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Nachweis von Endotoxinen in Kithlschmierstoffen
und Kiithlschmierstoffaerosolen

B. Zucker, M. Boxhammer, W. Miiller, . Warfolomeow

Zusammenfassung In der vorliegenden Untersuchung wird ein Verfahren vor-
gestellt, mit dem Endotoxine in wassergemischten Kihlschmierstoffen (KSS)
nachgewiesen werden konnen. Mit dieser Methode konnte gezeigt werden,
dass in mineralélhaltigen KSS im Mittel sowohl hohere Bakterien- als auch
Endotoxinkonzentrationen nachgewiesen werden kénnen als in voll-
synthetischen KSS. Orientierende Messungen zur Charakterisierung der Kon-
zentration von luftgetragenen Endotoxinen an Arbeitspldtzen, bei denen was-
sergemischte KSS angewendet werden, zeigten maximale Belastungen von
63 EU/m3 Luft. Furr diese im Vergleich zu anderen Wirtschaftszweigen recht
niedrigen Konzentrationen (z. B. Tierhaltung) durften vor allem effiziente
Schutzeinrichtungen, wie z. B. Einhausung oder Absaugung an den ver-
arbeitenden Maschinen, verantwortlich sein.

Detection of endotoxins in metalworking fluids
and metalworking fluid aerosols

Abstract A method is presented which allows the concentration of endotoxins
in metalworking fluids to be determined. By using this method it was shown
that mineral oil based metalworking fluids on average contained higher con-
centrations of endotoxin and bacteria than synthetic metalworking fluids. In a
preliminary study dealing with the concentrations of airborne endotoxins at
workplaces using metalworking fluids concentrations of up to 63 EU/m3 air
were found. Those are relative low concentrations compared to other work-
places (e. g. animal husbandry). These low concentrations should be mainly
the result of effective protective measures like enclosure of machines and the
use of local exhaust ventilation systems.

1 Einleitung

Wassergemischte Kiihlschmierstoffe (KSS) sind Ol-Wasser-
Gemische, die bei diversen Arbeitsprozessen in der Metall
verarbeitenden Industrie als Aerosol in den luftgetragenen
Zustand gelangen. Da KSS hdufig mit Mikroorganismen und
deren Stoffwechselprodukten belastet sind, konnen sich die-
se bei Metallverarbeitungsprozessen ebenfalls als sog.
Bioaerosol tiber die Luft verbreiten. Aus arbeitsmedizi-
nischer Sicht sind dabei besonders Endotoxine (Lipo-
polysaccharide — LLPS — der Zellwand gramnegativer Bakte-
rien) von Bedeutung, da sowohl epidemiologische Unter-
suchungen als auch Belastungsversuche darauf hinweisen,
dass diese an der Entstehung von verschiedenen Atemwegs-
erkrankungen, wie z. B. der chronischen Bronchitis oder
dem Organic Dust Toxic Syndrome (ODTS), beteiligt sind.
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Dartiber hinaus ist bekannt, dass eine Belastung mit luft-
getragenen Endotoxinen die klinische Ausprigung von an-
deren nicht endotoxinbedingten Atemwegserkrankungen,
wie z. B. Asthma, verstidrken kann [1; 2].

In der vorliegenden Untersuchung wird eine Methode vor-
gestellt, mit der Endotoxine in KSS nachgewiesen werden
konnen, und es werden Ergebnisse orientierender Messun-
gen hinsichtlich der aerogenen Belastung mit Endotoxinen
an verschiedenen Arbeitspldtzen in der Metall verarbeiten-
den Industrie préasentiert.

2 Material und Methoden

2.1 Nachweis von Endotoxinen in KSS

Fir die Bestimmung der Endotoxinkonzentration in den
KSS-Proben wurde der Limulus-Amobozyten-Lysat(LAL)-
Test QLC-1000 (Bio Whittaker, USA) nach Angaben des Her-
stellers verwendet.

