131

3.2 Aflatoxin B; (H. Valenta)
3.2.1 Vorkommen und Bedeutung

Aflatoxine sind Mykotoxine, die von Schimmelpilzen der Gattung Aspergillus, vor allem von
A. flavus und A. parasiticus, in tropischen und subtropischen L&ndern produziert werden. Die
wichtigsten Aflatoxine in pflanzlichen Produkten sind Aflatoxin B; (AFB;), Aflatoxin B;
(AFB,), Aflatoxin G; (AFG;) sowie Aflatoxin G, (AFGy). AFB; (Abb. 3.6.) kommt am
haufigsten vor. Aflatoxine werden vor allem bei unsachgemaler Lagerung produziert, eine
Bildung bereits auf dem Feld ist jedoch ebenfalls moglich. Zu den Produkten mit héchstem
Risiko fur eine Aflatoxin-Kontamination zahlen Mais, Erdnlsse, Baumwollsaat, Palmkerne,
Pistazien und Kokosnusskerne; ein niedrigeres Risiko haben Feigen, Mandeln, Pecannisse,
Walnisse, Sultaninen und Gewirze. Sojabohnen und weitere Hulsenfriichte, Maniok, Hirse,
Weizen, Hafer, Gerste und Reis gelten als wenig anfallig gegeniber einer Aflatoxin-
Kontamination auf dem Feld, aber die Toxine kénnen bei unginstigen Lagerungsbedingungen
(hohe Feuchtigkeit und Temperatur) gebildet werden. Vereinzelt wurden Aflatoxine u. a. in
Kakaobohnen, Leinsaat, Sesamsaat, Sonnenblumenkernen und Oliven nachgewiesen (Pittet,
1998, EC, 2004). Nach der Verarbeitung von Olsaaten zu Ol verbleiben Aflatoxine sowohl im
Ol als auch im — als Futtermittel eingesetzten — Presskuchen.

(0] o

Abb. 3.6. Abb. 3.7.
Aflatoxin B; (AFB;) Aflatoxin M; (AFM;)

Ubersichten zum Vorkommen von Aflatoxinen in Lebens- und Futtermitteln finden sich u. a.
bei Strange (1991), Yoshizawa (1991), Pittet (1998), Spahr et al. (1999) und EC (2004). In
Schleswig-Holstein wurden z.B. im Jahr 2000 insgesamt 90 Einzelfuttermittel und 53
Mischfuttermittel fir Milchvieh auf AFB; analysiert; die Einzelfuttermittel enthielten AFB; in
einer Konzentration von <0,3-3,4 pg/kg, die Mischfuttermittel von 0,1-1,4 pg/kg (Blithgen
und Ubben, 2000). Extrahierte Kokosnusskerne, Erdnussschrot, Sonnenblumenkerne und
Maisgluten wurden als Haupteintragsquellen fir AFB; in Futtermitteln angesehen. Bis vor
kurzem ging man davon aus, dass Aflatoxine unter européischen klimatischen Bedingungen
nicht gebildet werden kénnen, und somit die Aflatoxinbelastung von Futtermitteln in Europa
ausschlieBRlich aus importierten Einzelfuttermitteln aus tropischen und subtropischen Landern
stammt. In jungster Zeit wurde jedoch uber die Bildung von AFB; in Mais aus der Po-Ebene
in Italien berichtet; auBerdem kann sich AFB; unter bestimmten Bedingungen, z.B. bei Zusatz
von Ameisenséure, in Silage bilden (zitiert in EC, 2004).

Aflatoxine konnen aus Futtermitteln (ber die Nahrungskette in Form des Metaboliten
Aflatoxin M; (AFM;) (Abb. 3.7.) in die Milch von Kiihen gelangen (siehe auch Abschnitt
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3.2.2.). Die AFM;-Konzentration in Rohmilch liegt in Europa in der Regel unter 100 ng/l,
kann aber in manchen Dritte-Welt-Landern (z.B. Indien, Ecuador) Gber 1000 ng/l betragen
(Pittet, 1998). In einer deutschen Studie (Bluthgen und Ubben, 2000) enthielten von 3614
untersuchten Milchproben nur 4 Proben AFB; in einer Konzentration von uber 10 ng/kg,
davon lag keine tiber dem EU-Hdéchstgehalt fiir Milch von 50 ng/kg. Ubersichten zu AFMy in
Milch und Milchprodukten finden sich bei Galvano et al. (1996a) und EC (2004).

Aflatoxine, insbesondere AFB;, sind genotoxische, karzinogene, hepatotoxische und
immunosuppressive Stoffe. Nach der Verordnung (EG) Nr. 472/2002 kann flr diese Art von
Stoffen keine zul&ssige tagliche Aufnahmemenge festgesetzt werden; ,.es sollten deshalb
Grenzwerte in Lebensmitteln festgesetzt werden, die so niedrig sind, wie sie
vernunftigerweise eingehalten werden konnen®. Van Egmond und Jonker (2004) geben eine
aktuelle Ubersicht (iber die Regelungen von Mykotoxinen, besonders Aflatoxinen, weltweit.
In der EU gelten besonders niedrige Hochstwerte fir Aflatoxine in Lebensmitteln: 2 pug/kg fir
AFB; sowie 4 pg/kg fur die Summe von AFB;, AFB,, AFG; und AFG; in Erdnissen, Nussen,
getrockneten Friichten und Getreide, 0,05 pg/kg fur AFM; in Milch, aulRerdem werden
bestimmte Gewilrze geregelt. Fir Babynahrung gelten noch niedrigere Hdochstgehalte.
Hochstgehalte fir AFB; in Futtermitteln nach deutschem Futtermittelgesetz sind in Tabelle
3.7. aufgefihrt.

