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Abstract
Analytische Methoden fir die Quantifizierung von Mikro-
schadstoffen (Synonym fur Spurenstoffe) und Pathogenen im
Wasser sind eine Grundvoraussetzung fir die Umsetzung des
Ziels Nr. 6 fir Nachhaltige Entwicklung der UN, weltweit sau-
beres Wasser zur Verfligung zu stellen. Dafiir sind schnelle,
einfach zu bedienende und kostengiinstige Uberwachungs-
systeme notwendig. Antikdrperbasierte Biosensoren haben
das Potential, z.B. die Eliminationsleistung beziglich kleiner
organischer Molekule durch die vierte Reinigungsstufe von
Klaranlagen vor Ort zu Uberwachen. Darlber hinaus kommt
modernen bioanalytischen Verfahren bei der Quantifizierung
von Pathogenen eine immer wichtigere Rolle zu. Neben einer
Bestandsaufnahme zu diesen Themen ist es das Ziel dieses
Beitrags, die Anwendungsbarrieren von Biosensoren fir die
Wasseranalytik von Mikroschadstoffen abbauen zu helfen und
die Vorziige moderner bioanalytischer Methoden fir die
Quantifizierung von Pathogenen aufzuzeigen.

Einleitung

Globale Umweltprobleme wie die Verschmutzung von Ge-
wassern durch Mikroschadstoffe stellen eine gro3e Heraus-
forderung fur die moderne Gesellschaft dar. Laut Forschungs-
strategie der Wasserchemischen Gesellschaft der GDCh
(2023) [1] sind Verfahren zur Elimination von organischen
Schadstoffen und Pathogenen in der Abwasserreinigung
Gegenstand der aktuellen Forschung und werden zunehmend
groRRtechnisch eingesetzt. Sauberes Wasser ist bei der UN als
das Ziel Nummer 6 fir Nachhaltige Entwicklung anvisiert,
weswegen der Eintrag von Mikroschadstoffen und Pathogenen
in die Umwelt vermieden werden soll [2]. Die Wasserqualitat
soll verbessert werden, indem Abwasserreinigungsverfahren
optimiert und analytisch bewertet werden. Dabei beruht die
analytische Bewertung auf der quantitativen Bestimmung der
Entfernungseffizienz, indem definierte Mikroschadstoffe wie
z.B. das Schmerzmittel Diclofenac, das Antiepileptikum Carba-
mazepin oder Antibiotika wie z.B. Clarithromycin in der Abwas-
sermatrix vor der Behandlung und danach quantitativ bestimmt
werden. HPLC gekoppelt mit massenspektrometrischen Ver-
fahren (z.B. LC-HRMS) sind hierbei Stand der Technik. Diese
Analyseverfahren sind jedoch reine Labormethoden und die
Ausstattung und die Einzelanalyse sind teuer. Aus diesem
Grund wird an Biosensoren geforscht, da diese eine Reihe von
Vorteilen gegeniiber herkdmmlichen Analysemethoden bieten,
wie z.B. niedrige Nachweisgrenzen, geringer Zeit- und Res-
sourcenbedarf, Echtzeit-Uberwachung und die Méglichkeit zur
simultanen Erkennung diverser Analyte (Mikroschadstoffe,
Toxine, Pathogene). Dariiber hinaus kdnnen sie auch vor Ort
eingesetzt werden, was insbesondere fiir die Uberwachung
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von Flussen und Seen oder bei der Prozesssteuerung von
Klaranlagen, wie z. B. der vierten Reinigungsstufe, von Vorteil
ist. Bei der Analyse von Pathogenen wurde bislang hauptsach-
lich auf Kulturmethoden fiir Indikatorbakterien zuriickgegriffen.
Diese Methoden sind zwar so vom Gesetzgeber vorge-
schrieben, aber Forschungsergebnisse zeigen, dass ein Teil
der Mikroorganismen nach Anwendung eines Abwasseraufbe-
reitungsverfahrens nur eine geringe Reduktion um 2 — 3 Log-
stufen erreicht und dass die Mikroorganismen in einen leben-
den aber nicht-kultivierbaren Zustand (VBNC) ubergehen kon-
nen. Aus diesem Grund sollte heutzutage die Effizienz der
Reduktion von Pathogenen bei einem Abwasseraufbereitungs-
verfahren Uber kulturunabhéngige Methoden (z.B. Lebens-
fahigkeits-gPCR, Durchflusszytometrie oder Antikérper-
basierte Biosensoren) quantitativ bestimmt werden.