Aufgrund verschiedener Inhaltsstoffe der KSS und ihrer
Eigenfarbe war es aber nicht moéglich, die Endotoxinkon-
zentration in diesen direkt zu bestimmen, da es sowohl zu
unspezifischen Hemmungen als auch zu unspezifischen Ak-
tivierungen des Nachweissystems kam. Diese konnten
weder durch Probenverdiinnung noch durch den Zusatz von
Pyrosperse oder Mg-lonen iiberwunden werden. Daher
wurde ein Weg gewihlt, die KSS-Proben in ihre wissrige und
olige Phase zu spalten. Hierbei wurde angenommen, dass
sich die LLPS aufgrund der Hydrophilie ihrer Polysaccharid-
kette in der wassrigen Phase konzentrieren [3] und sich
aullerdem stérende Einfliisse auf das Nachweissystem eli-
minieren lassen konnten.

Zur Spaltung der KSS wurde der Zusatz von verschiedenen
Adsorbenzien sowie Spaltsalzen gepriift, wobei sich eine
Sédurespaltung mit HCI in Kombination mit dem Zusatz von
MgCl, und Erhitzen von 90 °C iiber 20 min als am besten ge-
eignet erwies. Zusitzlich wurde der Trennungsprozess
durch Zentrifugieren unterstiitzt.

Um die Annahme zu bestitigen, dass sich Endotoxine nach
Spaltung der KSS in der wissrigen Phase konzentrieren und
durch den Aufbereitungsprozess nicht inaktiviert werden,
wurde einer endotoxinfreien Standard-Ol-in-Wasser-Emul-
sion eine definierte Menge (,,spike®) von E.-coli-LLPS zuge-
setzt. Nach Spaltung dieser kontaminierten Emulsion wurde
die Reisolierungsrate des zugesetzten Endotoxins im LAL-
Test bestimmt. Diese schwankte zwischen 96 und 98 %.
Neben der Endotoxinkonzentration wurden folgende mikro-
biologische Parameter in den KSS-Proben bestimmt:
—aerobe Gesamtkoloniezahl (GKZ): aerob wachsende Bak-
terien auf 5 % Hammelblutagar bei 37 °C fiir 24 h und an-
schlie3end bei 20 °C fiir 48 h,

—aerobe gramnegative GKZ: aerob wachsende gramnegati-
ve Bakterien auf MacConkey-3-Agar bei 37 °C fiir 24 h und
anschlieBend bei 20 °C fiir 48 h.
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Tabelle 1. Konzentration an Bakterien und Endotoxinen in KSS-Proben.

Endotoxin Aerobe GKZ Aerobe gramnegative GKZ
KSS-Typ in EU/ml in KBE/ml in KBE/ml
Median | Mini- Maxi- Median | Mini- Maxi- Median | Mini- Maxi-
mum mum mum mum mum mum
mineral6lhaltig | 96,3 4.4 672,0 3,9-10% |u.N. 4,4 -10* |u.N. u.N. 6,0-10°
vollsynthetisch | 0,6 0,1 6,9 u.N. u.N. 6,0-102 |u.N. u.N. 6,0 - 102

u.N. = unter der Nachweisgrenze (5 KBE/ml), GKZ = Gesamtkoloniezahl, EU = Endotoxin Units, KBE = Kolonie bildende Einheiten

Tabelle 2. Einfluss von Bakterienwachstum und Bakterizideinsatz auf die Endotoxinkonzentration in KSS — Laborversuche.

KSS-Typ Behandlung Endotoxin in EU/ml Aerobe GKZ in KBE/ml
mineral6lhaltig vor Bakterienzugabe 377 410

nach Bakterienzugabe 2210 600

nach Bakterizideinsatz 2990 u.N.
vollsynthetisch vor Bakterienzugabe 0,6 u.N.

nach Bakterienzugabe 375 100

nach Bakterizideinsatz 440 u.N.

2.2 Einfluss von KonservierungsmafBnahmen auf die
Konzentration von Endotoxinen und Bakterien in KSS

Zur Untersuchung des Einflusses von Konservierungsmal-
nahmen (Zusatz von Bakteriziden) auf den Endotoxingehalt
in KSS wurden sowohl Labor- als auch Feldversuche durch-
gefiihrt.

2.2.1 Laborversuche

Ein vollsynthetischer sowie ein mineralélhaltiger KSS wur-
den mit einer Kultur von Pseudomonas stutzeri kontaminiert
und anschlieBend mit einem Bakterizid behandelt. Endo-
toxinkonzentration und Bakterienwachstum wurden vor
Zugabe der Bakterien sowie vor und nach Zugabe des Bakte-
rizids bestimmt. Die Einwirkzeit des Bakterizids betrug 24 h.

