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Landeswasserversorgung sl e

Hintergrund, Aufgabenstellung und Ziele des Projekts Trinkwasser fir Baden-Wiirttemberg

Herausforderung Trinkwasserversorgung

Komplexe Spurenstoffzusammensetzung der Rohwasser
durch vielfaltigen Einsatz unterschiedlicher Substanzen

Ubergeordnetes Ziel

« Sicherstellung der toxikologischen Unbedenklichkeit des Trinkwassers
Ziele des Projekts

 Methodische Erweiterung der Wirkungsbezogenen Analytik (WBA)

 Bewertung von Wasserproben und Aufbereitungsprozessen durch WBA
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Ubersicht Wirkungsbezogene Analytik mit HPTLC S T Rt et

Trinkwasser flr Baden-Wurttemberg

Proben- HPTLC-
vorbereitung Trennung

Bioassay

Identifizierung

HPTLC TLC-MS HPLC-HRMS
Interface
SPE = Festphasenextraktion
\ni HPTLC = Hochleistungs-
. Dunnschichtchromatographie
| o— HPLC = Hochleistungs-
Flussigkeitschromatographie
LC || HRMS
(AU), 220 nm (AU), 220 nm HRMS = hochauflosende
0 400 800 0 400 800 Massenspektrometrie
N
BS AChE umu

AF: Aliivibrio fischeri

BS: Bacillus subtilis

AChE: Acetylcholinesterase

YES: Yeast Estrogen Screen

YAS: Yeast Androgen Screen

umu: benannt nach dem umuC-Gen

DS: Desmodesmus subspicatus - Algenassay

YES YAS

Basistoxizitit Zytotoxizitit Neurotoxizitit Gentoxizitit Ostrogenitit Androgenitit Phytotoxizitét
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Aliivibrio fischeri-Hemmtest

Laborversuchsanlage

Al

Landeswasserversorgung sl e~
Trinkwasser flr Baden-Wurttemberg

KOLa = Kontinuierliche Ozonung mit Langsamsandfiltration

Advanced Oxidation Processes (AOP)

Ozon/H,0,, Ozon/UV, UV/H,0,
Aktivkohlefiltration

Chlorungs-Desinfektion mit
Reinwasserbehalter

v

HPTLC-AMD
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B & | Rf0,44

Aktivkohle-

H,0,

Dosierung:

AOP / UV-
Desinfektion

i / Filtration
“

Dosierung:
Hypochlorit |58
/ Chlordioxid || &

Rein-
f Wasser-
g behalter
N
o

Zoumpouli et al. 2019, doi.org/ 10.1039/c8ew00855h

- Untersuchung der Prozesskombinationen

Diclefenac

< Rf 0,26

mit WBA-Methoden

- Unterschiede zwischen Prozessen sichtbar
(Modellsubstanz: Diclofenac)
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Machbarkeitsstudie fur Endpunkte auf Basis humaner
. Landeswasserversorgung sl e~
Zelllinien Trinkwasser fiir Baden-Wirttemberg

Filter
mit Medium

Kombination HPLTC mit humanzellbasierte p
Blotests: % Trypsinierung Zellsu&nsmn ;N'?(ih;;uhm b)

Besprihen
mit Medium

Zellkultur o
7 Zellkultureinsatz

» Herausforderung: Aufbringen und Anwachsen LB
der humanen Zellen auf der HPTLC-Platte

2h 24 h + Anwachsen

* Versorgung der Zellen mit Nahrmedium durch

drei Methoden moglich, Bespruhen bevorzugt -

a et

« Akklimatisierung der trypsinierten Zellen g - B o
iIm Vergleich zum Mikroplate-Assay notig 20000 -