Biosensoren fur die Quantifizierung von Spurenstoffen in
Wasser

Ein Biosensor ist ein Analysegeréat, das biologische Kompo-
nenten wie Antikdrper, Enzyme, Rezeptoren oder auch (z.T.
gentechnisch veranderte) lebende Bakterien oder Zellen
hoherer Organismen als Erkennungsstruktur benutzt. In Kom-
bination mit einem Transducer (welcher das biologische Signal
registriert und in ein detektierbares Ausgangssignal umwan-
delt) und einer passenden Transduktionstechnologie entsteht
so ein analytisches Werkzeug, das durch weitere Kopplung an
eine automatisierte Mikrofluidik zu einem vollstandig auto-
nomen Biosensorsystem wird. Solche Biosensoren finden sich
heute insbesondere im Bereich des Point-of-Care-Testings und
ermoglichen diagnostische Labormessungen eines bestimm-
ten Analysespektrums direkt vor Ort. Dabei erreichen kommer-
zielle Biosensoren, wie z. B. das Atellica® VTLi Immunoassay-
Analysesystem Nachweisgrenzen im unteren ng/l-Bereich [3].

Der Einsatz von Biosensoren fiir organische Mikroschadstoffe
in Umweltproben ist Gegenstand der Forschung, wobei sich
Uber 40% der verdffentlichten Arbeiten auf Antikorper stiitzen
[4], da diese aufgrund ihrer hohen Affinitat und Stabilitét als bio-
logische Erkennungsstruktur besonders niedrige Nachweis-
grenzen fiur Mikroschadstoffe erméglichen. Fur den Einsatz-
bereich in der Wasseranalytik besteht die Herausforderung,
kleine organische Molekiile Uber Immunoassay-Protokolle in
automatisierter Form mit hoher Nachweisempfindlichkeit még-
lichst schnell und ohne Probenvorbereitung quantitativ zu be-
stimmen. Dabei stellt z. B. die aktuelle Novellierung (,Recast®)
der Urban Wastewater Treatment Directive [5] insbesondere
hinsichtlich der wachsenden Anforderungen an die Prozess-
analytik rund um die vierte Reinigungsstufe von Klaranlagen
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ein wichtiges Handlungsfeld dar, das von neuen, z. B. Immuno-
assay-basierten, Biosensorkonzepten profitieren kdnnte.
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Tabelle 1 gibt einen Uberblick zum aktuellen Stand der For-
schung und Entwicklung, wobei insbesondere solche Arbeiten
aufgenommen wurden, die Mikroschadstoffe nachweisen, die
in der KomS-Liste [6] aufgefihrt sind.

Tabelle 1: Beispiele von Biosensorverfahren fir ausgewahlte Spurenstoffe ohne aufwéandige Probenaufkonzentrierung

Einzelsubstanz BG- Biosensorverfahren Analytische Ref.
Ablauf?) Leistungsfahigkeit laut
[ug/L] Referenz

Ciprofloxacin 0,05 Immunoassay on Silica LOQ 0,01 ng/L [7]
Optical Fiber

Carbamazepin 0,025 Lab-on-Valve (LoV) LOQ 1 pg/L (8]
Suspension Array Fluores- LOD 0,14 ug/L [0l
cence ImmunoAssay
(SAFIA)

Diclofenac 0,025 SAFIA LOD 0,004 ug/L (9]
Quartz Crystal Microbalance | LOD 0,002 pg/L [10]
(QCM)
Magnetic Bead-Basierter LOD 0,4 ug/L [11]
Immunoassay (MBBA)

Hydrochlorothiazid 0,05 Zyklische Voltammetrie? LOD 148 pg/L (12]

Ibuprofen 0,025 Chitosan tiber porous silicon | LOD 1000 ug/L (13]
optical transducer

Sulfamethoxazol 0,025 Immunoassay mit Ober- LOD 0,1 pg/L [14]
flachenplasmonenresonanz
(SPR)
Immunoassay Totale Interne | LOD 0,007 pg/L [15]
Reflexionsfluoreszenz (TIRF)

Estron 0,0001 TIRF LOQ 0,0014 pg/L [16]

Benzotriazol 0,05 Mikroalgenbiosensor LOD 25 pg/L [17]
ISO-Referenztests LOD 10 pg/L (18]
(einzellige Algen und
Leuchtbakterien)

Dwerte fir die Bestimmungsgrenze im Ablauf (BG Ablauf) der vierten Reinigungsstufe einer Klaranlage nach [6].

