Breitband-Biosensor AquaBioTox zur onlinefahigen Trinkwasseriiberwachung

Thomas Bernard, Thomas Miiller, Andreas Jacubasch, Tobias Schuchert
Fraunhofer-Institut fiir Optronik, Systemtechnik und Bildauswertung IOSB, Karlsruhe
Anke Burger-Kentischer, Tanja Maucher, Georg Geiger, Iris Trick
Fraunhofer-Institut fiir Grenzenfldchen- und Bioverfahrenstechnik IGB, Stuttgart
Fereshte Sedehizade, Berliner Wasserbetriebe, Berlin

Abstract

Wassernetze sind einer Gefdhrdung durch absichtliche oder unabsichtliche Verunreinigungen
ausgesetzt. Im Rahmen des BMBF-Projektes AquaBioTox wurde ein generisches onlinefdhiger
Breitband-Toxizitdtssensor entwickelt und prototypisch realisiert. Es basiert auf dem ,,Vorkoster-
Prinzip*: Die Vitalitit sehr schnell reagierender, biologischer Kleinstlebewesen, die in einem Bypass
der Trinkwasserleitung ausgesetzt werden, wird durch eine Kamera mit automatischer Bildauswertung
online iiberwacht, um signifikante Verdnderungen innerhalb kurzer Zeit zu diagnostizieren. Das
Monitoringsystem wurde in einer stillgelegten Leitungsstrecke auf dem Betriebsgeldnde der Berliner
Wasserbetriebe getestet. Anhand von repriasentativen Teststoffen wurde die Funktionalitit des
Breitbandsensorsystems nachgewiesen.

1. Motivation

Wassernetze sind einer Gefdhrdung durch absichtliche oder unabsichtliche Verunreinigungen
ausgesetzt. Insbesondere in der Trinkwasserversorgung, die zudem ein potenzielles Terror-Angriffsziel
darstellt, miissen Gefahren fiir die Offentliche Gesundheit rechtzeitig erkannt werden. Die
Trinkwasserverordnung  verlangt deshalb routineméfige Untersuchungen auf bestimmte
Krankheitserreger und chemische Stoffe. Die hierbei eingesetzten Analyseverfahren, die in speziellen
Labors offline durchgefiihrt werden, sind einerseits zu langwierig, um in Féllen von Kontaminationen
die Bevolkerung rechtzeitig warnen zu konnen und wirksame Abhilfemanahmen (z. B. Abtrennung
betroffener Teile des Wasserversorgungsnetzes) einleiten zu konnen. Andererseits beschrinken sie sich
auf ein begrenztes Spektrum. Unbekannte oder nicht erwartete toxische Stoffe, die die Gesundheit des
Menschen in gleicher Weise bedrohen konnen, bleiben unberiicksichtigt. Fiir die frithzeitige Erkennung
von gesundheitsbedrohenden Kontaminationen im Trinkwasser wird jedoch, gerade angesichts einer
verdnderten = Bedrohungslage ein  onlinefdhiges  breitbandiges  Testverfahren fiir  die
Trinkwasserkonformitit bendtigt, das sehr schnell und zuverldssig reagiert, robust gegeniiber
Fehlalarmen ist, von Personen ohne wissenschaftliche Qualifikation bedient werden kann und dessen
Anschaffungs- und Instandhaltungskosten wirtschaftlich vertretbar sind. Gegenwirtig stehen solche
onlinefdhigen und breitbandigen Testverfahren bzw. Sensorsysteme nicht zur Verfiigung.

2. Systemkonzept

Ziel des BMBF-Verbundvorhabens AquaBioTox [1 - 3] war es daher, ein generisches Trinkwasser-
iiberwachungskonzept basierend auf einem onlinefdhigen Breitband-Toxizitdtssensor zu entwickeln
und prototypisch zu realisieren. Das in Bild 1 schematisch dargestellte Biosensorprinzip beruht darauf,
aus dem Hauptwasserstrom eine kleine Menge abzuzweigen und damit Indikator-Organismen zu
umspiilen, deren Vitalitdt von einer Kamera kontinuierlich beobachtet und automatisch ausgewertet
wird.

Um eine hohe Breitbandigkeit hinsichtlich moglicher Giftszenarien zu erreichen und eine hohe
Ansprechempfindlichkeit bei geringer Fehlalarmwahrscheinlichkeit zu erzielen, werden mehrere
unterschiedliche Biosensorkomponenten in das AquaBioTox-Systemkonzept einbezogen. Dies sind
z.B. verschiedene Bakterienstimmen und mammalische Zellen, die bei toxischer Schéadigung ihre
Fluoreszenz verdndern. Da sich die Vitalitit der verwendeten Mikroorganismen nicht ausschlieBlich in



