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ger – neben der hygienischen Sicher-
heit – die toxikologische Unbedenk-
lichkeit des abgegebenen Wassers 
höchste Priorität hat, werden Analyse-

aller detektierten Stoffe und darüber 
hinaus eine Beurteilung deren toxiko-
logischer Relevanz ist derzeit allerdings 
nicht möglich [1]. Da für Wasserversor-

Die Analytik ist heute zwar in der 
Lage, eine Vielzahl organischer Spu-
renstoffe in einer Wasserprobe zu de-
tektieren, eine sichere Identifizierung 

Wirkungsbezogene Analytik 
in der Trinkwassergewinnung
Im DVGW-Forschungsvorhaben „WBA-BeReit“ (Förder-Nr.: W 201518)  wurde ein neuer Ansatz zur orientieren-

den Bewertung organischer Spurenstoffe in Rohwasserressourcen zur Trinkwassergewinnung und bei 

Aufbereitungsprozessen entwickelt. Zur Anwendung kam dabei die sogenannte Wirkungsbezogene Analytik 

(WBA), eine Kombination aus Fraktionierung, Bioassay und chemischer Analytik. Ziel des Vorhabens war es, 

die Leistungsfähigkeit der Wirkungsbezogenen Analytik und die Aussagekraft der Ergebnisse zu demonstrie-

ren, um hierüber eine schnelle orientierende Einschätzung von Spurenstoffwirkungen zu ermöglichen.
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Abb. 1: Die Methodik der WBA/HPTLC im Überblick
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Nach der Wirkungsdetektion können 
wirkende Zonen mit einem TLC-MS-
Interface von der HPTLC-Platte extra-
hiert und in ein hochauflösendes Mas-
senspektrometer (HRMS) überführt 
werden. Ziel ist es, die wirkungsauslö-
sende Substanz zu identifizieren. Alle 
Bioassays mit Ausnahme des umu-As-
says wurden direkt auf der HPTLC-
Platte durchgeführt; die Durchfüh-
rung des umu-Assays erfolgte für die 
angereicherte Gesamtprobe und für 
einzelne Fraktionen nach DIN 38415-
T3 in der Mikrotiterplatte.

Vergleich verschiedener Anreicher-
ungsverfahren für die WBA/HPTLC

Bisher bekannte organische Spuren-
stoffe treten typischerweise im Nano-
gramm-pro-Liter(ng/l)-Bereich in der 
aquatischen Umwelt auf, können ver-
einzelt aber auch den Mikrogramm-
pro-Liter(µg/l)-Bereich erreichen. 
Während die chemische Analytik mit-
tels Flüssigkeitschromatografie mit 
Tandem-Massenspektrometrie (HPLC-
MS/MS) diese Substanzen anreiche-
rungsfrei noch bis in den ng/l-Bereich 
detektieren kann, befindet sich der Ar-
beitsbereich der im Projekt angewand-
ten Bioassays eher im µg/l- bis mg/-Be
reich (Ausnahme YES: ng/l- bis µg/l-  
Bereich) (Abb. 2). Aus diesem Grund 
ist eine Anreicherung der mit der WBA 
zu untersuchenden Proben notwendig.

Im Projekt wurden die Wiederfindun-
gen mehrerer Anreicherungsverfahren 

Prozessen der Trinkwasseraufberei-
tung genutzt werden kann. Insgesamt 
sollte gezeigt werden, dass die WBA 
in Verbindung mit der HPTLC (WBA/
HPTLC) eine Methode der Wahl dar-
stellt, die die chemische Analytik um 
eine zeitnahe Aussage zur Wirkung 
erweitern und damit einen Beitrag 
zur sicheren Risikobewertung leisten 
kann. Zur möglichst umfassenden  
toxikologischen Beurteilung des 
Trinkwassers wurden fünf Endpunk-
te angewandt, um eine gewisse Viel-
falt an Wirkungen von organischen 
Spurenstoffen und Transformations-
produkten abzudecken.