2) Elektrochemisches Verfahren.

Neben Unterschieden in der erreichten analytischen Leistungs-
féhigkeit, die durch die Eigenschaften der gewéhlten Transduk-
tionstechnologie und die gewéahlte Oberflachenchemie begriin-
det ist, ist die Affinitat der eingesetzten Erkennungsstrukturen
von entscheidender Bedeutung. Da insbesondere Antikérper
im kommerziellen Bereich der Biosensoren eine entscheidende
Rolle spielen, konzentriert sich dieser Beitrag im Folgenden auf
diese Klasse von Erkennungsstrukturen.

Gerade mit Hinblick auf die existierenden Anwendungs- bzw.
Markteintrittsbarrieren stellt die Verfligbarkeit von geeigneten
Antikdrpern eine wesentliche Herausforderung dar. Darlber
hinaus fehlen fur die Wasseranalytik eine DIN-Norm flr immun-
chemische Methoden, die es potentiellen Herstellern erlauben
wirde, ihre Entwicklungsarbeiten entsprechend zu bench-
marken. Es ist daher notwendig, zunachst die Barrieren zu
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adressieren, damit sich kommerzielle Biosensoren auf diesem

Markt entwickeln bzw. etablieren kdnnen. Diese waren:

1. Antikdrper mit validierter analytischer Performance in
standardisierten Immunoassayformaten sind eine Grund-
voraussetzung fur die Entwicklung von marktfahigen
Produkten. Diese Antikdrper kdnnen von Anwendern auch
als Benchmark eingesetzt werden.

2. Die Verfugbarkeit von geeigneten Antikdrpern stellt fur viele
technisch ausgerichtete Analytikfirmen und Start-ups eine
Markteintrittsbarriere dar. Es ware daher winschenswert,
dass solche Antikdrper von neutraler Stelle charakterisiert
und allgemein verfigbar gemacht werden, da die zumeist
technisch ausgerichteten Sensorfirmen keine Ressourcen
u./o. Expertisen hierfur zur Verfugung haben.

3. Fehlende Normen auf dem beschriebenen Gebiet fuihren
sowohl auf Herstellerseite als auch auf Anwenderseite zu

Mitt Umweltchem Okotox



Originalbeitrage

Unsicherheiten, die hemmend auf notwendige F&E-Aktivi-
taten bzw. Innovationsprojekte wirken. Entsprechende
Normungsaktivitditen von Fachvereinigungen sind hier
dringend notwendig.

Aus analytischer Sicht besteht aber ein weiteres Problem, das
bisher haufig nur unzureichend beachtet wurde. Bei einem
Blick in die einschlégige Literatur fallt auf, dass die unter-
suchten Probenmatrices bei den einzelnen Biosensorverfahren
zwar von Reinstwasser Uber Oberflachenwasser bis hin zu Ab-
wasser reichen, selten aber ein Immunoassay fir verschiedene
Matrices ohne Anpassungen eingesetzt werden kann. Dies
liegt Ublicherweise darin begriindet, dass ein Immunoassay
maglichst in der Matrix kalibriert werden muss, die auch die
untersuchte Probe aufweist, da die Matrixbestandteile sowohl
die Aktivitat als auch die Affinitat der Antikdrper beeinflussen
kann. Es besteht nun grundsatzlich die Mdglichkeit, jeweils
eine solche geeignete Kalibrierung entsprechend zu hinter-
legen oder ein Standardadditionsverfahren einzusetzen. Letz-
teres ist erst seit kurzer Zeit als robustes Verfahren fir
Immunoassays beschrieben und soll hier kurz erlautert
werden.

