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Labortechnik

Quantitative Endotoxinbestimmung  
von Reinstwasser
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 1 Das Arium pro VF-Reinstwassersystem ist für die Herstellung von Reinstwasser aus vorbe-
handelten Trinkwasser konzipiert. 
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Weniger ist mehr
Quantitative Endotoxinbestimmung von Reinstwasser

Für viele Reinstwasseranwendungen ist ein geringer Endotoxingehalt von grund­
legender Bedeutung. Deshalb sind besonders zuverlässige Systeme gefragt, bei­

spielsweise wenn es um hochreines Wasser für Applikationen im Bereich der 
Zellkultur geht. K AT R I N  S C H M I D T *  U N D  E L M A R  H E R B I G * *

Als Endotoxine werden Zellwandbe­
standteile Gram­negativer Bakteri­
en (z.B. E.coli, Pseudomonaden) 

bezeichnet. Sie besitzen einen hydrophi­
len Polysaccharid­ und einen lipophilen 
Lipidteil und sind – im Gegensatz zu den 
Bakterien aus denen sie stammen – sehr 

hitze­ und pH­stabil. Endotoxine gehören 
zu den Pyrogenen, d.h. sie können bei 
Kontakt mit Schleimhäuten und bei ei­
nem Übertritt ins Blut Fieber erzeugen 
[1]. Laut gängiger Pharmakopöen dürfen 
im Herstellprozess pharmazeutischer Pro­
dukte die definierten Grenzwerte für den 

Gehalt an Endotoxinen nicht überschrit­
ten werden.

Test auf Endotoxine

Bei der Kultur von Säugetierzellen, die zur 
Herstellung biopharmazeutischer Produk­
te (z.B. Immunglobuline) eingesetzt wer­
den, kann die Anwesenheit von Endoto­
xinen zum Zelltod führen. Daher müssen 
nachweislich unterhalb der Grenzwerte 
liegende, hochreine Medien bzw. hochrei­
nes Wasser zur Herstellung biopharmazeu­
tischer Produkte oder zur Propagation von 
Zelllinien bzw. Zellkultur verwendet wer­
den. Ziel dieser Untersuchung ist zu zei­
gen, dass das vom System Arium pro VF 
produzierte Reinstwasser einen Gehalt an 
Endotoxinen aufweist, der weit unterhalb 
vorgeschriebener Grenzwerte liegt und 
das erzeugte Reinstwasser für Anwendun­
gen der oben genannten Art eingesetzt 
werden kann. Eine Methode zum Nachweis 
von Endotoxinen ist der so genannte LAL­
Test (Lymulus­Amebocyte­Lysate), der 
sich die Gerinnung eines Lysates von 
Amöbozyten, das aus dem Pfeilschwanz­
krebs  (Limulus polyphemus) isoliert wur­
de, zu Nutze macht. Dabei handelt es sich 
um eine evolutionär primitive Gerin­
nungskaskade, welche über die sequenzi­
elle Aktivierung von Proteasen zu einem 
Gerinnungspfropf führt. Die Gerinnungs­
kaskade [2, 3] kann durch Endotoxine 
oder alternativ durch ß­Glukane (kurzket­
tige Polysaccharide aus der Zellwand von 
Hefen und Schimmelpilzen) ausgelöst 
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werden. Wobei es bei dem Weg über 
ß­Glukane zu falsch positiven Aussagen 
kommen kann [1]. Das flüssige, farblose 
Lysat reagiert durch Koagulation zu ei­
nem festen milchigen Gel (sog. Gel clot­
Methode). Da die Empfindlichkeit des Ly­
sates extrem hoch ist, ist es zwingend 
notwendig, eine falsch positive Reaktion 
durch eine Kontamination mit Endotoxi­
nen oder ß­Glukane auszuschließen. Da­
her müssen an das Reinstwasser extrem 
hohe Reinheitsanforderungen gestellt 
werden. Neben der Gel clot­Methode, 
kann der Endotoxin­Gehalt auch über eine 
quantitative chromogene Methode be­
stimmt werden. Das Lysat der chromoge­
nen Methode enthält zusätzlich ein syn­
thetisches chromogenes Peptid (chromo­
genes Substrat). Während bei der Gel 
clot­Methode durch das Clotting­Enzym 
ein Gel clot entsteht, wird bei der chro­
mogenen Methode durch das Clotting­
Enzym das synthetische chromogene Sub­
strat gespalten und führt zu einer Gelb­
färbung. Die Stärke der Gelbfärbung steht 
in direkter Relation zum Endotoxingehalt 
der Probe (chromogener Test). Der Ansatz 
des Lysates (Gel clot­ oder Chromogene 
Methode) muss in hochreinem Wasser er­
folgen.