2.2.2 Feldversuch

In einem Metall verarbeitenden Betrieb wurde die Konzen-
tration von Endotoxinen und Bakterien in einem mineral-
olhaltigen KSS aus einer Zentralanlage mit 120 000 1 KSS vor
und nach einem prophylaktischen Bakterizideinsatz be-
stimmt.

2.3 Bestimmung der Konzentration von luftgetragenen
Endotoxinen und Bakterien an verschiedenen Arbeitsplitzen in
der Metall verarbeitenden Industrie

An sechs Arbeitsplédtzen in verschiedenen Metall verarbei-
tenden Betrieben wurde die Konzentration von luftgetrage-
nen Endotoxinen mittels stationdrer und personengetrage-
ner Messungen bestimmt. Die Messungen erfolgten in An-
lehnung an das ,Verfahren zur Bestimmung der Endotoxin-
konzentration in der Luft am Arbeitsplatz© [4] unter Verwen-
dung des LAL-Testes QCL-1000 (Bio Whittaker, USA).

Die Bestimmung der Gesamtkoloniezahl an luftgetragenen
aeroben Bakterien erfolgte mittels Impingement (AGI-30-
Impinger, Luftdurchsatz 12,5 1/min, Sammelzeit 20 min,
50 ml pyrogenfreies Wasser als Sammelfliissigkeit).
Weiterhin wurde die Gesamtkoloniezahl an Bakterien und
die Endotoxinkonzentration in den KSS-Proben der jeweili-
gen Arbeitsplitze bestimmt.

Die Verfahren zur Kultivierung der Bakterien und zum En-
dotoxinnachweis entsprechen den in Abschn. 2.1 beschrie-
benen.

Die einzelnen Arbeitsplitze (AP) wiesen folgende Charakte-
ristika auf:

—AP1: Rundschleifmaschine und anschlieBende Teile-
reinigungsmaschine im Fahrzeugbau, beide Maschinen mit
einer Absaugung ausgeriistet; potenzielle Aerosolquellen:
vollsynthetischer KSS der Schleifmaschine und Reinigungs-
l6sung der Teilereinigungsmaschine

— AP2: Rundschleifmaschine im Maschinenbau, Maschine
mit Absaugung ausgeristet; potenzielle Aerosolquellen:
mineraldlhaltiger konservierter KSS

- AP3: CNC-Bearbeitungszentrum (Bohren, Frédsen, Dre-
hen), Maschine vollstindig eingehaust und mit Absaugung
ausgertstet; potenzielle Aerosolquelle: mineraldlhaltiger
konservierter KSS

— AP4: Bearbeitungszentrum in einer Leichtmetallgieerei;
potenzielle Aerosolquelle: mineralélhaltiger KSS

— AP5: Rundschleifmaschine im Maschinenbau; potenzielle
Aerosolquelle: mineralélhaltiger konservierter KSS

— AP6: Rundschleifmaschine in einem Metallverarbeitungs-
zentrum; potenzielle Aerosolquelle: vollsynthetischer kon-
servierter KSS.

3 Ergebnisse

3.1 Endotoxin- und Bakterienkonzentration in KSS-Proben

In 96 KSS-Proben wurden die Endotoxinkonzentration und
die aerobe sowie aerobe gramnegative GKZ bestimmt. In
allen Proben waren Endotoxine nachweisbar, aerob wach-
sende Bakterien wurden in 68 Proben nachgewiesen, aerobe
gramnegative Bakterien in 51 der 96 Proben. Die mineral-
olhaltigen KSS-Proben zeigten gegeniiber den vollsyntheti-
schen hohere Kontaminationen an Endotoxinen und Bakte-
rien (Tabelle 1).