Tabelle 3.7. Zulassige Hochstgehalte von AFB; in Futtermitteln (nach Anlage 5 der
Futtermittelverordnung, BGBL, 2006)

Futtermittel mg/kg?
Einzelfuttermittel 0,02
Alleinfuttermittel fir Rinder, Schafe und Ziegen, ausgenommen: 0,02
- Alleinfuttermittel fur Milchvieh 0,005
- Alleinfuttermittel fir Kalber und La&mmer 0,01
Alleinfuttermittel fur Schweine und Gefliigel (ausgenommen Jungtiere) 0,02
Andere Alleinfuttermittel 0,01
Erganzungsfuttermittel fir Rinder, Schafe und Ziegen (ausgenommen 0,02
Ergénzungsfuttermittel fur Milchvieh, Kéalber und La&mmer)
Erganzungsfuttermittel fur Schweine und Gefligel (ausgenommen 0,02
Jungtiere)
Andere Erganzungsfuttermittel 0,005

Y bezogen auf 88% Trockenmasse
3.2.2 Effekte beim Tier, Metabolismus, Carry over

Bei Schweinen werden unzureichende Gewichtszunahmen und Kiimmern ab einer Aflatoxin-
Konzentration im Futter von 0,2 mg/kg beobachtet, akute Intoxikationserscheinungen (vor
allem Leberschéaden) ab 0,4 mg/kg. Geflugel reagiert &hnlich empfindlich auf eine Aflatoxin-
Kontamination des Futters; Leistungsrickgang und Leberschdden stehen auch hier im
Vordergrund (Bauer, 2000). Wiederkauer sind weniger empfindlich, da der Hauptanteil des
mit dem Futter aufgenommenen AFB; im Pansen abgebaut wird; erst bei einer Aflatoxin-
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Konzentration im Futter von 1,5 — 2,23 mg/kg treten bei Rindern klinische Symptome auf
(EC, 2004). Bei Berticksichtigung der AFB;-H6chstgehalte im Futter (Tab. 3.7.) kann davon
ausgegangen werden, dass in Deutschland keine durch Aflatoxine hervorgerufenen
gesundheitlichen Stérungen bei landwirtschaftlichen Nutztieren auftreten,

AFB; wird in der Leber zu verschiedenen Metaboliten umgewandelt, dazu gehéren Endo- und
Exo-Epoxide, die Hydroxymetaboliten Aflatoxin M; (Abb. 3.7.), Aflatoxin M, und Aflatoxin
M,, Aflatoxin P; und Q;, sowie konjugierte Metaboliten (EC, 2004). Die reaktiven Aflatoxin-
8,9-Epoxide induzieren hepatozellulare Schaden. Besondere Bedeutung kommt dem
Ubergang von Aflatoxinen in die Milch von Wiederkauern in Form des Metaboliten AFM;
zu. Aus bisherigen Studien wird geschatzt, dass AFM; &hnliche toxikologische Eigenschaften
wie AFB; aufweist, aber eine niedrigere Karzinogenitét. Pettersson (2004) berechnete aus den
bisher veroffentlichten Fltterungsversuchen mit Milchkiihen eine mittlere Carry-over-Rate
von 1,8 %; bei Hochleistungskihen erhoht sie sich auf ca. 2,7 %. Der EFSA-Bericht (EC,
2004) geht von einer Carry-over-Rate von bis zu 6,2% bei hochleistenden Kihen. Als
Ursachen werden eine Anderung in der Plasma-Milch-Barriere sowie die Aufnahme von
héheren Kraftfuttermengen bei hochleistenden Kihen vermutet. Nach einer ,worst case®-
Berechnung der EFSA (EC, 2004) besteht auch bei Einhaltung der Aflatoxin-Hdchstgehalte
im Futter die Madglichkeit, dass die Hochstgehalte fir AFM; in  Milch von
Hochleistungskihen (Gberschritten werden. Die aktuellen Daten zu AFM;-Gehalten in
Kuhmilch in der EU geben jedoch keinen Anlass zur Besorgnis (EC, 2004).

Carry-over in andere essbaren Gewebe von landwirtschaftlichen Nutztieren wird als von
untergeordneter Bedeutung angesehen (Zusammenstellung bei Bauer, 2000).

3.2.3 Vermeidung

Nachdem anfangs angenommen wurde, dass Aflatoxine erst wahrend der Lagerung gebildet
werden, wei3 man seit ca. 1970, dass die Kontamination mit den Toxinen bzw. zumindest der
Befall mit den Toxin-bildenden Pilzen bereits auf dem Feld erfolgen kann (Williams et al.,
2004). Bei Erdnissen, zum Beispiel, spielen Trockenheit in der Wachstumsphase,
Insektenbefall, Sorte und Bodenbeschaffenheit eine Rolle (Williams et al., 2004). Zur
Vermeidung der Trockenheit ist Bewdsserung sehr wichtig (Williams et al., 2004). Munkvold
(2003) beschreibt pflanzenbauliche MaBnahmen und Zlichtung von resistenten Sorten zur
Verringerung der Mykotoxinbelastung von Mais. Im selben Aufsatz wird auch die Rolle der
Gentechnik bei der Entwicklung von resistenten Sorten diskutiert; ihr wird das groRte
Potenzial zur Losung der Mykotoxin-Problematik zugesprochen.

Eine neue Methode zur Vermeidung des Befalls mit Toxin-bildenden Schimmelpilzen besteht
darin, A.flavus-Stamme, die keine Toxine bilden, im Feld auszubringen (,,biocompetitive
exclusion technique*, Varga und Toth, 2005). In einem anderen Ansatz sind Gewurzole auf
ihre Wirksamkeit gegen das Wachstum von A.parasiticus und die Bildung von Aflatoxin
getestet worden; Nelkenol (Wirkstoff Eugenol) hat die beste Wirkung gezeigt (Juglal et al.,
2002).

Da der groRte Teil der Aflatoxine wahrend der Lagerung gebildet wird, sind gute
Lagerungsbedingungen von entscheidender Bedeutung. Optimal sind ein Feuchtegehalt von
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< 10%, kein Insektenbefall, niedrige Temperatur und inerte Atmosphére (Williams et al.,
2004). Nahere Angaben, vor allem hinsichtlich der Lagerung von Mais, finden sich in
Munkvold (2003).