Aufgrund der Tatsache, dass sich bei den meisten Immuno-
assays die Kalibrierkurve nichtlinear verhélt, ist eine direkte

schlecht geraten (zu niedrig) gut geraten

logit (Signal)
logit (Signal)

Ubertragung des Standardadditionsverfahrens (wie es aus der
klassischen Analytik bekannt ist) nicht moéglich. Pang und
Cowen schlugen 2017 [19] vor, die Standardadditionsmethode
auf sigmoidale Kalibrierkurven mit einer neuartigen Bewer-
tungsmethode zu tibertragen. Durch eine Optimierung des dort
verwendeten Algorithmus zur kalibrierungsfreien Konzen-
trationsbestimmung fur Immunoassays, konnte eine Standard-
additionsmethode entwickelt werden, die unter realistischen
Einsatzbedingungen robuste Ergebnisse liefert [20]. Dabei
werden der Probe mit unbekannter Konzentration bekannte
Konzentrationen zugesetzt. Nachfolgend wird die unbekannte
Konzentration geschatzt und die Summe des bekannten
zugegebenen Standards und der unbekannten geschatzten
Konzentration wird logarithmiert auf der x-Achse aufgetragen.
Die logit-transformierten Signale sind die y-Koordinaten, und
es wird eine lineare Regression durchgefihrt. Die Abweichung
von der Linearitat dient zur Optimierung der geschétzten Pro-
benkonzentration. Nun variiert man die geschéatzte Probenkon-
zentration so lange, bis die beste Linearitat gefunden ist, die
die Probenkonzentration angibt. Es konnte gezeigt werden,
dass dieser neuartige logit-log-Ansatz (s. Abbildung 1) auch bei
quantitativen Immunoassays in komplexen Matrices hervor-
ragend funktioniert und eine aufwandige Kalibrierung obsolet
macht.

schlecht geraten (zu hoch)

logit (Signal)

log (geratene Konzentration)

UOHELUSZUOY] 8]48.110%
= wnwnuip

Abweichung von der Liniaritat

log (geratene Konzentration)

log (geratene Konzentration)

geratene Konzentration

Abb. 1: Logit-log Standardadditionsverfahren fiir Inmunoassays. Oben: Auftragung des logit(Signal) eines Imnmunoassays gegen
log (geratene Konzentration) eines Analyten, beispielhaft fir 3 verschiedene geratene Probenkonzentrationen (links: zu niedrig;
Mitte: korrekt; rechts: zu hoch), jeweils mit linearer Regression, aus der die SSres-Werte bestimmt werden kénnen. Unten: Die
Bestimmung der Probenkonzentration erfolgt Gber das eingezeichnete Minimum, da hier die Linearitdt am besten gegeben ist.

Bioanalytische Messsysteme fir die Quantifizierung von
Pathogenen in Wasser

Pathogene sind Mikroorganismen, Toxine und Viren, die eine
Erkrankung beim Menschen hervorrufen kénnen. Eine schnelle
Analyse der mikrobiologischen Wasserqualitat ist im Rahmen
des von der WHO etablierten One-Health-Konzepts wichtig,
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wenn Tiere oder Menschen mit der Umwelt in Bezug stehen.
Pathogene sollten im Rohwasser und Trinkwasser, aber auch
in Prozess- und Abwassern in so geringen Kronzentrationen
enthalten sein, dass keine gesundheitliche Gefahr fiir Mensch
und Tier besteht. Allerdings gelangen Pathogene regelméaRig
in bedeutenden Anteilen Uber kommunale und industrielle Kl&r-
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anlagen in Gewasser. Weitere Griinde fir den Eintrag sind der
direkte Eintrag bei Extremwetterereignissen tUber Regeniber-
laufbecken, marode Infrastrukturen oder Gber Landwirtschafts-
flachen. Nicht zu vernachlassigen ist auBerdem der direkte
Eintrag Uber Trinkwasserleitungen oder Wasseruhren bei
Pseudomonas aeruginosa [21], oder der Bioaerosolaustrag
von Legionella pneumophila aus Trink(warm)wasser und
Verdunstungskihlanlagen [22].

