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Einleitung

Im Bereich Gewasserschutz sowie beim Schutz un-
serer Trinkwasserressourcen wurden bis heute grol3e
Fortschritte erzielt, die insbesondere auf Reinigungs-
malRnahmen, stadtebaulichen MalRnahmen und auf
einer konsequenten analytischen Uberwachung ba-
sieren. Neben der Einflihrung einer 4. Reinigungs-
stufe zur Elimination von Mikroverunreinigungen bei
immer mehr Klaranlagen sind hier allgemein die Ka-
nalanbindungen und Regenwasserrickhaltebecken
sowie eine systematische analytische Uberwachung
mittels verschiedener on- und offline arbeitender Me-
thoden der Wasseranalytik zu nennen. Dabei hat
auch insbesondere die nationale und EU weite Ge-
setzgebung grof3e Anstrengungen unternommen, die
Qualitdt von Oberflachen- und Bewasserungswas-
sern durch entsprechende Grenzwertvorgaben (EU
Umweltqualitatsnormen 2008/105/EG; Nitratrichtlinie
91/676/EG) zu sichern. Dies hat bundesweit zu spir-
baren Verbesserungen der Oberflachenwasserquali-
taten, dem verbesserten Schutz der aquatischen
Flora und Fauna und damit zu einem verbesserten
Schutz der Rohwasser geflihrt. Hierdurch wird neben
der Sicherung der Trinkwassergewinnung auch der
gesellschaftlich bedeutsame Schutz einer intakten
Umwelt im Einklang mit einer vertraglichen Nutzung
bis hin zu den Badegewassern durch Privatpersonen
gewabhrleistet.

Trotz dieser positiven Entwicklungen stellt die Euro-
pean Environmental Agency (EEA) in ihrem aktuellen
Bericht [1] fest, dass sich die Wasserressourcen in
Europa unter grofem Druck befinden. Dies wird u. a.
an der Wasserknappheit sichtbar, von der jahrlich
etwa 20 % des europaischen Territoriums und 30 %
der Bevdlkerung betroffen sind. Weiterhin berichtet
die EEA, dass wenn man von Verunreinigungen wie
Quecksilber und bromierten Flammschutzmittel ab-
sieht, hauptsachlich Nitrate und Pestizide als Schad-
stoffe auffallen. Neben dieser Bestandsaufnahme
durch die EEA findet sich zum Beispiel in der KomS-
Liste eine weitere grof3e Anzahl verschiedenster Spu-
renstoffe wie z. B. Arzneimittelrickstande, die uber
unvollstandig gereinigte Abwasser in die Umwelt ge-
langen kdnnen [2]. Dariber hinaus stellen Mik-
roschadstoffe wie Toxine oder Pathogene ein weite-
res Problem dar.

Das aktuelle Forschungsrahmenprogramm der Euro-
paischen Union hat jingst diese komplexe Situation
in einer holistisch angelegten Ausschreibung adres-
siert (Call: HORIZON-CL6-2024-ZEROPOLLUTION-
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02-1), in der nach ganzheitlichen Ansatzen fir eine
effektive Uberwachung der Wasserqualitat in stadti-
schen Gebieten gesucht wurde. Dabei soll als Kern-
forderung ein fortschrittliches Uberwachungs- und
Kontrollsystem entwickelt werden, das Uber die kon-
ventionellen Schadstoffe hinausgeht, die stadtischen
Trink- und Abwasserkreislaufe miteinander verbindet,
Risikomanagementansatze integriert und verbes-
serte digitale Losungen zur Unterstitzung des stadti-
schen Wasserqualitdtsmanagements nutzt. In Kom-
bination mit geeigneten Modellierungswerkzeugen
und Szenarien, sollen die langfristigen Auswirkungen
zukunftiger sich andernder soziodkonomischer und
klimatischer Verhaltnisse besser vorhersagbar und
beherrschbar werden. Hierbei stellen neue und ver-
besserte Analysewerkzeuge und Uberwachungsme-
thoden wie z.B. Biosensoren zur Analyse eines brei-
ten Spektrums von Schadstoffen, ein wichtiges Werk-
zeug dar.

Die Wasserchemische Gesellschaft stellte diesen
Forschungsbedarf ebenfalls in seiner aktuellen For-
schungsstrategie fest [3], wobei zusatzlich auf einige
wichtige Aspekte insbesondere in Hinblick auf die
Verflgbarkeit von geeigneten Erkennungsstrukturen
und der mangelnden Robustheit hingewisen wird.
Diese Punkte sind besonders wichtig, um neben dem
Monitoring zukUinftig auch die Prozesskontrolle zu ad-
ressieren.