3.2.4 Reinigung

Aussortieren von in Farbe abweichenden Kdérnern, Flotation und Dichte-Segregation sind
geeignete Methoden zur Reduktion der Aflatoxin-Gehalte in Mais und Erdniissen (Basappa
und Shantha, 1996). Zum Beispiel wurde bei Erdniissen durch Aussortierung von schadhaften
Nussen die Aflatoxin-Konzentration um 99 % reduziert (Park und Stoloff, 1989; Basappa und
Shantha, 1996). Bei Mais und Reis sind Aflatoxine vor allem in den duBeren Kornschichten
enthalten und werden beim Mahlen in den entsprechenden Fraktionen angereichert.

3.2.5 Dekontamination

Dekontaminationsverfahren fir Mykotoxine sind zuerst fir Aflatoxine entwickelt worden,
und bis heute wird am meisten an Verfahren fur Aflatoxine geforscht. Wegen der Fiille der
Literatur beschrankt sich die vorliegende Ubersicht vorwiegend auf Reviews (Bauer, 1994;
Charmley et al., 1995; Piva et al., 1995; Basappa und Shantha, 1996; Scott, 1998; Shapira,
2004), wobei ausgewahlte Beispiele fir die einzelnen Verfahren gegeben werden.

3.2.5.1 Physikalische Methoden

Beispiele fur physikalische Methoden zeigt Tabelle 3.8. Aflatoxine sind verhaltnisméaRig
hitzestabil und werden erst bei Temperaturen um 250°C zerstort. Der Abbau wird durch
hoheren Wassergehalt beschleunigt, beispielsweise beim Erhitzen von Baumwollsaat-
Extraktionsschrot. Bei der Erhitzung von Mais auf 160-180°C wurde neben der Reduzierung
des Aflatoxin-Gehalts jedoch auch die Verfligbarkeit der limitierenden Aminosauren Lysin
und Methionin erniedrigt (Shapira, 2004). Durch Mikrowellenbehandlung konnte der
Aflatoxingehalt in Erdniissen um mind. 95% reduziert werden (Luter et al., 1982; Shapira,
2004). Bei Gamma-Bestrahlung sind hohe Dosen erforderlich, um AFB; zu zerstoren.
Niedrige Bestrahlungsdosen koénnen dagegen sogar zu einer Stimulierung der Aflatoxin-
Produktion fiihren (Samarajeewa, 1991). Nach einer Kombination von Gamma-Bestrahlung
mit niedriger Dosis (5 kGy) und H,0,-Behandlung waren Aflatoxine im Futter nicht mehr
nachweisbar, aber das so behandelte Futter fuhrte zu keiner Reduktion der negativen Effekte
durch Aflatoxine bei Kaninchen (Soliman et al.,, 2001). Durch UV-Bestrahlung von
kontaminiertem ErdnussOl bzw. Milch kann deren Aflatoxin-Gehalt reduziert werden, aber
einige der Abbauprodukte sind toxisch fir Hihner-Embryonen (Basappa und Shantha, 1996).
Sonnenbestrahlung konnte eine preiswerte, fur tropische L&nder geeignete Methode zur
Reduktion der Aflatoxin-Gehalte in Lebensmitteln, vor allem in Olen, sein (Scott, 1998).
L 6sungsmittel-Extraktion zur Dekontamination von Extraktionsschroten von Olsaaten wurde
teilweise mit Erfolg getestet; Kosten und mogliche Losungsmittelriickstdnde in den Produkten
sprechen jedoch gegen eine kommerzielle Anwendung dieser Methode (Basappa und Shantha,
1996; Scott, 1998). Durch Extraktion mit einer wéssrigen CaCl,-L6sung wurden 80% der
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Aflatoxine aus kontaminiertem Extraktionsschrot von Erdniissen entfernt, aber auch ein Teil
der Proteine (Basappa und Shantha, 1996).

Tabelle 3.8. Beispiele fur physikalische Methoden

Behandlung Substrat Wirkung Quelle
Mikrowelle, 1,6 kW, | Erdnisse Aflatoxin-Reduktion Luter et al., 1982;
16 min um mind. 95 % Shapira 2004
Gamma-Bestrahlung, | Erdnuss- Aufhebung der Temcharoen und

50-100 kGy

Extraktionsschrot

toxischen und
mutagenen Wirkungen

Thilly, 1982;
Shapira 2004

Aflatoxin-

Aflatoxine nicht mehr

Soliman et al., 2001

Gamma-Bestrahlung,
5 kGy, und 5% H,0O, | kontaminierte

Futtermittel mit

nachweisbar, aber
keine Reduktion der

833 ug/kg negativen Effekte
durch Aflatoxine in
vivo bei Kaninchen
Sonnenbestrahlung Kokosnussol, Aflatoxin-Reduktion Samarajeewa, 1991
Erdnussol

80-99% Aflatoxin-
Entfernung

Extraktionsschrot
aus Erdniissen

Extraktion durch
Losungsmittel oder
CaCl,-Losung

Basappa und Shantha,
1996

Eine weitere, besonders in der jungeren Zeit zunehmend untersuchte Mdoglichkeit zur
Detoxifikation von Mykotoxin-kontaminierten Futtermitteln stellen Adsorbentien dar, die die
Mykotoxine im gastrointestinalen Trakt binden und so die Aufnahme in den tierischen
Organismus verhindern sollen. Die meisten Arbeiten beschaftigten sich mit der Wirkung bei
Aflatoxinen. Ubersichten Gber in vitro- und in vivo-Studien zur Wirkung von Adsorbentien
bei Mykotoxinen finden sich z.B. bei Ramos et al. (1996), Trenholm et al. (1996), Huwig et
al. (2001), Phillips et al. (2002) und Diaz und Smith (2005). In Tabelle 3.9. werden Beispiele
flr in vivo-Untersuchungen von Adsorbentien bei Aflatoxin-kontaminiertem Futter gegeben.

