mineralwasser

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

Proben werden bei der Probennahme, bei der Aufarbeitung oder
wahrend der Messungen mit Xenoestrogenen kontaminiert.

Bei den Ergebnissen handelt es sich um Messartefakte, die von
natiirlichen Inhaltsstoffen der Mineralwéasser (Mineralstoffe,
Kohelndioxidgehalt u.d.) verursacht werden.

B. Kuch, Hormonelle Aktivitat in Mineralwasser — Untersuchungen mit dem E-Screen-Assay oy
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Mit welchen biologischen Testsystemen lassen sich estrogene
Aktivitdten 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)

Saugetiere (z.B. Uterusgewicht)

Usw.)

B. Kuch, Hormonelle Aktivitat in Mineralwasser — Untersuchungen mit dem E-Screen-Assay
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Mineralwasser (Wagner et al., Pinto et al.)

Mineralwasser (Béhmler et al.)

Mineralwasser (nicht veroffentl.)

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

Konzentrationsreihe einer Substanz
wird auf menschl. Brustkrebszellen
gegeben

Nach mehrtéager 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

B. Kuch, Hormonelle Aktivitat in Mineralwasser — Untersuchungen mit dem E-Screen-Assay
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Einzelsubstanz-Analytik — Bestimmung der estrogenen Aktivitat
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1,00E-14 1,00E-12 1,00E-10 1,00E-08 1,00E-06 1,00E-04 1,00E-02 1,00E+00

Konzentration in mol/L

ECs, (E2)

17R-Estradiol- - EEF =

Aquivalentfak
quivalentfaktor EC;, (Testsubstanz)
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EEF = 17R-Estradiol-Aquivalentfaktor

Vergleichbar mit TEF von PCDD/DF; Bezugssubstanz hier 2,3,7,8-TCDD
EEF-Werte
Natiirliche Estrogene 17R-Estradiol (E2) 1
und Abbauprodukte
Estron 1,7E-02
Estratriol 2,1E-01
Synthetische Hormone 17a-Ethinylestradiol 9,8E-01
Phytoestrogene Genistein 2,9E-04
Coumestrol 1,7E-03
Techn. 4-Nonylphenole
Xenoestrogene vie 1,1E-04
Bisphenol A 6.0E-05
2-Hydroxybiphenyl 1,5E-06
3-t-Butyl-4-hydroxyanisol (BHA) 2 4E-06
Phthalatweichmacher/Parabene Ca. E-06 — E-07
B. Kuch, Hormonelle Aktivitat in Mineralwasser — Untersuchungen mit dem E-Screen-Assay
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Konzentrationsabschatzungen iiber EEF-Werte

Rechenbeispiel: Estrogene Gesamtaktivitat 75 ng/L

75 ng/L 680 pg/L 12,5 mg/L 0,5 g/L
17R-Estradiol 4-Nonylphenole Bisphenol A ,,Phthalatweichmacher*

B. Kuch, Hormonelle Aktivitat in Mineralwasser — Untersuchungen mit dem E-Screen-Assay
19 AQS-Jahrestagung 2009/2010, 03.03.2010

’ Universitat Stuttgart

| Untersuchung von Verdiinnungs- (bzw. Anreicherungs)-Reihen eines Probenextraktes

.‘ Proben mit unbekannten Inhaltsstoffen

Probe

Anreicherung 2
(SPE, FL/l.) | ECs -
z "
s
Probenextrakt I »
g «Originalprobe
Verdiinnungs- L
! . E
/Anreicherungsreihe 20 7
in Medium 10 -
1,00E-03 1,00E-02 1,00E-01 1,00E+00 1,00E+01 1,00E+02 1,00E+03

E-Screen-Assay Probe - uber der O

Dosis-Wirkungsfunktion eines Probenextraktes: EC;, wird in der
Beispielfunktion bei einem Verdiinnungsfaktor von ca. 1:10 erreicht.

|

Die estrogenaktiven Inhaltsstoffe, die in 100 mL Probe enthalten
sind, verusachen eine halbmaximale Proliferation.

B. Kuch, Hormonelle Aktivitat in Mineralwasser — Untersuchungen mit dem E-Screen-Assay
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Berechnung der estrogenen Aktivitét in einer Probe mit unbekannten Inhaltsstoffen

Aus der Dosis-Wirkungsfunktion der Bezugssubstanz 17R-Estradiol wird ein EC)-Wert in mol/L erhalten.

Aus der Dosis-Wirkungsfunktion der Verdiinnungsreihe eines Probenextraktes wird ein ECz,-Wert in
Verdiinnungs-/Anreicherungsfaktoren erhalten.

- 17B-Estradiol-Aquivalentkonzentration = EEQ

EEQ = EC,, (E2) [mol/L] x Molekulargewicht E2 [g/mol]
Anreicherungs-/Verdiinnungsfaktor

= Estrogene Aktivitat in Konzentrationseinheiten der Bezugssubstanz 173-Estradiol

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

‘ Aussagen iiber die Art der Substanzen kénnen iiber den EEQ nicht
getroffen werden.