Abhingigkeit von der Toxizitit des Wassers verdndert, sondern moglicherweise auch bei anderen
unbedenklichen Schwankungen des Wasserzustandes (z. B. Temperatur, pH, O,-Gehalt etc.), ist es
notwendig, die Umgebungsbedingungen der Mikroorganismen automatisiert so zu stabilisieren, dass
eine eindeutige Abhéngigkeit zwischen anomalen Vitalitdtsverhalten der Mikroorganismen und der
Toxizitdt des Wassers aufrecht erhalten wird. Die Online-Diagnose relevanter Vitalitdtsmerkmale der
Organismen (z. B. Bewegungsgeschwindigkeit, Fluoreszenzverhalten) erfolgt primir mit Hilfe eines
bildgebenden Sensors und unter Verwendung modell- und wissensbasierter Methoden der
automatischen Bildauswertung. Fiir die Fusion der verschiedenen heterogenen Sensorinformationen
und -daten zu einem belastbaren Gesamtdiagnoseergebnis werden maschinelle Lernverfahren (z.B.

basierend auf Kohonen-Karten) angewendet.
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Bild 1: Grundprinzip des AquaBioTox-Sensorsystems zur online-Messung toxischer Inhaltsstoffe im Wasser

3. Biologische Sensoren

Die biologischen Sensoren sind das Kernstiick von AquaBioTox. Diese reagieren sensitiv auf den
Eintrag von Verunreinigungen oder toxischen Stoffen. Als biologische Systeme werden sowohl zwei
mikrobiologische Sensoren und zwei mammalische Zellsysteme des Fraunhofer IGB verwendet. Die
spezifischen Eigenschaften der biologischen Zellsysteme werden im folgenden ndher erldutert (siche
auch [4 — 6]).

Die im Fraunhofer IGB fiir AquaBioTox etablierten biologischen Systeme sind:

= Escherichia coli RFP-IGB (Bild 1a)

= Caulobacter crescentus RFP-1GB (Bild 1b)

= Hamsterzelllinie CHO-KI1-RFP-IGB und humane Zelllinie HEK 293T-RFP-IGB (Fehler!
Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.)

Bild 1: Bakterielle Systeme in AquaBioTox: (a) Zellen
von Escherichia coli und (b) Caulobacter crescentus

Bild 2: Mammalische System in AquaBioTox: (a)
Hamsterzelllinie CHO und (b) humane Zelllinie HEK 293T.



Auswahl und Etablierung geeigneter Zellsysteme: Die mikrobiellen Populationen bestehen aus
einer Vielzahl mikroskopisch kleiner Zellen, die in hoher Populationsdichte auf kleinstem Raum bereit
gestellt werden konnen und aufgrund der groflen Oberflidche einen raschen Stoffaustausch ermoglichen
und damit eine sehr rasche Reaktion auslosen konnen. Die bislang experimentell getesteten
Reaktionszeiten liegen bei < 5 min, was fiir einen spiteren Einsatz als Alarmsystem von grofBer
Bedeutung ist.

Zweil Bakterienstimme wurden so modifiziert, dass sie bei Kontakt mit verschiedenen chemischen
Substanzen mit einer signifikanten Farb- bzw. Fluoreszenzdnderung reagieren, die mit einer
Fluoreszenzmesssonde aufgenommen und ausgewertet wird. Um die Breitbandigkeit zu erhdhen,
wurden zwei mammalische Zelllinien mit demselben Fluoreszenzmarker versehen. Damit wird eine
groflere genetische und metabolische Ndhe zu menschlichen Organismen erreicht und das
Reaktionsspektrum abgesichert und erweitert.

Testsysteme: Die biologischen Sensoren werden im immobilisierten Zustand auf verschiedenen
Tragermaterialien in Bioreaktoren (20 ml-Volumen) realisiert, in denen die Messungen mit der
Fluoreszenzsonde aufgenommen werden. Bild 4 zeigt die makroskopisch wahrnehmbare Farbidnderung
hier bei dem Testorganismus Escherichia coli RFP-IGB, zu beobachten auf zwei verschiedenen
Tragermaterialien.
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Bild 4: Messzelle mit den immobilisierten Bild 3: Priifung der Funktionalitét des Testsystems und
Mikroorganismen: Fluoreszenzénderungen mit bbe-Sonde der Sensitivitdt der Testorganismen: Zwei verschiedene
messbar. Makroskopisch sichtbare Farbdnderungen von Tragermaterialien zur Immobilisierung.
pink (links) nach orangefarben (rechts) nach Zugabe von Fluoreszenzabnahme nach 3 — 5 min deutlich erkennbar.
Testsubstanz. (Testorganismus Escherichia coli RFP-IGB).

Priifung auf Sensitivitit: Die Sensitivitdt wurde fiir eine Reihe relevanter Substanzen gepriift. Die
Messwerte wurden dabei mit einer fiir den Wellenldngenbereich geeigneten Fluoreszenzsonde der Fa.
bbe Moldaenke aufgenommen. Aus Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden. ist zu
entnehmen, dass bei Zugabe einer Testsubstanz die Signaldnderung bereits nach 3 — 5 Minuten deutlich
erkennbar ist.

Stabilitit der Zellsysteme: Die Stabilitdt fiir die mikrobiellen und mammalischen Zellsysteme kann
mindestens fiir 3 Wochen (maximal getesteter Zeitraum flir die verwendeten Bakterienkulturen)
aufrecht erhalten werden. Mit den mammalischen Zelllinien wurden Vitalitdt und Fluoreszenz auch
nach 10-wochiger Inkubation nachgewiesen.