Methodik der WBA/HPTLC

Die Methodik der WBA/HPTLC gliedert 
sich in mehrere Teilschritte (Abb. 1): 
Zuerst wird eine Probenanreicherung 
durchgeführt, an die sich die Auftra-
gung der Probenextrakte und ihre 
Trennung mittels HPTLC anschließt. 
Nach der Trennung der Proben wird 
der Bioassay angewandt, wobei im For-
schungsprojekt insgesamt fünf End-
punkte zum Einsatz kamen:

• �Umu-Assay, Gentoxizität
• ���Yeast Estrogen Screen (YES),  

östrogene Effekte
• �Acetylcholinesterase-Hemmtest 

(AChE), Neurotoxizität
• �Bacillus subtilis-Hemmtest (BS), 

antibiotische Effekte
• �Aliivibrio fischeri-Hemmtest (AF), 

Basistoxizität

verfahren zur Ermittlung der Wirkun-
gen der im Wasser vorliegenden Spu-
renstoffe benötigt. Hierfür kann die 
Wirkungsbezogene Analytik ange-
wandt werden [2].

Ein Vorteil der WBA besteht darin, dass 
aufgrund der Fraktionierung der Pro-
ben nicht die Summenwirkung aller 
Substanzen erfasst wird, sondern ein-
zelne Fraktionen auf ihre Wirkung hin 
untersucht werden. Durch den Einsatz 
der Hochleistungs-Dünnschichtchro-
matografie (HPTLC) als Fraktionie-
rungsmethode kann der Bioassay 
direkt auf der HPTLC-Platte durchge-
führt werden [3,4]. Die Zuordnung der 
Wirkung zu einer Fraktion der Probe 
kann dabei den Aufwand für die Suche 
nach der wirkenden Substanz redu
zieren.

Über den Vergleich von Wirkmustern 
verschiedener Proben, die sich aus dem 
Verlauf der Wirkung über die Fraktio-
nen auf der Platte abzeichnen, können 
die Prozesse der Trinkwassergewin-
nung weitergehend bewertet werden. 
Die WBA ermöglicht es, Spurenstoffe 
und deren Transformationsprodukte 
nach ihrer Wirkung anstatt ihrer Kon-
zentration in Wasserproben zu beur-
teilen.

Struktur und Ziele des  
Forschungsprojekts „WBA-BeReit“

Das DVGW-Forschungsvorhaben 
„WBA-BeReit“ wurde vom Zweckver-
band Landeswasserversorgung und 
dem TZW: DVGW-Technologiezen
trum Wasser bearbeitet. Die wissen-
schaftliche Begleitung des Projekts 
übernahmen Spezialisten aus interes-
sierten Wasserversorgungsunterneh-
men sowie das Umweltbundesamt 
(UBA). 

Wesentliches Projektziel war es, die 
Möglichkeiten der WBA und die Aus-
sagekraft der Ergebnisse zur Beurtei-
lung organischer Spurenstoffe in Roh-
wässern zur Trinkwassergewinnung 
aufzuzeigen. Dabei wurde unter-
sucht, inwieweit die WBA zur Bewer-
tung des Verhaltens dieser Stoffe bei 

pg/l ng/l g/l mg/l 

Konzentrationsbereich 
Grenzregion *SPE Anreicherung Faktor 500 
Verdünnungsbereich 

µg/l  
Konzentration 

umu-Assay 

YES 

BS-Assay 

AChE-Assay 

AF-Assay 

LC-MS/MS  

Umwelt

* 

* 

* 

* 

*

* 

Abb. 2: Konzentrationsbereich organischer Spurenstoffe in der Umwelt, im Vergleich zu den Arbeitsbereichen 
der LC-MS/MS und der Bioassays
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für wurden die Spurenstoffe Metfor-
min und Acesulfam ausgewählt, die in 
Oberflächenwässern bis in den µg/l- 
Bereich vorkommen können [6–8].