Aktivkohle adsorbierte AFB; in vitro (Decker und Corby, 1980), in vivo wurden jedoch
unterschiedliche Ergebnisse berichtet (Ubersicht bei Diaz und Smith, 2005). Bei Puten wurde
zwar die Ausscheidung von AFM; im Harn reduziert, es wurde aber kein Schutz gegen die
toxischen Effekte von AFB; beobachtet (Edrington et al., 1996). Von zwei Aktivkohle-
Préparaten reduzierte - bei einem 2%igem Zusatz zum Futter - einer den Carry-over von
AFB; (als AFM;) in die Milch von Kiihen um 50% (Galvano et al., 1996); in einer anderen
Arbeit wurde keine Abnahme der AFM;-Ausscheidung in Milch nach einem Aktivkohle-
Zusatz zum Futter von 0,25% beobachtet (Diaz et al., 2004).

Am meisten untersucht als Adsorbentien wurden Silikate. Viele dieser Stoffe wurden in vitro
getestet, einige davon auch in vivo an verschiedenen Tierspezies (Beispiele siehe Tabelle
3.9.). HSCAS (hydriertes Na-Ca-Al-Silikat), das als Futtermittelzusatz zur Verbesserung der
FlieReigenschaften verwendet wird, zeigte bei Aflatoxinen die beste Wirkung; es fiihrte bei
allen untersuchten Tierarten zu einer Abnahme oder volligem Verschwinden der toxischen
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Effekte auf Leistung und einige biochemische und histopathologische Parameter (Ramos et
al., 1996, Diaz und Smith, 2005). Auch andere Aluminiumsilikate, wie Bentonite, zeigten eine
gute Wirkung (s. Tab. 3.9.). Dagegen bewirkten nur zwei von finf kommerziell erhaltlichen
Zeoliten (0,5%iger Zusatz) eine teilweise Reduktion der Aflatoxin-Toxizitat bei Broilern bei
einer hohen Aflatoxinkonzentration im Futter (Harvey et al., 1993). Bei einem 0,5- bzw.
1%igem Zusatz von HSCAS zum Futter von Gefllgel wurde die Verfiigbarkeit von Phytat,
anorganischem Phosphor, Riboflavin, Vitamin A und Mangan nicht beeintrachtigt, die
Verfugbarkeit von Zink wurde jedoch leicht reduziert (Chung und Baker 1990, Chung et
al.,1990).

Neben Silikaten wurde ein modifiziertes Hefezellwandprodukt auch in Tierversuchen
erfolgreich auf seine Wirksamkeit als Mykotoxin-Adsorbens getestet (Diaz und Smith, 2005).
Zum Beispiel reduzierte der Zusatz des Produktes zum Futter von Kihen in einer sehr
niedrigen Dosis (0,05%) die Ausscheidung von AFM; in der Milch (Diaz et al., 2004).
AuBerdem wurde berichtet, dass ein Praparat auf pflanzlicher Basis (ToxiCheck, bestehend
aus verschiedenen Krautern und atherischen Olen), eine bessere Wirksamkeit gegen toxische
Effekte von Aflatoxinen bei Broilern zeigte als eine Kombination aus HSCAS und einer
organischen Saure (Neupane et al., 2004). Die Wirkung des Préparates bestand offenbar nicht
nur in Adsorption von Aflatoxin im Darm, sondern auch in einer Schutzwirkung im Tier
(leberschiitzende und immunstimmulierende Eigenschaften). Bei Chlorophyllin (Derivat des
Chlorophylls), einer ebenfalls gegen Aflatoxikose wirksamen Verbindung, wurden zuerst
seine antioxidativen Eigenschaften als Grund fir die Wirksamkeit angesehen; neuere Arbeiten
belegen jedoch, dass durch die Bildung eines Komplexes zwischen Chlorophyllin und AFB;
im Darm die Adsorption von AFB; reduziert wird (Diaz und Smith, 2005).
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Adsorbens Tierart Wirkung Quelle

Aktivkohle Puten Reduktion der AFM;- Edrington et al.,
Ausscheidung im Harn; kein 1996
Schutz gegen Aflatoxikose

Aktivkohle, 0,25% Milchkiihe Keine Abnahme der AFM;- Diaz et al., 2004
Ausscheidung in Milch

HSCAS, 0,1/0,5% Huhner Abnahme der Aflatoxin- Davidson et al.,

Bioverfugbarkeit in Leber und
Blut

1987;
Huwig et al., 2001

HSCAS, 0,5% Hihner-Kiken; Abnahme der Phillips et al., 1988
7,5 mg AFB, per | Wachstumsdepression durch
kg Futter AFB;

HSCAS, 0,5% Puten; 1 mg Abnahme der Mortalitit durch | Kubena et al., 1991

Aflatoxine per kg
Futter

Aflatoxine um 68%

HSCAS, 0,5% Schweine; 0,8 mg | Abnahme der Lindemann et al.,
AFB; per kg Wachstumsdepression und 1993
Futter Normalisierung der klinisch-
chemischen Parameter
HSCAS, 0,5% Schweine; 0,5- Reduktion von AFM; in Leber, | Beaver et al., 1990
0,6 mg Nieren und Muskel; von AFB;
AFB+AFB, per | nur im Muskel
kg Futter
HSCAS, 0,5-1,0% Milchkiihe ; 0,1- | Reduktion der AFM;- Harvey et al., 1991

0,2 mg Aflatoxin
per kg Futter

Ausscheidung in Milch um 24-
44%

Aluminiumsilikate
(Ethacal®, NovaSil™,

Hihner-Kiken;
2,5 mg AFB; per

Abnahme der
Wachstumsdepression durch 3

Scheideler, 1993

Perlite, Zeobrite), kg Futter der 4 Praparate

1,0%

0,5, 0,25 und 0,125% Hihner-Kiiken (5 | Schutz vor negativen Effekten | Pimpukdee et al.,
NovaSil PLUS mg AFB; per kg | durch AFBy, Schutz vor 2004

(Calcium Futter) Abnahme von Vitamin A-

Montmorillonit)