- sonst deutlicher Sensitivitatsverlust oy o v T 0

1.0E-13 1.0E-11 1.0E-09 1.0E-13 1.0E-11 1.0E-09

Concentration (M) Concentration (M)
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UnterSUChung von RealprOben Trinkwasser fur Baden-Wurttemberg
Untersuchung von 11 verschiedenen Wasserwerken mittels eSS
S A Y <
wirkungsbezogener Analytik und Non-Target Screening
Probenahme Rohwasser Aufbereitung Trinkwasser o : y
standort _— G\ j 2
1 Grundwasser X Filtration > Trinkwasser X ] - d_,J A L PPy /
2 Flusswasser X— Uferfiltration X > Tﬂnmasser*x J j1 W
e asserversorger
Aktivkohle-

@ Flusswasser X Ozonung —yEg filration — chiouny —> (P T aus De UtSCh Iand s

See- [ Talsperren- Ozonun Filtration Chlorung — i
4 i X g X X g Trinkwasser X

v W.

o \_ _. \
. \—.. ) )

W

5 See- ::v 'z:z?rreﬂ X Uferfiltration )¢ Filtration X THakassseX R oh P r O Z e SS- il
i | Trinkwasser X i'x\‘ u nd TW P ro bén

6 Flusswasser € Uferfiltration € Uferfiltration )¢ >
[~
o Aktivkohle- . ..
5 Quellwasser * Ozonung — Filtration -X filtration X Chlorung —> Tnnkwasserx L_\ ,\ ' l -k\\x
T/ '--..': : '*-» P
5 Grundwasser 2% Filtration &  Filtration h 4 Chlorung —> Trinkwasser X “’ ﬁr.’.‘v??f :',.\j\'z_ N”M
9 Flusswasser )€ Uferfiltration —  Filtration A:E::ES:_IE' X > Trinkwasser X /’ | C
:' st - 5-
10 Grundwasser X Filtration X Chlorung * Tnnl-cwasserx /) i P “gﬁ ) T
11 Flusswasser * Uferfiltration — Ozonung —— Filtration * A;H::;::- Tﬁnkwasserx
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Ubersicht HPTLC-umu Trinkwasser fur Baden-Wirttemberg

Prinzip:

Umu - Assay

Beschadigte PlasmigR!oSK1 002
DNA Amps,

SOS Antwort
wird ausgelost

7

lacZ Ge

* genveranderte Salmonella Typhimurium
TA1535/pSK1002

« gram-negativ, begeildelt -

Umu Operon

Promotor umuD umuC lacZ

o . " " mnm \l/ RecA <—DNA-Schaden
Endpunkt: Gentoxizitat e reorosso ﬂz,d

 Nachweis: Auslosen der SOS-Antwort Umu Operon  lacZ Gen ——~
Ergebnisbild: MUG MY

N

HPTLC-Trennung

Salmonella Typhimurium
Quelle: https://www.sciencephoto.com/media/
12369/view/salmonella-typhimurium-bacteria-sem Probe. 1
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Ausschnitt der WBA-Ergebnisse I:r?i?\?(\e/\i\;\'lsizsrefrgre Esgégﬁ?v%uﬁem
umu-Assay Densitogram
» Detektion von gentoxischen Wirkungen mittels
" HPTLC-umu Biotest
PW2

AU pw1

=

09+
08+
0.7+
0.6+
R; os)
044
03+
02+
014
s N
=

sample WW2 - RW

RW
au PW1
.| PW2
01 DW

FIors et al. 2025, doi.org/10.1093/etojnl/vgae076
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R

VIR,

AU

AU

WW4 und WW 8 zeigen sehr schwache gentoxische
Wirkungen im Trinkwasser (4-NQO-EQ: 0,12 ng/L
bzw. 0,17 ng/L)

3 Flusswasser & Ozonung — Filtration X% A;ﬁ::ﬁg,l-,e- *-— Chiorung 1> Trinkwasser X

4 See-/Talsperren- W ozonung ) Filtration X Chlorung {— Trinkwasser X
wasser .

8 Grundwasser X Filtration &  Filtration X Chlorung {—  Trinkwasser X

WW 3, WW4 und WW8 benutzen Chlorung zur
Desinfektion

« WW3 benutzt CIO,

« WW4 und WW8 verwenden ClI,
* Vermutung: gentox. Wirkung durch Chlorung verursacht