Vor allem beim Einsatz von Hypochlo-
rit traten wirkende Transformations-
produkte auf. Es konnten bei Met
formin in vier der fünf Bioassays Wir-
kungen in mehreren Fraktionen nach 
Zusatz von Hypochlorit detektiert wer-
den. So konnten dem gelben Transfor-
mationsprodukt „Yellow“ (zyklisches 
dehydro-1,2,4-triazol-Derivat) der Sub-
stanz Metformin Wirkungen auf AF, 
BS, AChE und beim umu-Assay nach-
gewiesen werden [9,10]. Die gentoxi-
sche Wirkung wurde vom Umweltbun-
desamt mit dem Ames-Assay bestätigt, 
hingegen konnte im Mikrokern-Assay 
keine gentoxische Wirkung festgestellt 
werden. Dies kann durch den Wechsel 
von der bakteriellen Zellebene beim 
umu- und Ames-Assay auf eine huma-
ne Zelllinie im Mikrokern-Assay er-
klärt werden, was in der Toxikologie 
immer wieder beobachtet wird. Bei der 
Ozonung von Acesulfam trat beim Ein-
satz sehr hoher Substanzkonzentratio-
nen (5 g/l) ein instabiles gentoxisches 
Transformationsprodukt auf. Eine An-

letztlich besser, ionische Verbindungen 
mit einem geringen Anreicherungsfak-
tor und mit einigen störenden Effekten 
durch die Salzfracht prüfen zu können, 
als sie durch alleiniges Anwenden der 
SPE-Methode nicht zu beachten.

WBA/HPTLC bei Aufbereitungs
prozessen im Labormaßstab

Im Prozess von Aufbereitungs- und 
Desinfektionsverfahren können orga-
nische Spurenstoffe transformiert wer-
den, häufig – aber nicht immer – ver-
bunden mit einem Rückgang ihrer bio-
logischen Aktivität [5]. Die Identifizie-
rung aller Transformationsprodukte ist 
aufgrund der geringen Konzentratio-
nen schwierig und aufwendig. Durch 
Anwendung der WBA/HPTLC kann 
nach Art und Stärke der Wirkung eine 
Prioritätenliste für die Identifizierung 
erstellt werden. Zudem zeigt sich durch 
den Vergleich von Roh- und Trinkwas-
ser das Potenzial eines Aufbereitungs-
prozesses, Wirkungen zu entfernen. Im 
Projekt wurde konkret untersucht, in-
wieweit häufig auftretende Spurenstof-
fe bei der Behandlung mit Ozon und 
Chlor oder UV-Behandlung wirkende 
Transformationsprodukte bilden. Da-

anhand verschiedener Stoffgruppen 
analytisch charakterisiert und deren 
Kompatibilität mit der WBA/HPTLC 
untersucht. Ausgehend von den Ver-
fahren Festphasenextraktion (solid- 
phase-extraction, SPE), Flüssig-Flüssig-
Extraktion (liquid-liquid-extraction, 
LLE), Gefriertrocknung und Vakuum-
Konzentration erwiesen sich die SPE 
und die Vakuum-Konzentration als am 
besten geeignet: Während die SPE für 
unpolare und mäßig-polare Verbin-
dungen gute Wiederfindungen bei ho-
hen Anreicherungsfaktoren (standard-
mäßig Faktor 1.000) erzielt, gehen io-
nische Verbindungen oft verloren. Als 
Ergänzung konnten durch den Einsatz 
der Vakuum-Konzentration für alle 
nicht-flüchtigen Verbindungen sehr 
gute Wiederfindungen erreicht wer-
den. Der begrenzte Anreicherungsfak-
tor der Vakuum-Konzentration (Faktor 
50) sowie die durch die Anreicherung 
erhöhte Salzfracht in Proben erwiesen 
sich für die WBA/HPTLC jedoch als 
nachteilig. Zur Erfassung eines mög-
lichst breiten Substanzspektrums wur-
de dennoch die prinzipielle Anwend-
barkeit der Vakuum-Konzentration zur 
Untersuchung realer Wasserproben 
mittels WBA/HPTLC untersucht. Es ist 

Abb. 3: Schematischer Aufbau der KOLa-Anlage, Säule 1 bis 3 mit Quarzsand (0,7 bis 1,25 mm) gefüllt (links); wirkungsbezogene Untersuchung von dotiertem Karlsruher 
Trinkwasser nach verschiedenen Anreicherungsverfahren (1: Probe aus dem Tank der KOLa-Anlage, 2: Probe nach der Ozon-Blasensäule, 3: Probe nach Sandsäule 3) (rechts)
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nicht mehr auftrat. Die Wirkung von 
Azamethiphos im AChE-Hemmtest 
konnte erst durch den Sandfilter redu-
ziert bzw. eliminiert werden. Die Wir-
kung von Coffein im AChE-Hemmtest 
wurde bereits durch die Ozonung voll-
ständig entfernt. Dasselbe zeigte sich 
auch beim YES für die Wirkungen von 
Östron und 17ß-Östradiol. Nach der 
Ozonung konnten keine östrogenen 
Effekte mehr detektiert werden.