Ziel dieses Beitrags ist es daher, zunachst eine kurze
Bestandsaufnahme zu Biosensoren flir die Spuren-
stoffanalytik im Wasser zu geben und in die Methodik
der Wasseranalytik 4.0 einzufihren. Basierend auf
diesen komplexen Anforderungen werden dann drei
Handlungsfelder adressiert, die dringend bei der Ent-
wicklung von neuen Biosensorsystemen bzw. als
Rahmenbedingungen fiir deren Einsatz bertcksich-
tigt werden missen, damit diese Systeme den Weg
in die Routineanwendung finden kénnen. Dabei kon-
zentriert sich dieser Beitrag auf immunanalytische Bi-
osensorverfahren fir Spurenstoffe wie z. B. Pestizide
und Arzneimittelrickstédnde in Wasser.

Biosensoren fiir die Uberwachung von
Spurenstoffen im Wasser

Biosensoren sind Analyseinstrumente, die ein Signal
von einer biologischen Erkennungsstruktur (wie z. B.
Antikdrper) in eine messbare Reaktion umwandeln.
Einige der Hauptvorteile dieser Gerate sind heute
schon, dass sie leicht als automatisierte Analysen-
systeme konzipiert sein kdnnen, bis hin zu tragbaren
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und einfach zu bedienenden Geréaten, die sich durch
kurze Ansprechzeiten und eine teilweise sehr gute
analytische Leistungsféahigkeit auszeichnen. Solche
Biosensoren finden sich heute insbesondere im Be-
reich des Point-of-Care-Testings (POCT) und ermog-
lichen diagnostische Labormessungen eines be-
stimmten Analysespektrums direkt vor Ort. Dabei er-
reichen kommerzielle Biosensoren, wie z. B. das A-
tellica® VTLi Immunoassay-Analysesystem Nach-
weisgrenzen im unteren ng/l-Bereich [4]. Ein Uber-
blick zum aktuellen Stand der Forschung und Ent-
wicklung zu Biosensormethoden fiir den Nachweis
von Spurenstoffen ist in Tabelle 1 [5] zusammenge-
fasst, wobei insbesondere solche Arbeiten aufge-
nommen wurden, die Spurenstoffe nachweisen, die
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Reflexions-
fluoreszenz
(TIRF)

Estron / 0,0001

TIRF

LOQ
0,0014 pg/L

[15]

Benzotriazol /
0,05

Mikroalgen-
biosensor

LOD 25 pg/L

[16]

ISO-Refe-
renztests
(einzellige
Algen und
Leuchtbakte-
rien)

LOD 10 pg/L

[17]

Y Werte fiir die Bestimmungsgrenze im Ablauf (BG Ablauf)
der vierten Reinigungsstufe einer Klaranlage nach [2].
2) Elektrochemisches Verfahren.

in der KomS-Liste [2] aufgeflhrt sind.

Tabelle 1: Beispiele von Biosensorverfahren fiir ausge-
wihlte Spurenstoffe ohne aufwindige Probenaufkon-

zentrierung.
Einzelsubstanz | Biosensor- | Analytische | Ref.
| BG-Ablauf? verfahren Leistungs-
[ug/L] fahigkeit
laut Refe-
renz

Ciprofloxacin / Immunoas- LOQ 0,01 [6]
0,05 say on Silica | ng/L

Optical Fiber
Carbamazepin/ | Lab-on- LOQ 1 pg/L [7]
0,025 Valve (LoV)

Suspension LOD 0,14 [8]

Array Fluo- pg/L

rescence Im-

munoassay

(SAFIA)
Diclofenac / SAFIA LOD 0,004 [8]
0,025 pg/L

Quartz Crys- | LOD 0,002 [9]

tal Microbal- | ug/L

ance (QCM)

Magnetic LOD 0,4 [10]

Bead-Based | ug/L

Immunoas-

say (MBBA)
Hydrochlorothia- | Zyklische LOD 148 [11]
zid / 0,05 Voltammet- pg/L

rie*
Ibuprofen / Chitosan LOD 1000 [12]
0,025 Uber porous | pg/L

silicon opti-

cal trans-

ducer
Sulfamethoxazol | Immunoas- LOD [13]
/0,025 say mit 0,1 pg/L

Oberflachen-

plasmonen-

resonanz

(SPR)