Reinstwasser herstellen

Das System Arium pro VF (s. Abb. 1) wur­
de für die Herstellung von Reinstwasser 
aus vorbehandeltem Trinkwasser konzi­
piert und entfernt aus diesem noch vor­
handene Verunreinigungen. Die Reinst­
wasserproduktion erfordert kontinuierli­
che Rezirkulation und einen konstanten 
Wasserfluss, was durch ein Pumpensystem 
mit Druckregelung erreicht wird. Die Leit­
fähigkeit des Wassers wird am Speisewas­
ser­Einlass und beim Produktwasser (Was­
ser­Auslass) gemessen. Das bei den hier 
dargestellten Untersuchungen verwende­
te System Arium pro VF arbeitet mit zwei 
unterschiedlichen Kartuschen. Diese sind 
mit einem speziellen Aktivkohle­Adsorber 
und Mischbett­Ionenaustauscherharzen 
gefüllt, um hochreines Wasser mit einem 
geringen TOC­ Gehalt zu liefern. Weiterhin 
verfügt das Gerät über eine integrierte 
UV­Lampe, die bei den Wellenlängen 
185 nm und 254 nm keimtötend und oxi­
dierend wirkt. 

Bei dem Arium­Reinstwassersystem ist 
außerdem ein Ultrafilter­Modul einge­
baut, das als Crossflow­Filter eingesetzt 
wird. Die verwendete Ultrafiltermembran 
hält Kolloide, Mikroorganismen, Endoto­

xine, RNA und DNA zurück. Ein am Was­
serauslass installierter 0,2 µm­Endfilter 
dient der Entfernung von Partikeln und 
Bakterien aus dem erzeugten Reinstwas­
ser während der Dosierung. Der Prozess 
der gerätspezifischen Wasserreinigung, 
ist in Abbildung 2 (Flussdiagramm Arium 
pro VF) dargestellt. Bei den durchgeführ­
ten Versuchen zur Bestimmung von Endo­
toxinen in Arium pro VF­Reinstwasser 
wurde sowohl mit der Gel clot­Methode, 
als auch mit der chromogenen Methode 
gearbeitet.
• Gel clot­Methode: Das lyophilisierte Ly­
sat (Charles River Endosafe R 15006) wur­
de in Reinstwasser des Systems Arium pro 
VF gelöst und portioniert in pyrogenfreien 
Röhrchen eingefroren. Eine Endotoxin­
standardreihe aus LPS E. coli 055:B5 

(Lonza N 185) wurde in Reinstwasser des 
Systems Arium pro VF in den Konzentra­
tionen von 0,001 EU/ml bis 25 EU/ml an­
gesetzt. Das gelöste Lysat wurde mittels 
des angesetzten Endotoxinstandards auf 
die angegebene Empfindlichkeit 
(0,06  EU/ml) überprüft. Zu 100 µl Lysat 
wurden 100 µl Probe zupipettiert und bei 
37 °C im Wasserbad inkubiert. Nach einer 
Stunde wurde jedes Röhrchen einzeln aus 
dem Wasserbad entnommen, um 180° ge­
dreht und die Gel clot­Bildung beurteilt.
• Chromogene Methode: Das chromogene 
Substrat (Charles River Endochrome K 
R1710K) wurde in Reinstwasser des Sys­
tems Arium pro VF gelöst. Dieses chromo­
gene Substrat und Endotoxinstandardpro­
ben wurden in endotoxinfreien 96­well­
Platten im Verhältnis 1:1 pipettiert. Über 

  

 2 Flussdiagramm des Reinst-
wassersystems Arium pro VF 

  

 3 Datenaufnahme der Endotoxin-Standardproben mit der chromogenen Methode 
über die Dauer von 60 Minuten. 
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die Dauer einer Stunde wurde im Minu­
tentakt die Absorption jeder Probe bei 
405 nm in einem Plattenreader Tecan Sa­
fire bei 37 °C gemessen.