Untersuchung verschiedener 
Roh- und Trinkwasserproben mit 
WBA/HPTLC

Im Projekt wurden insgesamt zehn Roh- 
und Trinkwasserprobenpaare von acht 
deutschen Wasserversorgern unter-
sucht. Die Chromatografie der mit Va-
kuum-Konzentration angereicherten 
Proben wurde durch die mitangerei-
cherte Salzfracht gestört, sodass die Er-
gebnisse nicht bewertet werden konn-
ten. Eventuell bleibt der bevorzugte An-
wendungsbereich der Vakuum-Konzen-
tration auf die genannte systematische 
Grundsatzuntersuchungen beschränkt.

Untersuchungen einzubeziehen und 
so direkt Wirkungsveränderungen 
während des Aufbereitungsprozesses 
zu untersuchen.

Arbeiten mit einer Testmischung aus 
wirkenden Substanzen (Ibuprofen, 
Azamethiphos, Coffein, Streptomycin, 
Östron, 17ß-Östradiol) zeigten die prin-
zipielle Anwendbarkeit der Prozess-
kette aus KOLa-Anlage, Probenanrei
cherungen und WBA/HPTLC (Abb. 3 
rechts). Vor allem zeigte die Untersu-
chung ein umfassendes Bild, wie unter-
schiedlich sich Wirkungen während 
der Aufbereitung verhalten können. 
Der AF-Hemmtest zeigte, dass die Wir-
kung von Ibuprofen durch die KOLa-
Anlage nicht oder nur zu geringen Tei-
len verringert werden konnte. Es trat 
zudem nach der Ozonung eine neue 
basistoxische Wirkung auf, die auch 
nach der anschließenden Sandfiltrati-
on bestehen blieb. Streptomycin konn-
te im BS-Hemmtest lediglich mit der 
Vakuum-Konzentration angereichert 
werden und zeigte in der Ausgangspro-
be eine Wirkung, die nach der Ozonung 

wendung von UV-Licht auf Acesulfam 
zeigte keinerlei Effekte in der WBA/
HPTLC. Die strahlungsabhängige Um-
setzung des Acesulfams zu Transforma-
tionsprodukten wurde mittels Ionen-
chromatografie mit Leitfähigkeitsde-
tektion bestätigt.

Mit der am TZW entwickelten KOLa-
Anlage (kontinuierliche Ozonung mit 
Langsamsandfiltration) (Abb. 3) kön-
nen vielfältige Prozessvarianten im 
Laborversuch nachgestellt werden. Die 
KOLa-Anlage erlaubt realitätsnahe La-
borversuche, die die Kombination aus 
oxidativer Aufbereitungsstufe (Ozo-
nung) und nachgeschalteter biologi-
schen Stufe (Langsamsandfiltration) 
einer Wasseraufbereitungsanlage ab-
bilden [11,12]. Durch Variation einzel-
ner Parameter (Ozondosis, Wasserma-
trix, Verweilzeit in biologisch aktiven 
Sandsäulen, zusätzliche adsorptive 
Stufen) kann ein breites Anwendungs-
feld mit überschaubarem Aufwand ab-
gedeckt werden. Ziel der KOLa-Arbei-
ten im WBA-BeReit-Projekt war es, erst-
malig auch die WBA/HPTLC mit in die 
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Abb. 4: Überblick der Summenwirkungen der untersuchten Roh- und Trinkwässer sowie die angewandten Aufbereitungstechniken (RW: Rohwasser, TW: Trinkwasser, 
O3: Ozonung, AC: Aktivkohlefiltration)
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change, fc) vor und nach dem Behand-
lungsprozess (hier Rohwasser zu Trink-
wasser) in fünf Kategorien eingeteilt: 

fc =
 �Signalintensität TW 
SignalintensitätRW 

•	 Elimination (dunkelgrün): fc < 0,2
•	 Teilelimination (hellgrün): 0,2 ≤ fc < 0,5
•	 Konstanz (grau): 0,5 ≤ fc ≤ 2,0
•	 Zunahme (gelb): 2,0 < fc ≤ 5,0
•	 Neubildung (rot): fc > 5,0