3.2 Einfluss von KonservierungsmalBnahmen auf die
Konzentration von Endotoxinen und Bakterien in KSS

Bei den im Rahmen der Laborversuche mit Bakterien an-
geimpften KSS-Proben konnte eine Zunahme der Endoto-
xinkonzentration bereits nach der Kontamination mit den
Bakterien und dariiber hinaus ein weiterer Endotoxin-
anstieg nach Zugabe des Bakterizids festgestellt werden.
Nach Bakterizideinsatz konnten keine vermehrungsfahigen
Bakterien (aerobe GKZ) mehr nachgewiesen werden (Ta-
belle 2). Bei der Konservierungsmafnahme unter Feld-
bedingungen konnte mit einer Zeitverzogerung von sieben
Tagen eine deutliche Zunahme der Endotoxinkonzentration
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Tabelle 3. Einfluss von Bakterizidzusatz auf das Bakterienwachstum und die Endotoxinkonzentration in KSS unter Praxisbedingungen.

Behandlung Endotoxin Aerobe GKZ | Aerobe gramnegative
in EU/ml in KBE/ml GKZ in KBE/ml

3 Tage vor Bakterizidzugabe 102 1,4 -10° 1,4 -10°

3 Tage nach Bakterizidzugabe 95 1,4 -102 7,010

7 Tage nach Bakterizidzugabe | 151 u.N. u.N.

u.N. = unter der Nachweisgrenze (5 KBE/ml), GKZ = Gesamtkoloniezahl, EU = Endotoxin Units,

KBE = Kolonie bildende Einheiten

Tabelle 4. Konzentrationen an Endotoxinen und Bakterien in KSS-Aerosolen und KSS-Proben von verschiedenen Arbeitsplatzen.

Untersuchte Parameter Untersuchter Arbeitsplatz

1 2 3 |4 E 6
KSS-Proben
Gesamtkoloniezahl in KBE/ml 5,3-10° 2,4-10° [99-10° [2,3-10° 1,0-107 u.N.
Endotoxinkonzentration in EU/ml |1768,0 1008,0 22270 3.3 5470,0 9,8
Aerosolmessungen
Stationdr
Gesamtkoloniezahl in KBE/m? 1,7 - 103 3,2-10° 1,0 -10? 2,1-10 45 -10° 7,0-10°
Endotoxinkonzentration in EU/m? | 14,8 u.N. 7.2 6,1 63,0 u.N.
Personengetragen
Endotoxinkonzentration in EU/m3 |21,5 11,0 33,9 u.N. 33,6 u.N.

u.N. = unter der Nachweisgrenze (5 KBE/ml, 4,0 EU/m? in Luftprobe, 0,05 EU/ml in Materialprobe), GKZ = Gesamtkoloniezahl,

EU = Endotoxin Units, KBE = Kolonie bildende Einheiten

beobachtet werden. Zu diesem Zeitpunkt waren keine ver-
mehrungsfihigen Bakterien mehr nachweisbar (Tabelle 3).

3.3. Bestimmung der Konzentration von luftgetragenen
Endotoxinen an verschiedenen Arbeitspldtzen in der Metall
verarbeitenden Industrie

Die Ergebnisse der Konzentrationsbestimmungen von luft-
getragenen Endotoxinen und Bakterien sowie die Konzen-
trationen dieser Parameter in den jeweiligen KSS-Proben
sind in Tabelle 4 zusammengefasst.

Am AP1 wurde als bedeutende Endotoxinquelle die Rei-
nigungslésung mit 1 768 EU/ml identifiziert, die Endotoxin-
konzentration des KSS war hingegen mit 0,1 EU/ml vernach-
lassigbar gering. Insgesamt konnten in den KSS-Proben
Endotoxinkonzentrationen von weniger als 0,05 EU/ml (un-
tere Nachweisgrenze fiir Materialproben) bis 5 470 EU/ml
festgestellt werden. Die Konzentrationen von luftgetragenen
Endotoxinen schwankten bei den stationdren Messungen
zwischen  Werten unterhalb der Nachweisgrenze
(4,0 EU/m?) und 63,0 EU/m? bzw. bei den personengetrage-
nen Messungen zwischen unter der Nachweisgrenze und
33,9 EU/m>.