Gehalten in Leber

Natrium-Bentonit,

Schweine; 0,8 mg

Abnahme der

Lindemann et al.,

0,25, 0,5 und 0,75% AFB; per kg Wachstumsdepression und 1993
Futter Normalisierung der Klinisch-
chemischen Parameter
3 Natrium-Bentonite, Milchkiihe Reduzierung der AFM;- Diaz et al., 2004

1,2%

Konzentration in Milch

Sepiolite, 0,5%

Schweine (800

Verbesserung der Leistung,

Schell et al.,1993

pg AFB; per kg Reduzierung der
Futter) Serumkonzentration von
Leberenzymen
Hefezellwand-Produkt, | Milchkiihe Reduzierung der AFM;- Diaz et al., 2004
0,05% Konzentration in Milch
ToxiCheck (Kréuter, Broiler Noch bessere Wirksamkeit als | Neupane et al., 2004

itherische Ole)

HSCAS
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3.2.5.2 Chemische Methoden

Beispiele fiir chemische Detoxifikationsverfahren von Aflatoxin-kontaminierten Futtermitteln
werden in Tabelle 3.10. dargestellt. Am meisten Bedeutung haben die Verfahren mit
Ammoniak erlangt. Eine neuere, ausfiihrliche Ubersicht zu den Ammoniak-Verfahren wurde
von Park und Price (2001) erstellt. Das so genannte HP/HT(high pressure/high temperature)-
Verfahren wird als das effizienteste (Reduktion der Aflatoxingehalte um mehr als 99%) und
sicherste Verfahren im Hinblick auf dabei entstehende Verbindungen angesehen. Im ersten
Schritt der Reaktion mit Ammoniak wird der Lactonring von AFB; gedffnet; diese Reaktion
ist reversibel. Bei hoher Temperatur und hohem Druck wird das zuerst entstandene Produkt
irreversibel weiter abgebaut; die Art und Menge der dabei entstehenden Verbindungen ist
abhangig von den Reaktionsbedingungen und der Matrix. Zahlreiche Ftterungsversuche mit
Aflatoxin-kontaminierten Futtermitteln (Mais, Erdnisse, Baumwollsaat-Extraktionsschrot),
die nach dem Ammoniak-Verfahren behandelt wurden, zeigten, dass die Reaktionsprodukte
keinen oder nur minimalen Einfluss auf die Gesundheit der Tiere haben (Park und Price,
2001). Mehrere Arbeiten, z.B. von Hoogenboom et al. (2001), zeigten auch, dass bei Kiihen
die Ausscheidung von AFM; in Milch stark reduziert wurde, wenn Aflatoxin-haltige
Futtermittel mit Ammoniak behandelt wurden. Das so genannte AP/AT(atmospheric
pressure/ambient temperature)-Verfahren reduziert Aflatoxine ebenfalls effektiv, aber es gibt
noch nicht so viele Arbeiten zur Sicherheit der dabei entstehenden Produkte. Durch die
Behandlung mit Ammoniak wird die Qualitat der Futtermittel teilweise negativ verandert,
z.B. nimmt der Gehalt an verfiighbarem Lysin und Methionin ab (Conkerton et al., 1980;
Basappa und Shantha, 1996). Die Ammoniak-Verfahren werden von vielen L&ndern
akzeptiert, darunter in Brasilien, Frankreich, Mexiko, Sudafrika und in einigen US-Staaten
(Park und Price, 2001). Andere Verfahren mit Ammoniak-verwandten Verbindungen, wie
Monomethylamin/Ca(OH),, haben sich als nicht so praktikabel und effektiv wie die
Ammoniak-Verfahren erwiesen (Park et al., 1988; Park und Price, 2001).
Dekontaminations-Methoden mit Natriumbisulfit bzw. Calciumhydroxid wurden bisher nicht
so intensiv untersucht, aber ihre weitere Erforschung wéare wegen der niedrigeren Kosten im
Vergleich zu Ammoniak-Verfahren sinnvoll (Piva et al., 1995). Prudente und King (2002)
stellten die bisherigen Versuche zur Dekontamination mit Ozon zusammen und folgerten
daraus, dass das Verfahren sehr effektiv ist, aber die Sicherheit der dabei entstehenden
Verbindungen untersucht werden mdisste.
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Tabelle 3.10. Beispiele fir chemische Methoden

Behandlung Substrat Wirkung Quelle
Ammoniak (0,5-2%), | Mais, Umwandlung von AFB; | Park und Price,
45-55 psi, 80-100°C, | Baumwollsaat und- | zu Verbindungen mit 2001
20-60 min Extraktionsschrot, | reduziertem toxischen
Erdnisse Potential
Ammoniak (1-5%), | Mais, Umwandlung von AFB; | Park und Price,
Raumtemperatur, Baumwollsaat zu Verbindungen mit 2001
3-6 Wochen reduziertem toxischen
Potential
6% H,0,, alkalisch | Erdnuss-Schrot 97%iger Aflatoxin- Sreenivasa et al.,
Abbau 1967;
Basappa und
Shantha, 1996
Ozon, 200 mg/min, | Mais; 1,2mg AFB; | Mehr als 95%iger McKenzie et al.,
92h per kg Aflatoxin-Abbau; bei 1998

Puten Schutz vor
negativen Effekten durch

AFB;
Natriumbisulfit Mais Abbau von AFB; Moerck et al.,
1980;
Shapira, 2004
1N Zitronenséure Mais Fast vollstandiger Mendez-Albores et
Aflatoxin-Abbau, al., 2005