4. Automatisierung, Bildauswertung und Sensorfusion

Um optimale Vitalitidtsbedingungen fiir die Mikroorganismen sicherzustellen und somit eine
nachhaltige Nutzung des Sensorsystems zu gewdhrleisten, ist eine Stabilisierung der natiirlichen
Schwankungen des Wasserzustandes notwendig (insbesondere Volumenstrom, Temperatur, Zuflussrate
der Substratlosung). Hierzu wurden entsprechende Regelungskonzepte realisiert.

Die am Fraunhofer IITB entwickelten Komponenten zur automatischen Bildauswertung umfassen:

= die rechnergestiitzte Uberwachung der Biosensorkomponenten mit bildgebender Sensorik,

* die Modellierung des Zusammenhangs von Messungen (Beobachtungen) und Systemzustand
(Lebendigkeit der Indikatororganismen, Wassergiite),

= die automatische Erfassung der vitalititsanzeigenden Parameter,

= die Generierung eines Ausgangssignals iiber den Sicherheitszustand.

Die Herausforderung bestand darin, auch schwache Vitalititsverdanderungen der Indikatororganismen
(etwa bei langsam wirkenden Toxinen) robust erkennen und sie von Stdreinfliissen und natiirlichen
Schwankungen des Trinkwassers zuverlédssig unterscheiden zu konnen.

Fiir die Daphnien-Biosensorkomponente wurde eine robuste Bildauswertungskomponente entwickelt,
welche die Daphnien von sich mitunter im durchgeleiteten Wasserstrom bewegenden Luftblasen und
Exuvien sowie von sonstigen Hintergrundartefakten unterscheiden kann. Bild 6 zeigt hierzu zwei
Beispiele, bei denen in den Wasserkammern zum Test des Algorithmus absichtlich viele Storeffekte
erzeugt wurden. Die berechneten Farben decken sich mit den realen Gegebenheiten. So wird
insbesondere auch die sich bewegende grofle Luftblase im linken Bild (oben rechts in der rechten
Kammer) korrekt erkannt.

Bild 6: Beispiele zur Unterscheidung der Daphnien von sich z.T. im Wasserstrom bewegenden Luftblasen, Exuvien und
Artefakten. Griin: algorithmisch detektierte Daphnien. Rot: algorithmisch ermittelte Vordergrundstrukturen, die keine
Daphnien sind.

Fiir die Bakterien- und Zellsystem-Biosensorkomponente wurden Verfahren zur robusten Auswertung
der rdumlichen und zeitlichen Fluoreszenzverteilung der Kulturen entwickelt.

Um einerseits hohe Sensitivitidt und schnelles Ansprechen bei bedrohlichen toxischen Verédnderungen
des Trinkwassers zu gewéhrleisten und andererseits ausreichende Robustheit gegeniiber
kostenaufwindigen Fehlalarmen sicherzustellen, ist es notwendig, die Bildinformationen des
biologischen Breitbandsensors mit den Daten von weiteren relevanten Sensoren (z.B. Temperatur, pH-
Wert, Sauerstoffgehalt, Leitfahigkeit) intelligent zu fusionieren. Fiir die Fusion der heterogenen
Sensorinformationen zu einem belastbaren Gesamtdiagnoseergebnis wurden modell- und
datengetriebene Methoden (z.B. Neuronale Netze, Selbst-Organisierende Karten) verwendet [7]. Die
relevanten Sensormerkmale werden so fusioniert, dass die statistische Signifikanz der jeweiligen
Sensormerkmale beriicksichtigt wird. Dadurch wird eine robuste Erkennung von Gefahrensituationen
gewihrleistet.



5. Demonstrator und Teststrecke

Zur Untersuchung des Demonstrators auf seine Funktionsfdhigkeit unter praktischen Bedingungen
wurde eine Versuchsanlage auf einer stillgelegten Leitungsstrecke aufgebaut (Bild 7). Alle Merkmale
der Leitungsstrecke (Material, Alter, Nutzung und FlieBverhéltnisse wie Druck und Durchfluss)
entsprechen  einer  iiblichen  Trinkwasserleitung und sind somit repridsentativ  flir
Trinkwasserversorgungsnetze in Berlin und in Deutschland. Die Versuchsanlage erfiillt alle
Bedingungen und Variationsmdglichkeiten fiir die Durchfiihrung von Testabldufen. An der Versuchs-
anlage wurden nicht nur die Funktionsfahigkeit, die Zuverldssigkeit und Robustheit des Demonstrators
(und seine Einzelkomponenten) getestet sondern auch die Bedienung, die Anfilligkeit und der
Wartungsaufwand unter Praxisbedingungen.
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Bild 7: Demonstrator auf dem Gelédnde der Berliner Wasserbetriebe in Berlin-Friedrichhagen (links) und Ergebnisse eines
Tests (rechts oben). Ein Prototyp des AquaBioTox-Sensors ist unten rechts gezeigt
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