B. Kuch, Hormonelle Aktivitét in Mineralwasser — Untersuchungen mit dem E-Screen-Assay
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Auftragsanalytik: Bestimmung der estrogenen Gesamtaktivitat in
natiirlichen Mineralwassern mit dem E-Screen-Assay

Untersuchung von Mineralwdssern am ISWA

Probenherkunft: Siiddeutschland

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

Probenanzahil: > 150

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

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

Ergebnis:

B. Kuch, Hormonelle Aktivitat in Mineralwasser — Untersuchungen mit dem E-Screen-Assay
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Vergleich von Untersuchungsergebnissen - |

23

YES-Assay (Hefezelltest) Reportergen-Test:
Pinto et al. EEQ in Mineralwasser bis zu 23 ng/L  Probenanreicherung Faktor 100 und 200
Wagner et al. EEQ in Mineralwasser bis zu 75 ng/L  Keine Probenanreicherung
Eine Verdiinnungs- bzw. 1200
A.nreicherungsreihe der Probe wird 1000 4 27 nglL 17R-Estradiol
nicht erstellt
Keine Dosis-Wirkungsfunktion des F 8004
Probenextraktes E
© 600 4
£
s
G 4004
Quantifizierung:
. N 200 -
Einpunktbestimmung des
eingesetzten Konzentrationsniveus 0
Abgleich mit Dosis-Wirkungsfunktion " -10 '9_ -8 7
der Bezugssubstanz 17R-Estradiol Cancontration log (M)
Enzymaktivitat
der Probe

Bestimmung des EEQ |

B. Kuch, Hormonelle Aktivitat in Mineralwasser — Untersuchungen mit dem E-Screen-Assay =
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m==) Der RPE erlaubt keine Aussagen zur Konzentration der estrogenen Aktivitat

’ Universitét Stuttgart

Vergleich von Untersuchungsergebnissen - I

E-Screen-Assay (Zellproliferationstest)

Bohmler et al. Festphasenanreicherung
Vier fixierte Anreicherungsstufen der Probenextrakte (2, 4, 10, 20)

Abgleich mit der Dosis-Wirkungsfunktion von 17R-Estradiol

Aber:

Keine Konzentration fiir die ,,Estrogene Aktivitit“ bestimmt. Angabe
einer ,, Aktivitiat“ erfolgte liber den Relativen Proliferationseffekt (RPE).

Maximal durch eine Probe induzierbare Zellproliferation x 100
RPE =

Maximal durch 17R-Estradiol induzierbare Zellproliferation

B. Kuch, Hormonelle Aktivitat in Mineralwasser — Untersuchungen mit dem E-Screen-Assay =
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Vorgehensweise zur Angabe einer ,,Aktivitat“ Giber den
relativen Proliferationseffekt (RPE)

10 RPE 100 %

B E2
£
‘5 60
S w0 RPE 40 % > 14 %: Probe estrogenpositiv
=
° Probe
& ? | 11%-14 %: ,verdichtig®

o X ; e o b g -

17 | ] 0 % - 10 %: nicht ,,estrogenaktiv*
2 20
C in mol/L Anreicherungsfaktor

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

Unter ausschlieBlicher Beriicksichtigung der RPE-Werte waren >30 % der am ISWA untersuchten
Proben als estrogen positiv zu bewerten.

B. Kuch, Hormonelle Aktivitat in Mineralwasser — Untersuchungen mit dem E-Screen-Assay
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(] Zusammenfassung und Bewertung

Untersuchungen zur estrogenen Aktivitat von natiirlichen Mineralwassern
fiihren zu gegensatzlichen Ergebnissen.

Grund:
Einsatz von unterschiedlichen biologischen Testsystemen

Unterschiedliche Vorgehensweise bei der Aufarbeitung der Probenextrakte

Unterschiedliches Vorgehen bei der Auswertung und der Definition der Aktivitat

Bewertung der Datenlage:

Zum Teil in Mineralwassern gefundene estrogene Aktivitdten scheinen
unrealistisch hoch zu sein.

Plausibilitdtsbetrachtungen unter Beriicksichtigung des Vorkommens aktiver
Substanzen wiirden zu instrumentell einfach bestimmbaren Konzentrationen
fiihren.

B. Kuch, Hormonelle Aktivitat in Mineralwasser — Untersuchungen mit dem E-Screen-Assay s,
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Zusammenfassung und Bewertung

E-Screen-Ergebnisse werden als belastbar angesehen:

Das Testsystem hat sich bei der Bestimmung der estrogenen
Gesamtaktivitat in verschiedenen Proben (Abwasser,
Oberflaichengewisser) bewahrt.

Abgleich mit parallel durchgefiihrter instrumenteller Analytik fiihrte zu
guten Ubereinstimmungen

m==) Estrogene Aktivitdt in den untersuchten Mineralwéssern < 0,1 ng/L

- Hinweise auf das Vorkommen estrogen aktiver Verbindungen in duBerst geringen

Konzentrationen

- Bei den Untersuchungen wurden frisch abgefiillte Mineralwasser eingesetzt;

Aussagen liber die estrogene Aktivitéat in langer oder u.U. unsachgemaf
gelagerten Proben kdnnen nicht getroffen werden

B. Kuch, Hormonelle Aktivitét in Mineralwasser — Untersuchungen mit dem E-Screen-Assay » :
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Zum Schluss:

Biologische Testsysteme konnen Wirkungen als Summenparameter erfassen,
sind damit empfindlicher als instrumentelle Analysensysteme und giinstiger.

Aber:
Validierung und Abgleich der Testsysteme unbedingt erforderlich.

Absicherung von Befunden durch instrumentelle Analytik notwendig.

B. Kuch, Hormonelle Aktivitat in Mineralwasser — Untersuchungen mit dem E-Screen-Assay m
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Vielen Dank fiir lhre Aufmerksamkeit !
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