Reduzierung der
Mutagenitit im Ames-
Test

3.2.5.3 Biologische Methoden

Um die Nachteile der physikalischen und chemischen Dekontaminationsmethoden zu
umgehen, wurde vor allem in den letzten Jahren verstarkt nach biologischen
Detoxifikationsmoglichkeiten fur Mykotoxine gesucht. Durch Bata und Lasztity (1999),
Karlovsky (1999), Styriak und Conkova (2002), Mishra und Das (2003) sowie Shapira (2004)
werden die bisherigen Arbeiten, die sich vorwiegend mit der Detoxifikation von Aflatoxinen
beschaftigen, diskutiert. Nach  Karlovsky (1999) gibt es fur biologische
Detoxifikationsmethoden — im Gegensatz zu physikalischen und chemischen Methoden —
noch keine eindeutige Definition. Einige Autoren zahlen z. B. auch Zusatzstoffe zu
Futtermitteln, die Mykotoxine im Verdauungstrakt der Tiere binden sollen, zu biologischen
Methoden. Im vorliegenden Kapitel werden, entsprechend der Definition von Shapira (2004),
Adsorption von Mykotoxinen durch Mikroorganismen sowie Abbau der Toxine durch
Enzyme behandelt. Als Vorteile von biologischen Detoxifikationsmethoden werden
beispielsweise genannt: milde Reaktionsbedingungen, kein Einsatz von toxischen
Chemikalien, keine deutlichen Anderungen des Nahrwertes und des Geschmacks des
Futtermittels (Bata und Lasztity, 1999). Die meisten Verfahren wurden bisher nur in
wassrigen Ldsungen getestet, Versuche mit Tieren gibt es kaum.
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Es wurde berichtet, dass verschiedene Stdimme von Milchsdurebakterien AFB; bzw. AFM; im
kontaminierten wéssrigen Medium bzw. in Milch binden kdnnen (EI-Nezami et al., 1998,
Pierides et al, 2000, Haskard et al., 2001). EI-Nezami et al. (2000) zeigten, dass einige
Lactobacillus- und Propionibacterium-Stamme AFB; auch aus dem Darmsaft des Huhns
adsorbieren und die Aufnahme des Toxins in das Darmgewebe reduzieren kénnen. In einigen
Studien wurde vermutet, dass die antimutagenen und antikanzerogenen Wirkungen von
probiotischen Bakterien darauf beruhen, dass die Bakterien im Darm toxische Substanzen,
wie Aflatoxine, binden kénnen (Shapira, 2004).

Mikroorganismen des Magen-Darm-Trakts sind auch in der Lage, Aflatoxine abzubauen.
AFB; wird im Pansen zum grolRen Teil abgebaut (Karlovsky, 1999) Nach Inkubation von
kontaminiertem Mais mit Kot von Hihnern oder Puten verschwand AFB; nach einigen
Wochen; ein mikrobieller Abbau wurde angenommen (Jones et al., 1996). Bei einigen
Fermentationsvorgangen bei der Lebensmittelherstellung, wie bei der Miso-Herstellung
(fermentiertes Sojaprodukt), Fermentierung von Milch mit Milchs&urebakterien, Bierbrauen
und Brotherstellung, wurde Aflatoxin zum Teil abgebaut (Zitate von Karlovsky, 1999 und
Shapira, 2004).

Bereits friher wurde gezielt nach Mikroorganismen mit der Fahigkeit zum Abbau von
Aflatoxinen gesucht; von den getesteten Hefen, Pilze, Bakterien und anderen
Mikroorganismen konnte nur ein Isolat — Flavobacterium auranotiacum - Aflatoxin aus
einem waéssrigem Medium entfernen (Ciegler et al., 1966; Karlovsky, 1999). Es wurde
gezeigt, dass F. auranotiacum Aflatoxine aus Milch, pflanzlichem OI, Mais, Erdniissen,
Erdnussbutter und Erdnussmilch entfernen kann. Wahrscheinlich ist an dem Aflatoxinabbau
das Enzym Peroxidase beteiligt (Hao und Brackett, 1988; Styriak und Conkova, 2002).
Wegen der stark orangefarbigen Pigmentierung des Bakteriums sind jedoch dessen
Einsatzmdglichkeiten eingeschréankt (Bata und Lasztity, 1999). Spater wurden weitere
Bakterien, Hefen und Pilze gefunden, die in der Lage sind, Aflatoxine zu entgiften, wie z.B.
Corynebacterium rubrum, Candida lipolytica, Aspergillus niger (Ubersicht in Karlovsky,
1999, und Shapira, 2004). Darunter sind auch Mykotoxin-produzierende Pilze, die unter
bestimmten Bedingungen ihr eigenes Toxin abbauen kénnen (Karlovsky, 1999). Préparate aus
isolierten gereinigten Enzymen haben gegeniiber den Mikroorganismen den Vorteil, dass sie
neben der gewiinschten Mykotoxin-abbauenden Wirkung keine weiteren unerwiinschten
Wirkungen aufweisen, wie Anderung des Geschmacks, des Nahrwertes oder der Akzeptanz
(Shapira, 2004). Aus Armillariella tabescens, einem essbaren Pilz, der in der traditionellen
chinesischen Medizin verwendet wird, wurde ein Enzymgemisch isoliert, das gegen AFB;
wirksam war (Liu et al., 1998).

In der Zukunft konnten Detoxifizierungsenzyme fir die Lebensmittel- und
Futtermittelindustrie mit Hilfe der Gentechnik verbessert werden. Mdglicherweise werden
solche Enzyme bereits in dem Rohmaterial, das von transgenen Pflanzen stammen wird,
enthalten sein (Karlovsky, 1999).

3.2.5.4 Sonstige Moglichkeiten (Chemopravention)
Neben Adsorbentien wurden weitere Nahrungserganzungen, wie Antioxidantien, sekundare
Pflanzeninhaltsstoffe, Krduter u. d. auf ihre Wirksamkeit gegen die negativen Effekte von
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Mykotoxinen, vor allem  Aflatoxinen, getestet (Galvano et al., 2001).
Nahrungserganzungsmittel werden vor allem hinsichtlich ihres Einsatzes beim Menschen
untersucht, im Falle von Aflatoxinen in erster Linie zur Krebsprévention.

Eine Vorbehandlung mit Natriumselenit (bis zu 8 ppm im Trinkwasser tber 8 Wochen) vor
einer einmaligen AFB;-Dosis hemmte bei Ratten die AFB;-DNA-Bindung (Shi et al., 1994).
Dagegen berichteten McLeod et al. (1997), dass Ratten, die mit Selen unterversorgt waren,
widerstandsfahiger gegen AFB; waren als Ratten, die geniigend Selen mit dem Futter
aufnahmen. Weitere Literatur zu Selen findet sich in Surai und Dvorska (2005).