Die untersuchten Roh- und Trinkwäs-
ser zeigten ein ähnliches Verhalten in 
den Ergebnissen der beiden Analyse-
verfahren. Nahmen die Wirkungen, 
wie in Probenpaar 7 (Abb. 5), über die 
Aufbereitung deutlich ab, so spiegelte 
sich dies auch bei der Non-Target-Pro-
zessbeschreibung mit einer großen An-
zahl der Signalverhältnisse in der Ka-
tegorie „Elimination bzw. Teilelimina-
tion“ wider. Bei Probenpaaren mit nur 
wenig Wirkungsreduktion von Roh- zu 
Trinkwasser konnte auch eine große 
Anzahl der Signale im Bereich „Kon
stanz“ detektiert werden.

Das Verhältnis der Summenwirkung 
von Trink- zu Rohwasser stellt eine 
Maßzahl zur Beschreibung der Effekti-
vität der Aufbereitung hinsichtlich ei-
ner Wirkungsentfernung dar. Genauso 
kann im NTS das Verhältnis der An-
zahl detektierbarer Signale in Trink- 
und Rohwasser die Effektivität der Auf-
bereitung hinsichtlich der Entfernung 
von Substanzen beschreiben. Bei der 

stanzen konnte die Wirkung allerdings 
nicht erklärt werden, sodass weitere, 
bislang unbekannte Substanzen in der 
wirkenden Bande vorliegen müssen. 
Beim AF-Hemmtest ergaben sich vor 
allem im mittleren Retardationsbe-
reich unterschiedliche Hemmmuster 
der Proben.

Wirkungsbezogene Prozess
beschreibung und Vergleich  
mit Non-Target-Screening

Zur übersichtlichen Beschreibung der 
Trinkwasseraufbereitung wurden die 
Wirkungen der Fraktionen für jeden 
der fünf Bioassays getrennt aufsum-
miert und normiert. So konnte die Wir-
kung einer Probe durch fünf Zahlen-
werte beschrieben werden (Abb. 4). Es 
zeigte sich, dass Trinkwässer aus Ober-
flächenwässern insgesamt weniger 
Wirkungen aufwiesen als Trinkwässer, 
die aus Grundwasser gewonnen wur-
den. Dies könnte durch die Aufberei-
tung mit mehreren Aufbereitungsstu-
fen bei den Oberflächenwässern er-
klärt werden.

Zusätzlich zur wirkungsbezogenen Un-
tersuchung wurden die Proben mit der 
HPLC mit hochauflösender Massen-
spektrometrie (HRMS) analysiert und 
mittels Non-Target-Screening (NTS) 
des Roh- und Trinkwassers eine Pro-
zessbeschreibung durchgeführt. Bei 
der Non-Target-Prozessbeschreibung 
[13] werden die Signale nach dem Ver-
hältnis ihrer Signalintensität (fold 

In keinem der untersuchten SPE-Ex-
trakte trat ein gentoxischer Effekt beim 
umu-Assay auf. Mit dem YES wurden 
östrogene Wirkungen in den Rohwäs-
sern, jedoch teilweise schwach auch  
in den Trinkwässern, detektiert. Die 
Oberflächenwässer wiesen tendenziell 
stärkere östrogene Effekte als die 
Grundwässer auf. Dies konnte durch 
eine separate quantitative Analyse 
(HPLC-MS/MS) von fünf Östrogenen 
bestätigt werden. Es zeigte sich, dass 
durch eine aufwendigere Aufbereitung 
(wie beispielswiese Ozonung, Schnell-
filtration, Aktivkohlefiltration und 
Desinfektion) östrogene Effekte eher 
reduziert werden als bei ausschließli-
chem Einsatz einer Schnellfiltration. 
Beim AChE-Hemmtest zeigten die Pro-
ben ähnliche Wirkmuster mit unter-
schiedlichen Intensitäten, wobei wie-
derum mehr Wirkungen bei Aufberei-
tungen mit mehreren Stufen entfernt 
werden konnten. Schwache antibioti-
sche Effekte traten in nahezu allen un-
tersuchten Probenextrakten auf. Vor 
allem in den Oberflächenwässern tra-
ten deutliche Hemmbanden auf, wobei 
sich das Muster über unterschiedliche 
Oberflächengewässer hinweg wieder-
holte. Nach der Extraktion wurden die 
wirkenden Zonen mittels Non-Target- 
Screening (NTS) analysiert, wobei 
mehrere Substanzen identifiziert wer-
den konnten; zwei davon (Clindamy-
cin-sulfoxid und Candesartan) wiesen 
auch eine antibakterielle Wirkung 
beim BS-Hemmtest auf. Mit der vorlie-
genden Konzentration der beiden Sub-