RW = Rohwasser
PW = Prozesswasser
DW = Trinkwasser

= gentox. Effekt

Folie 9



Al

. . Landeswasserversorgung sl e~
Extraktionsexperimente Trinkwasser fir Baden-Wiirttemberg
m/z = 188.9509 Da
RT =9.2 min
Methanol
ethano 1. Extraktion der Banden C?H4CIEDE

bei R; 0,59 auf der 32000
1.0 T HPTLC-Platte i
T ot 0 2. LC-HRMS-Analytik pg
0.8 + Interface | ;¢ o
0.7 + ii
0.6 + ;=
Ry = | ; St

. : | = VW 4 TW
! al :
0.2 1 Sciex X500R =

0.1 4+ HRMS E | WV 8 RW

0 - - WV 4 RW

g ; g g ' 7 B - 1'.1__ 2 13 Y
m x 0 @)

-> ldentifizierung von TP188 bisher nicht erfolgreich
aber: starke Hinweise, dass gentox. Wirkung durch Chlorung verursacht wird
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Non-Target-Analytik mit Realproben aus Wasserwerken Trinkwasser fr Baden-Wirttemberg
Vergleich:
Zulauf x é é é ﬁ, Erste Aufbereitungsstufe vs. Rohwasser
Prozess g Eg’ !g 5 2|2 70 B Formation
= X g0 |
N E
%E 70 Increase
& 60
Ablauf . ‘é’ é} é é 8 o ® Constance
1 ,O E 40 = Decrease
0,0 0,2 0,5 ' I3t E 30
| | | : = Irremtzr:\s/ietéts g % ® Elimination
K Z anderung 13
o cnenos (9] 1 2 31 301 31 3V 3V 4 5 6 7 8 9 10 11

N

Signale
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Weiterentwicklungen der WBA-Auswertung im Projekt Trinkwasser far Baden-Wiirttemberg

* Einfuhrung der Berechnung bioanalytischer
Aquivalenzkonzentrationen (BEQ)

» Nutzung einer Referenzsubstanz
» Quantifizierung der unbekannten Wirkung

» Vergleich der Wirkung zwischen Probenserien moglich

Beispiel HPTLC-YES: 17B-Estradiol-Aquivalenzkonzentration (EEQ):

— 0,015 ng/L EEQ
|- we— — 0,012 ng/L EEQ
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Kategorien Kriterien

Al

Vorschlag eines Konzepts zur Bewertung
.. Landeswasserversorgung sl e~
von Wassern & Prozessen Trinkwasser fir Baden-Warttemberg

bioanalytische Aquivalenzkonzentration (BEQ)

1 l

Zustandsbewertung Prozessbewertung

angereicherte x \'
Wasserprobe

keine Wirkung™ 45 > Schwellenwert”
l \échwellenwert* |

unauffallig zu beobachten auffallig

0,015 ng/L EEQ

0,012 ng/L EEQ
R

—> < NWG
—> < NWG
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Zusammenfassun g Trinkwasser fur Baden-Wirttemberg

 Simulation der Wasseraufbereitung im Labormafstab

» Individuelle Kombination der Aufbereitungsstufen in der KOLa-Anlage moglich

«  WBA mit mehreren Endpunkten ist sinnvolle Erganzung zur Chemischen Analytik (z. B. NTS)
» Kombination von Dunnschichtchromatographie und Humanzelltests prinzipiell moglich,

jedoch bisher nicht aussichtsreich fur die Praxis
> Berechnung von bioanalytischen Aquivalenzkonzentrationen:
Quantifizierung und Vergleichbarkeit der Ergebnisse
» HPTLC-umu sehr nachweisstark fur gentoxische Substanzen

» Gemeinsame Prozessbewertung durch Wirkungsbezogene Analytik und

Non-Target-Screening
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Trinkwasser flr Baden-Wurttemberg

— Vielen Dank fur
ihre Aufmerksamkeit!

/weckverband
Landeswasserversorgung
Markus Flors
floers.m@Iw-online.de
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Foto der erweiterten KOLa-Laboranlage Trinkwasser fir Baden-Wiirttemberg
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