Die antioxidativ wirkenden Vitamine A, C oder E verminderten in Versuchen mit
Meerschweinchen, Mé&usen oder Ratten die toxischen Wirkungen von AFB; (Tab. 3.11.).
Coelho (1996) berichtete, dass eine Vitamin-Supplementierung von 25% (ber den
Empfehlungen die negativen Effekte von AFB; auf Puten vermindern konnte (Galvano et al.,
2001). Carotinoide wirkten in einigen Studien an Labortieren mit AFB; antimutagen und
antikanzerogen, bei Hihnern zeigten jedoch Beta-Carotin keine und Canthaxanthin nur eine
teilweise Schutzwirkung gegen die Aflatoxikose (s. Tab. 3.11.). Yu et al. (1994) untersuchten
in einem in vitro-Modell den Einfluss der Vitamine A, C und E sowie den von Beta-Carotin
auf AFB;-DNA-Addukte: Vitamin A und in geringerem MaR Vitamin C schwéchten die
AFB;-DNA-Bindung, Vitamin E und Beta-Carotin dagegen verstarkten sie. Ratten, die
unterversorgt mit Riboflavin waren, zeigten starkere DNA-Schaden durch AFB; als Ratten
mit normaler Riboflavin-Versorgung (Webster et al., 1996). Nach einer Supplementierung des
Vitamins bei den unterversorgten Ratten wurden die DNA-Schaden auf das Niveau, das bei
der Gruppe mit ausreichender Riboflavin-Versorgung auftrat, reduziert.

Viele Lebensmittelbestandteile und -zusatzstoffe, mit und ohne antioxidative Eigenschaften,
wurden auf ihre Schutzwirkung gegen Aflatoxine untersucht. Eine Reihe von natiirlichen
phenolischen Verbindungen, wie Ellagsdure, verschiedene Flavonoide (z.B. Kampferol,
Catechin), Phenolséduren (Caffeinsédure, Chlorogensaure), Eugenol, Vanillin, Quercetin,
Curcumin sowie synthetische phenolische Verbindungen (butyliertes Hydroxyanisol,
butyliertes Hydroxytoluol) zeigten in in vitro -Tests bzw. Versuchen mit Labortieren eine
protektive Wirkung (Ubersicht in Galvano et al., 2001). In einer neueren Arbeit (Coulombe et
al., 2005) erwies sich butyliertes Hydroxytoluol auch wirksam gegen die Aflatoxikose von
Puten. Eine Schutzwirkung gegen Aflatoxine zeigten - vorwiegend in in vitro-Tests -
weiterhin u. a. Piperin (Hauptalkaloid von Pfeffer), Coumarin, Knoblauch, Kurkuma,
Allylsulfide, Phenetylisothiocyanat, S-methyl-methanthiosulfonat (Inhaltsstoff von Zwiebeln
und Kohl), die Diterpene Cafestol und Kahweol (Inhaltsstoffe von Kaffeebohnen), sowie die
Konservierungsstoffe Propionsdure und Kaliumsorbat. Koffein (aus Kaffeebohnen) bzw.
Theafulvine (aus schwarzem Tee) verstarkten dagegen die Genotoxizitat bzw. Mutagenitét
von AFB; (zitiert in Galvano et al., 2001).

Einige Autoren (Zusammenstellung in Galvano et al., 2001) untersuchten, ob Arzneipflanzen
und Extrakte aus Krautern gegen die toxischen Effekte von Aflatoxinen wirken konnen.
Extrakte aus Cassia senna (pflanzliches Laxativ), aus Cassia tora, aus Ndissen von
Semecarpus anacardium, aus Piper argyrophylllum u.a. zeigten in vitro eine positive
Wirkung. In zwei in vivo-Studien an Ratten wurde gezeigt, dass Extrakte aus Thonninga
sanguinea (in Ghana verwendete medizinische Pflanze gegen Bronchialasthma) und aus der
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Frucht von Schisandra chinensis gegen durch AFB; hervorgerufene Lebertoxizitat schiitzen
kénnen (Tab. 3.11.). Auch die Arzneimittel Oltipraz und Chlorophyllin (Derivat des Pigments
Chlorophyll) zeigten in Versuchen mit Labortieren sowie in klinischen Studien an Menschen
aus besonders belasteten Gebieten eine chemopraventive Wirkung gegen AFB; (Sudakin,
2003), wobei die Wirkung von Chlorophyllin nach neueren Arbeiten in erster Linie in einer
Komplexbildung mit Aflatoxinen im Darm bestehen soll (siehe Abschnitt 3.2.5.1).

Tabelle 3.11. Beispiele fir Mittel zur Chemopravention, die in vivo getestet wurden

Verbindung Prifung Wirkung Quelle
Selen Ratten Hemmung der AFB;- Shietal., 1994
(Natriumselenit), bis 8 DNA-Bindung
ppm im Trinkwasser
Vitamin C, 300 Meerschweinchen; | Schutz vor Mortalitdt und | Netke et al.,
mg/Tag LDsp-Dosis von Lebertoxizitat durch 1997
AFB; AFB;
Vitamin A, 132 IU /kg | Mduse; AFB;- Verminderung der Sinha und
BWI/Tag Dosis: 0,05 pg/kg | Genotoxizitat durch AFB; | Dharmshila,
BW/Tag 1994
Vitamin E, 0,9 Ratten; AFB;- Schutz vor AFB;- Ibeh und
mg/200 g BW Dosis: 7,5 pg/ Einwirkung auf Hoden Saxena, 1998
200 g BW
Riboflavin Ratten Positiver Einfluss auf Webster et al.,
AFB;-induzierte DNA- 1996
Schéden bei Riboflavin-
Unterversorgung
Carotinoide (u.a. Ratten Verminderung der Leber- | Gradelet et al.,
Canthaxanthin, Kanzerogenitat 1997
Astaxanthin, Beta-
Carotin)
0,01 und 0,02 % Beta- | Broiler; 5 ppm Beta-Carotin keine, Okotie-Eboh et
Carotin bzw. Aflatoxin Canthaxanthin teilweise al., 1997
Canthaxanthin Schutzwirkung gegen
Aflatoxikose
0,5 % Phenolische Ratten verminderte DNA-Adukt- | Aboobaker et
Verbindungen (u.a. Bildung al.. 1994
Flavonoide,
Phenolséuren,
Eugenol)
Butyliertes Puten; 1 ppm Chemopréventive Coulombe et al.,
Hydroxytoluol (4000 | AFB; im Futter Wirkung gegen AFB;- 2005
ppm) Effekte
Extrakt aus Ratten; 1 mg/kg Reduktion der akuten Gyamfi und
Thonninga sanguinea | AFB; i.p. Lebertoxizitat durch Aniya, 1998
AFB;
Lignin-angereicherter | Ratten Leberschutzwirkung Ip etal., 1996
Extrakt aus gegen AFB;