Abb. 5: Vergleich der Prozessbeschreibung von Roh- zu Trinkwasser (Probenpaar 7) mittels WBA und NTS
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ten Aufbereitungsverfahren. Dieser 
Informationsgewinn durch die Pro-
zessbeschreibung mittels WBA eröff-
net neue Möglichkeiten in der Quali-
tätssicherung des Trinkwassers. Zudem 
konnten die Ergebnisse der WBA mit 
den Ergebnissen der chemischen Ana-
lytik (Non-Target-Screening) bei den 
bisher untersuchten Proben sehr gut 
korreliert werden.

Um die Grundlage der vorliegenden 
Ergebnisse zu festigen, soll zukünftig 
eine systematische Untersuchung von 
Aufbereitungsprozessen mit der WBA 
erfolgen; dies soll Gegenstand eines 
Folgeprojekts sein. Schon jetzt ist klar, 
dass die WBA als effektives Werkzeug 
für eine Prozessbeschreibung hinsicht-
lich des Verhaltens von Wirkungen bei 
Aufbereitungsprozessen bereit ist und 
einen wertvollen Beitrag zum Risiko-
management bei der Trinkwasserge-
winnung leisten kann.
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Gegenüberstellung dieser beiden Maß-
zahlen zeigte sich, dass Aufbereitun-
gen mit Ozonung und/oder Aktivkoh-
le im Rohwasser gemessene Wirkungen 
und gleichermaßen auch NTS-Signale 
tendenziell am besten vermindern.

Schlussfolgerungen und Ausblick

Im Forschungsprojekt WBA-BeReit 
wurden die Möglichkeiten der WBA 
und die Aussagekraft der Ergebnisse 
zur Beurteilung organischer Spuren-
stoffe bei der Trinkwassergewinnung 
aufgezeigt. Durch den Einsatz einer 
SPE-Anreicherungsmethode ließen 
sich organische Spurenstoffe mit der 
WBA in Realwässern detektieren. Zur 
wirkungsbezogenen Detektion auch 
der ionischen Verbindungen wurde 
eine Vakuum-Konzentration einge-
setzt, die aber Probleme mit der Kom-
patibilität zur WBA zeigte. 

Bei der gezielten Untersuchung des 
Verhaltens von Substanzen bei der 
Trinkwassergewinnung im Labormaß-
stab konnten Transformationsproduk-
te aufgrund ihrer Wirkung priorisiert 
und teilweise identifiziert werden. Der 
Einsatz der KOLa-Anlage kann das Ver-
halten organischer Spurenstoffe bei der 
Trinkwassergewinnung simulieren. 
Die Untersuchung von Proben aus der 
KOLa-Anlage mittels WBA ermöglich-
te eine Beurteilung des Verhaltens zu-
gesetzter Spurenstoffe.

Die WBA konnte bei der Untersuchung 
von Roh- und Trinkwässern routine-
mäßig zum Monitoring und zur vor-
läufigen Risikobewertung eingesetzt 
werden, wobei die jeweils unterschied-
lichen Wirkungen („Wirkspektren“) 
von Spurenstoffen charakterisiert wer-
den konnten. Die Ergebnisse zeigten 
deutliche Unterschiede in den Wirkun-
gen in Abhängigkeit von der eingesetz-
ten Rohwasserart und den angewand-
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