Immunoas- LOD [14]

say Totale 0,007 pg/L

Interne
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Die in Tabelle 1 vorgestellten Biosensorverfahren
zeichnen sich dabei alle dadurch aus, dass sie ohne
eine aufwandige Probenaufkonzentrierung auskom-
men, was positiv fir einen Routineeinsatz zu sehen
ist. Allerdings bestehen gro3e Unterschiede bei den
diskutierten Verfahren und Methoden in der prakti-
schen Handhabbarkeit. So benutzt z. B. die SAFIA
Methode fiir die Detektion ein kommerzielles Durch-
flusszytometer, das in Kombination mit dem gut stan-
dardisierbaren Arbeitsablauf eine robuste und gut re-
produzierbare Labormethode darstellt, die allerdings
nicht einfach auf eine Vor-Ort Analytik anwendbar ist.
Dass sich Immunoassay-basierte Biosensoren voll-
stéandig automatisieren lassen, wurde jedoch bereits
z. B. fur das beschriebene TIRF Verfahren in [14] ge-
zeigt. Im Unterschied zu vielen anderen Biosensoren
als auch zu etlichen verfugbaren Biotestverfahren
zeichnet sich dieser Biosensor durch seine Unabhan-
gigkeit vom Bedienpersonal aus, da alle Prozess-
schritte automatisiert sind und auch auf3erhalb einer
Laborumgebung analytisch korrekte Ergebnisse im
Multianalytbetrieb erzielt werden kénnen.

Unter den vielen weiteren Biosensoren sind insbe-
sondere solche besonders interessant, die ein Multi-
paramter-Monitoring ermdglichen. Dies trifft z. B. auf
die flussbasierte Microarray-Analyseplattform MCR
[18] sowie tragbare Sensorik-Assays zu, die wegen
ihrer gro3en Vorteile wie Einfachheit und Erschwing-
lichkeit fur den Vor-Ort-Nachweis geeignet sind. Da-
her haben sich in den letzten Jahrzehnten viele For-
scher und Wissenschaftler mit der Entwicklung und
Herstellung tragbarer Assays mit hoher Empfindlich-
keit und Selektivitat fur den Nachweis verschiedener
Schadstoffe im Wasser beschaftigt. In [19] sind die
jungsten Verbesserungen bei tragbaren Biosensoren
und Sensoren fiir die Uberwachung biologischer und
chemischer Schadstoffe in verschiedenen Wasser-
proben ausflhrlich erlautert. So sind schon seit lan-
gerer Zeit die Mikrofluidik und Chip-basierte Ansatze
die treibenden Faktoren fir die Miniaturisierung bzw.
die Entwicklung von tragbaren Geraten. Zwar kann
nicht davon ausgegangen werden, dass solche Bio-
sensorsysteme in naher Zukunft eine umfassende
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Quantifizierung aller moglicher Spurenstoffe in einem
Gerat ermdglichen, jedoch ist die Multianalytfahigkeit
verschiedener Biosensorsysteme so weit entwickelt,
dass unter der Voraussetzung von vorhandenen bio-
logischen Erkennungsstrukturen (wie z. B. Antikor-
pern) aussagekraftige Panels an z. B. 4-8 verschie-
denen Spurenstoffen gleichzeitig untersucht werden
kénnen. Diese Panels, wie die in Tabelle 1 darge-
stellte Auswahl bezlglich der Uberwachung einer 4.
Reinigungsstufe einer Klaranlage kénnten sehr wahr-
scheinlich ein aussagekraftiges Monitoring am Ort
des Geschehens ermdglichen und stellen somit eine
mogliche Erganzung zur laufenden laborgestitzten
Analytik dar, da sie direkten Eingang in die Prozess-
steuerung finden kénnten.