Schisandra chinensis
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3.2.5.5 Praktische Relevanz

Die Verfahren mit Ammoniak zur Detoxifikation von Aflatoxinen haben bisher die grofite
praktische Bedeutung erlangt; sie werden von vielen L&ndern akzeptiert. Am meisten
untersucht wurde das so genannte Hochdruck-/Hochtemperatur-Verfahren. Zahlreiche
Futterungsversuche mit dekontaminiertem Futter zeigten, dass die Reaktionsprodukte keinen
oder nur minimalen Einfluss auf die Gesundheit der Tiere haben, und dass bei Kuhen die
Ausscheidung von AFM; in die Milch stark reduziert wird. Andere chemische
Dekontaminationsmethoden, z.B. mit Wasserstoffperoxid, Ozon oder Natriumbisulfit, zeigten
im Ansatz auch gute Wirkungen, wurden aber noch nicht intensiver untersucht und haben
bisher keine praktische Relevanz. Chemische Methoden sind besonders auf eine mdgliche
Reversibilitat der Umsetzung und auf Toxizitat der entstehenden Produkte zu prifen.

Von den physikalischen Methoden ist der Zusatz von Adsorbentien zum Futter, die Aflatoxine
im gastrointestinalen Trakt binden und so die Aufnahme in den tierischen Organismus
verhindern sollen, der vielversprechendste Ansatz. Am meisten sind Aluminiumsilikate
untersucht worden, vor allem HSCAS (hydriertes NaCaAlSilikat), das als Futtermittelzusatz
zur Verbesserung der FlieBeigenschaften verwendet wird. HSCAS flihrte bei allen
untersuchten Tierarten zu einer Abnahme oder volligem Verschwinden der toxischen Effekte
durch AFB; auf Leistung und einige biochemische und histopathologische Parameter, bei
Milchkiihen auch zu einer Reduktion der AFM;j-Ausscheidung. Aluminiumsilikate sind
jedoch bei anderen Mykotoxinen, z. B. bei den Fusarium-Toxinen Deoxynivalenol und
Zearalenon, nur wenig oder gar nicht wirksam (DO6ll und Danicke, 2004). Bei Adsorbentien
besteht generell die Gefahr, dass nicht nur selektiv die Toxine gebunden werden, sondern
auch essentielle Nahrstoffe, wie Vitamine und Mineralstoffe.

Die biologischen Methoden, zu denen Adsorption von Aflatoxinen durch Mikroorganismen
sowie Abbau der Toxine durch Enzyme gezahlt werden, scheinen viel versprechend; bisher
wurden jedoch die meisten Verfahren nur in vitro getestet. Auch viele Verbindungen, die in
pflanzlichen Nahrungsmitteln oder Krautern enthalten sind - vor allem solche mit
antioxidativen Eigenschaften - zeigen bei in vitro-Tests oder in Versuchen mit Labortieren
eine Schutzwirkung gegen die toxischen Effekte von Aflatoxinen.

3.2.6  Schlussfolgerungen und Forschungsbedarf

Die Verringerung der Aflatoxingehalte in Lebensmitteln und Futtermitteln ist sehr wichtig, da
es sich um kanzerogene und genotoxische Stoffe handelt. Aflatoxine sind vor allem ein
Problem in tropischen und subtropischen Landern, da diese Toxine in der Regel nur unter
deren Kklimatischen Bedingungen gebildet werden. Nach Deutschland konnen Aflatoxin-
belastete Lebensmittel und Futtermittel durch Importe gelangen. Seit Aflatoxine in
Deutschland lebensmittel- und futtermittelrechtlich geregelt sind, gibt es kaum noch Probleme
mit belasteten Produkten. Dementsprechend besteht in Deutschland kein Forschungsbedarf zu
Dekontaminationsmethoden fur Aflatoxine in Futtermitteln.
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Weltweit ist der Forschungsbedarf jedoch groB, da Aflatoxin-belastete Lebens- und
Futtermittel in den Erzeugerlandern zu grol3en 6konomischen Verlusten und gesundheitlichen
Schéden fiihren. Von allen Mykotoxinen wird bis heute am meisten Uber
Dekontaminationsmethoden fiir Aflatoxine geforscht. Von den untersuchten Methoden wird
bisher nur das Ammoniak-Verfahren in grolem Malstab fir Futtermittel angewendet; die
nach diesem Verfahren behandelten Futtermittel wurden auch in Futterungsversuchen mit
landwirtschaftlichen Nutztieren getestet. Daneben werden inzwischen kommerziell
Adsorbentien angeboten, die auch bereits teilweise an landwirtschaftlichen Nutztieren
untersucht wurden. Weitere Methoden zeigten in ersten, meist in vitro-Versuchen eine gute
Wirksamkeit gegen Aflatoxne. Wiinschenswert wére es Methoden zu entwickeln, die gegen
mehrere Mykotoxine in Futtermitteln wirksam sind. Die Wirksamkeit und Sicherheit von
Dekontaminationsmethoden muss in Futterungsversuchen mit landwirtschaftlichen Nutztieren
belegt werden.
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