Ergebnisse

Die Gel clot-Methode zeigte im Bereich 
von 0,001 EU/ml bis 0,05 EU/ml ein ne­
gatives Ergebnis, also keine Gel clot-Bil­
dung (d.h. kein Nachweis von Endotoxi­
nen, siehe Tabelle 1). Eine Konzentration 
von ≥ 0,1 EU/ml führte zu einer Gel clot-
Bildung. Dieses Ergebnis zeigt, dass im 
Arium pro VF-Reinstwasser im Rahmen der 
Nachweisempfindlichkeit der Gel clot-
Methode keine Endotoxine vorhanden wa­
ren. Bei der Aufnahme der 60 Absorpti­
onsmesswerte bei 405 nm (s. Abb. 3) im 
Rahmen der chromogenen Methode erge­
ben sich je nach Endotoxingehalt der 
Standard-Proben unterschiedlich verlau­
fende Kurven. Die Zeiten, die bis zum Er­
reichen einer bestimmten Absorption be­

Dagegen wurde im Reinstwasser aus dem 
System Arium pro VF ein mit <0,001  EU/
ml sehr niedriger Wert gemessen, der weit 
unterhalb gängiger Grenzwerte liegt.

Diskussion

Die Ergebnisse zeigen, dass das vom Ari­
um pro VF produzierte Reinstwasser pro­
blemlos und als preiswerte Alternative für 
die Probenvorbereitung im Rahmen des 
Endotoxintests verwendet werden kann, 
da die im produzierten Reinstwasser 
nachweisbaren Konzentrationen an Endo­
toxinen sehr gering sind (<0,001 EU/ml). 
Die erzielten Ergebnisse bestätigen frü­
here Versuche, in denen im Arium-Reinst­
wasser eine Endotoxinbelastung von 
<0,001 EU/ml gefunden wurde [4]. Die 
Endotoxinkonzentration im Arium-Reinst­
wasser liegt weit unterhalb der geforder­
ten Grenzen gemäß United States Phar­
macopoeia und es eignet sich daher the­
oretisch für die Herstellung und Endoto­
xin-Überwachung pharmazeutischer Pro­
dukte. Beispiele sind Produktformulierun­
gen, Diafiltrationslösungen, Chromato­
graphiepuffer, Wasser für Extraktions-, 
Sanitisierungsschritte oder Zellkulturlö­
sungen. Um die Effekte sowie die Sensi­
bilität von Zellen gegenüber Endotoxinen 
unter Kontrolle zu halten, sollten daher 
die Medien zum Anwachsen der Zellen frei 
von nachweisbaren Endotoxinen sein 
[5].	 n
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nötigt werden, werden mit einem spezi­
ellen Computerprogramm ermittelt und 
für die Berechnung der Proben mit unbe­
kanntem Endotoxingehalt zu Grunde ge­
legt. Da die Standardproben mit den ge­
ringsten Konzentrationen (0,005 und 
0,001 EU/ml), sowie das Ariumwasser den 
für die Berechnung zugrunde liegenden 
Extinktionswert von 1 nicht erreichten, 
wurden sie als unterhalb der Nachweis­
grenze liegend bewertet. Die aufgenom­
menen Messwerte für Arium pro VF-
Reinstwasser lagen deutlich unter der 
Kurve von 0,001 EU/ml. Der Gehalt an En­
dotoxinen verschiedener Wasserproben 
(s. Abb. 4) wurde aus den Messwerten der 
Endotoxinstandards errechnet. In der VE-
Wasserprobe wurden Endotoxine von 
0,02 EU/ml nachgewiesen, was unterhalb 
des z.B. gültigen Grenzwertes für WFI 
(water for injections) ist. Im Leitungs­
wasser wurde mit 25 EU/ml eine sehr ho­
he Endotoxinbelastung festgestellt. Die­
ser Befund wurde nicht weiter analysiert. 

Tabelle 1: Bestimmung des Endotoxingehalts in Arium pro VF-Reinstwasser und 
Endotoxinstandardproben mittels Gel clot- und chromogener Methode
Probe Endotoxingehalt 

[EU/ml]*
Gel clot Chromogene  

Methode [EU/ml]*

Arium pro VF-Reinstwasser 0 nein 0**

Endotoxinstandard 0,001 nein 0**

Endotoxinstandard 0,005 nein 0**

Endotoxinstandard 0,01 nein 0,009

Endotoxinstandard 0,05 nein 0,055

Endotoxinstandard 0,1 ja 0,083

Endotoxinstandard 0,5 ja 0,63

Endotoxinstandard 1 ja 1,2

Endotoxinstandard 5 ja 4,47

Endotoxinstandard 10 ja 8,4

Endotoxinstandard 25 ja 25

  *EU/ml, Endotoxin unit, 1EU entspricht ungefähr 100 picogramm Endotoxin (Daumenregel)
**unterhalb der quantifizierbaren Nachweisgrenze

4 Endotoxin-
konzentratio-
nen in Lei-
tungswasser, 
VE-Wasser 
und Arium-
wasser im 
Vergleich zu 
zwei Endoto-
xinstandards.