In den letzten Jahren hat sich das Spektrum an bioanalytischen
Methoden zur Bestimmung von Mikroorganismen und Viren
rasant weiterentwickelt. Vorteile liegen darin, kulturunabhangig
in kurzer Zeit nicht nur die Quantitat an definierten Pathogenen,
sondern gleichzeitig die Vitalitat bzw. Aktivitat oder die Diver-
sitdt zu bestimmen [23]. Die qPCR ist mittlerweile fir For-
schungsinstitutionen im Bereich der mikrobiellen Wasser-
qualitét eine etablierte molekularbiologische Methode. Die ak-
tuelle Herausforderung liegt darin, die gesamte bioanalytische
Methode von der Probenvorbereitung bis hin zur Analyse,
Auswertung, Statistik und Bewertung so zu vereinheitlichen,
dass sie in der Routine angewendet werden kann. Eine
Standard-Additionsmethode kann auch hier angewendet
werden, um quantitative Ergebnisse ohne Kalibrierung mit
genomischer DNA in sehr komplexen Matrices durchzufiihren
[24]. Alternative und oftmals komplementdre Methoden ba-
sieren auf immunanalytischen Methoden. Membrandurch-
lassige DNA-interkalierende Farbstoffe oder Enzymsubstrate
dienen der Unterscheidung zwischen lebenden und mem-
branzerstdrten Bakterien. Als Analyseplattformen dienen
ELISA-Mikrotiterplatten, Biosensoren oder eine Kopplung von
immunomagnetischer Separation mit der Durchflusszytometrie
(IMS-DFZ). Mit einer kulturunabhangigen Quantifizierung von
Legionella pneumophila in Verdunstungskuhlanlagen soll es
zukinftig moglich sein, dass der Betreiber einer Anlage den
Erfolg einer MaRBnahme zur Reduktion unterhalb eines
definierten MaRnahmenwertes von 10.000 KBE Legionella
pneumophila / 100 mL innerhalb 2- 4 h erfassen kann [25]. Dies
ist sowohl mit der Lebensfahigkeits- bzw. Integritéts-qPCR als
auch uber IMS-DFZ méglich [26]. Mit Hilfe von Lebendstan-
dards wurde die Leistungsféahigkeit mit realen Proben evaluiert.
Es zeigte sich fir die IMS-DFZ, dass quantitative Ergebnisse
mit einem Filtrat von 100 mL Prozesswasserprobe ab ca. 100
Legionella pneumophila / 100 mL méglich sind. Des Weiteren
lassen sich Legionella pneumophila auch in Prozesswasser
aus Verdunstungskihlanlagen bestimmen, welche aufgrund
der bioziden Wirkung kulturnegativ sind. Uber einen Chemi-
lumineszenz-Microarray-Immunoassay konnte nach der IMS-
DFZ und Kultur sogar eine Subtypisierung auf der Analyse-
plattform LegioTyper durchgefiihrt werden.
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Abb. 2: Schematische Darstellung zur quantitativen Bestim-
mung von lebenden, lebenden aber nicht kultivierbaren und
membranzerstérten Bakterien mit Hilfe von kulturunab-
hangigen Methoden.

Die Gesamtkeimzahlbestimmung Uber Durchflusszytometrie
ist im Bereich der Qualitéatsbestimmung von Trinkwasser mitt-
lerweile eine etablierte bioanalytische Methode. Innerhalb
weniger Minuten lasst sich die Anzahl intakter Bakterien und
die Gesamtbakterienzahl bestimmen. Die Methode eignet sich
sehr gut fur das Prozesswassermonitoring und zur Erfassung
bakteriologischer Veréanderungen in Verteilungsnetzen. Die
Anwendbarkeit auf andere Wasser, wie zum Beispiel Prozess-
wasser aus Verdunstungskuhlanlagen, ist ebenso gegeben.

Ausblick

Eine umfassende und schnelle Bestimmung der Wasser-
qualitat im urbanen Wasserkreislauf hinsichtlich Mikroschad-
stoffen und Pathogenen ist von enormer Bedeutung. Zukinftig
sollen im Rahmen eines holistischen Wassermonitorings che-
mische und mikrobiologische Parameter mit den genannten
modernen bioanalytischen Methoden Uber einen definierten
Zeitverlauf und Probenahmen an mehreren Standorten ge-
meinsam erfasst werden, um potentielle Eintragsquellen
besser identifizieren zu kdnnen und MaRnahmen zur Vermin-
derung direkt berwachbar zu machen. Eine Verknipfung mit
Okotoxikogischen Daten sollte die Bewertung der Wasser-
qualitat noch weiter verbessern.
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