Wasseranalyse 4.0

Die Digitalisierung der Wasserwirtschaft bietet be-
deutende Chancen zur Verbesserung der Uberwa-
chung, Verwaltung und Sicherstellung der Wasser-
qualitdt. Sowohl das Umweltbundesamt (UBA) [20]
als auch die Umweltpolitische Digitalagenda der Bun-
desregierung [21] erkennen die Notwendigkeit, digi-
tale Technologien zu nutzen, um nachhaltige Lésun-
gen zu entwickeln und umzusetzen. Hierzu gehort die
Implementierung moderner digitaler Technologien,
wie z. B. die Einfihrung und Integration von IoT (In-
ternet of Things), Sensoren, Big Data und Kiinstlicher
Intelligenz (KI). Begriindet wird dies damit, dass diese
Technologien eine Echtzeitiberwachung der Was-
serqualitat und eine schnelle Reaktion auf Verande-
rungen ermoglichen sollen. Als zweiten Handlungs-
bereich sehen die Akteure die Notwendigkeit einer
verbesserten Datenverflugbarkeit und -verarbeitung.
Dies beinhaltet die Schaffung robuster Dateninfra-
strukturen, um genaue und verlassliche Informatio-
nen uber den Zustand der Wasserressourcen zu er-
halten. Zur Erreichung dieser Ziele ist die Entwicklung
von Standards und Normen unerlasslich, da durch die
Standardisierung und Normierung der Erhebung,
Verarbeitung und Auswertung von Wasserdaten die
notwendige Konsistenz und Vergleichbarkeit der Da-
ten gewahrleistet wird.

Durch die Umsetzung dieser MaRnahmen kann die
Wasserwirtschaft effizienter, nachhaltiger und zu-
kunftssicher - nicht zuletzt mit Hinblick auf die Her-
ausforderungen durch den Klimawandel - gestaltet
werden.

Ein wesentlicher Bestandteil bei der Umsetzung die-
ser Strategie kann zuklnftig intelligenten Sensornetz-
werke zukommen, da sie eine ideale Perspektive bie-
ten, um sowohl lokale, regionale als auch Ubergrei-
fende radumliche und zeitliche Veranderungen von Ist-
Zustanden zusatzlich zur etablierten Analytik kontinu-
ierlich zu erfassen [22]. Als Ergebnis kann erwartet
werden, dass sich hierdurch eine verbesserte Reak-
tion / Regelungen z.B. fUr Betriebsablaufe in der
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Wasserwirtschaft bzw. der Steuerung bestimmter Inf-
rastruktur implementieren lassen kénnte. Als Konse-
quenz aus diesem Vorgehen lasst sich wiederum
eine nachhaltigere Ressourcennutzung erwarten.
Neben der intelligenten Vernetzung von Sensoren
und der Nutzung anderer analytischer Datenquellen
kann die zuséatzliche Einbindung von Metadaten in
Kombination mit KI-Methoden fiir Trendanalysen und
Frihwarnsysteme vorteilhaft sein. So sollten zukiinf-
tig Kl-basierte Aus- und Bewertungsstrategien flr die
Modellierung lokaler Zustédnde und firr die Vorher-
sage von kritischen Betriebszustanden und Szena-
rien genutzt werden und die online-Sensorik kann zu-
sammen mit datengetriebenen Modellen zur Pro-
zesssteuerung weiterentwickelt werden. Ziel kann u.
a. die intelligente Steuerung kritischer Infrastrukturen
der Wasserwirtschaft (z.B. 4. Reinigungsstufe von
Klaranlagen) oder auch die automatisierte Erkennung
von Sensorfehlanzeigen oder Gulteveranderungen
sein.

Forschungsliucken, Handlungsbedarf
und Lésungsansatze

Bis heute haben es allerdings kaum Biosensoren in

den Realbetrieb fir Umwelt- bzw. Wasseranalytische

Fragestellungen geschafft. Als Barrieren dieser Ent-

wicklung kénnen neben verbesserungswurdigen Ei-

genschaften wie Robustheit und Miniaturisierung ins-
besondere drei Themenfelder identifiziert werden:

1. Die eingeschrankte Verfiigbarkeit von Antikdrpern
bzw. alternativen Erkennungsstrukturen fur rele-
vante Spurenstoffe stellt insbesondere fiir Firmen
eine hohe Eintrittsbarriere auf diesem Gebiet dar.
Dariiber hinaus fehlen auch entsprechende Gold-
standardimmunoassays fur das Benchmarking.

2. Bisher existiert auf dem Gebiet der Immunoas-
says fur die Analytik der Wasserbeschaffenheit le-
diglich die Norm ISO 15089:2000, die sich auf
Pflanzenbehandlungs- und Schadlingsbekamp-
fungsmittel fokussiert. Es fehlt aktuell eine Norm,
die allgemein immunanalytische Methoden fiir
Spurenstoffe adressiert. Dabei fiihrt diese Situa-
tion sowohl auf Herstellerseite als auch auf An-
wenderseite zu Unsicherheiten, die hemmend auf
notwendige F&E-Aktivitaten bzw. Innovationspro-
jekte wirken. Entsprechende Normungsaktivitaten
von Fachvereinigungen sind hier dringend not-
wendig.