4 Diskussion

In dieser Studie wird eine Methode vorgestellt, mit der es
moglich ist, Endotoxine in KSS nachzuweisen. Hierzu wer-
den die wassergemischten KSS in ihre Ol- und Wasserphase
getrennt, wobei sich LPS mit langer Polysaccharidkette
(S-LPS- Typ) in der wéssrigen Phase konzentrieren. In dieser
konnen sie mithilfe des Limulus-Tests quantifiziert werden.
Bei der beschriebenen Spaltung der KSS-Proben ist aber zu
berticksichtigen, dass es beim verstirkten Vorhandensein
von Endotoxinen vom R-LPS Typ (sehr kurze Polysaccharid-
kette) zu einer Unterbewertung der Endotoxinkontamina-
tion im KSS kommen kann, da diese LPS-Typen nur eine ge-
ringe Wasserloslichkeit aufweisen [3]. In diesem Fall sollte

die Spaltung der KSS auf der Basis von Extraktionsproto-
kollen fiir weniger stark hydrophile LPS-Typen modifiziert
werden.

Durch die Bestimmung der Endotoxinkonzentration sind
Riickschliisse auf das Ausmal3 der Kontamination von KSS
mit gramnegativen Bakterien moglich, auch wenn es sich
um schwer oder nicht kultivierbare Bakterien handelt oder
wenn durch KonservierungsmaBnahmen der KSS keine
lebensfahigen Bakterien mehr vorhanden sind. Letzteres ist
in der iiber den bakteriellen Zelltod hinausgehenden endo-
toxischen Aktivitdt begriindet [5]. Insofern stellt die Endoto-
xinkonzentration eine wichtige Ergédnzung bei der Beurtei-
lung des hygienischen Zustands von KSS dar, inshesondere
bei einem negativen bakteriologischen Untersuchungs-
befund.

Weiterhin zeigen diese Untersuchungen, dass KSS eine
wichtige Quelle fiir luftgetragene Endotoxine in der Metall
verarbeitenden Industrie sein konnen. Die Belastung von
Arbeitnehmern wird dabei vor allem von folgenden Fak-
toren bestimmt:

1. Konzentration von Endotoxinen im KSS,

2. Grad der Aerosolbildung wéahrend des Metall verarbeiten-
den Prozesses,

3. Vorhandensein von Schutzeinrichtungen an den Metall
verarbeitenden Maschinen, wie Maschinenkapselung und
-absaugung,

4. Vorhandensein von Be- und Entliiftungsvorrichtungen in
den Werkhallen.

Orientierende Messungen in verschiedenen Metall ver-
arbeitenden Betrieben zeigten dabei im Vergleich zu ande-
ren endotoxinbelasteten Arbeitsbereichen (z. B. Landwirt-
schaft) eher niedrige Endotoxinkonzentrationen. So
schwankte die Konzentration von einatembaren Endotoxi-
nen bei personengetragenen Messungen in den untersuch-
ten Metall verarbeitenden Betrieben zwischen Werten un-
terhalb der Nachweisgrenze (4,0 EU/m?) und 53,9 EU/m?.
Die hochste Konzentration von einatembaren Endotoxinen
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wurde am Arbeitsplatz AP5 bei einer stationdren Messung
mit 63,0 EU/m? ermittelt. In Schweinestidllen wurden da-
gegen durchschnittliche Konzentrationen an einatembaren
Endotoxinen von 670 EU/m3, in Gefliigelstidllen von
2 000 EU/m? gemessen [6], wobei Spitzenwerte von tiber
40 000 EU/m?® auftreten konnen [7]. Einen umfassenden
Uberblick zu Endotoxinbelastungen in unterschiedlichen
Arbeitsbereichen und Branchen findet sich u. a. in [8].

Bei den Messungen wurde auch deutlich, dass zwischen den
ermittelten luftgetragenen Endotoxinkonzentrationen bei
stationdrer und personengetragener Messung deutliche Un-
terschiede auftreten konnen. So wurden am Arbeitsplatz 3
mit 7,2 EU/mb3 relativ geringe Endotoxinkonzentrationen bei
der stationdren Messung beobachtet, mit 33,9 EU/m3 deut-
lich hohere dagegen bei der personengetragenen. Bei die-
sem Arbeitsplatz handelte es sich um eine vollstiandig einge-
hauste Maschine, die aber zum Wechseln der zu bearbeiten-
den Teile betreten wurde. Hierbei wurden die Teile vom Be-
dienungspersonal mit Druckluft von anhaftenden Spanen
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