3. Wie bereits im Stand-der-Forschung zu Biosenso-
ren fUr die Wasseranalytik aufgezeigt, gibt es flr
einzelne Spurenstoffe sehr leistungsstarke Bio-
sensorverfahren. Allerdings bestehen hinsichtlich
der Einsetzbarkeit dieser Biosensoren auf Anwen-
dungsbereiche mit unterschiedlicher oder stark
veranderlicher Matrix gro3e Herausforderungen,
die Ublicherweise eine Neukalibrierung des Mess-
systems erforderlich machen. Dies ist haufig den
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Eigenschaften der Antikdrper geschuldet, die als
Glykoproteine fir die erfolgreiche und reprodu-
zierbare spezifische Bindung ihres Antigens (also
dem bestimmten Spurenstoff) von den Reaktions-
bedingungen abhangen, die u.a. die Aktivitat und
Affinitat beeinflussen. Beim bekannten laborba-
sierten Enzyme Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) kann dieser Nachteil sehr einfach durch
eine Konzentrationsreihe auf der Mikrotiterplatte
ausgeglichen werden. Da diese messbegleitende
Kalibrierung fir Biosensoren nur schwerlich um-
setzbar ist, konnte ein kirzlich weiterentwickeltes
Verfahren fur das Standardadditionsverfahren fur
Immunoassays einen wesentlichen Beitrag zur
Verbesserung der Realtauglichkeit von Biosenso-
ren fur die Wasseranalytik 4.0 darstellen [23].

Bezugnehmend auf dieses dritte Handlungsfeld muss
fur die Suche nach einem Ldsungsansatz zunachst
auf das nichtlineare Verhalten der Kalibrierkurven von
Immunoassays hingewiesen werden, was eine di-
rekte Ubertragung des Standardadditionsverfahrens,
wie es aus der klassischen Analytik bekannt ist, un-
mdglich macht. Pang und Cowen schlugen 2017 [24]
vor, die Standardadditionsmethode auf sigmoidale
Kalibrierkurven mit einer neuartigen Bewertungsme-
thode zu Ubertragen. Durch eine Optimierung des
dort verwendeten Algorithmus zur kalibrierungsfreien
Konzentrationsbestimmung  fir  Immunoassays,
konnte eine Standardadditionsmethode entwickelt
werden, die unter realistischen Einsatzbedingungen
robuste Ergebnisse liefert [23].

Dabei wird die Probe mit unbekannter Konzentration
durch bekannte Analytkonzentrationen aufgestockt.
Aufgrund des nichtlinearen Verhaltens von Immuno-
assays muss flir die Auswertung das Messsignal lo-
git-transformiert werden und gegeniber dem Loga-
rithmus der Konzentration aufgetragen werden. Die
Auswertung beruht nun auf der von Pang und Cowen
[24] vorgeschlagenen Linearisierung, bei der ange-
nommen wird, dass nur bei einer richtigen Schatzung
der unbekannten Analytkonzentration alle Mess-
punkte einen optimalen linearen Zusammenhang zei-
gen. Diese als wahr anzunehmende Analytkonzent-
ration wird durch Einsetzen verschiedener geratener
Probenkonzentrationen so lange ermittelt, bis die
beste Linearitat (Minimum der SSres-Werte) gefun-
den ist.

In [23] konnte gezeigt werden, dass dieser neuartige
logit-log-Ansatz (s. Abbildung 1 [5]) auch bei quanti-
tativen Immunoassays in komplexen Matrices hervor-
ragend funktioniert und eine aufwandige Kalibrierung
obsolet macht.
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Abbildung 1: Logit-log Standardadditionsverfahren fiir
Immunoassays. Oben: Auftragung des logit(Signal) ei-
nes Immunoassays gegen log(geratene Konzentration)
eines Analyten, beispielhaft fiir 3 verschiedene gera-
tene Probenkonzentrationen (links: zu niedrig; Mitte:
korrekt; rechts: zu hoch), jeweils mit linearer Regres-
sion, aus der die SSres-Werte bestimmt werden kon-
nen. Unten: Die Bestimmung der Probenkonzentration
erfolgt iber das eingezeichnete Minimum, da hier die
Linearitit am besten gegeben ist. Ubernommen aus [5].
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