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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Themenstellung der Arbeit

Senna (Cassia senna L. Caesalpinacaeae) gehort zu den wichtigsten Arzneipflanzen der
Welt. Das Wissen Uber den pharmakologischen Nutzen und den Gebrauch als Arzneipflanze
lasst sich bis welt in die Antike zurtickverfolgen BETT 1952). In der européischen Medizin
sind sie spatestens it Serapion d. A., der im 9. Jahrhundert lebte, Bestanditeil der bekannten
Hellkunde. C. senna gehort heute zu den weltweit meistgenutzten pflanzlichen Laxanzien
(DER MARDEROSIAN 1999). Die Blétter und Friichte der Pflanze werden normalerweise als
Tee, Pulver oder standardisierte Extrakte konsumiert. Deutschland ist in Europa der bedeu-
tensde Verarbeiter dieser Droge und importiert nach HARNISCHFEGER & STOLZE (1983) jahr-

lich ca. 1000 Tonnen dieser Droge.

Aufgrund neuer gesetzlicher Regelungen wurde im Jahre 1990 von der pharmazeutischen
Industrie mit der stichprobenartigen Kontrolle von Aflatoxinriickstanden in Cassia senna be-
gonnen. Aflatoxine sind von bestimmten Pilzen produzierte giftige Substanzen. Dabel wurde
deutlich, dass insbesondere die aus indischem Anbau stammenden Friichte der C. senna hau-
fig erhohte Aflatoxinkonzentrationen aufweisen. Verunreinigungen mit Aflatoxinen wurden

als ein zentrales Qualitétsproblem indischer C. senna erkannt.

1.2. Zidede Arbet

Ziel dieser Arbeit war es, den Ort und Zeitpunkt sowie die Ursachen und Bedingungen der
Bildung von Aflatoxinen in der Arzneipflanze C. senna zu ermitteln, um eine sichere Produk-

tion der Arzneipflanze gemal3 den gesetzlichen Anforderungen zu gewahrleisten.
Es wurde untersucht,
> in welchen Pflanzenbestandteilen sich Aflatoxine befinden,
welche Merkmale auf Aflatoxinbelastung hindeuten,
wie grof3 die Aflatoxinbildung vor der Ernte ist,
welchen Einfluss Beschadigungen von Insekten auf den Aflatoxingehalt haben,

wie das Trocknungsverfahren die Aflatoxinkontaminationen beeinflusst,

YV VvV VYV V V

welchen Einfluss die Lagerung in Indien auf die Aflatoxingehalte hat,
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» welche saisonalen und regionalen Unterschiede es gibt,
» welche herkunftspezifischen Unterschiede es gibt und

» welche Rickschlsse die Bestimmung von Pilzkeimzahlen auf die Aflatoxinkon

zentration zulassen.

Die Fragestellungen wurden erarbeitet, indem tber finf Jahre (1995-2000) hinweg kontinu-
ierlich in mehr als 1000 Proben der Arzneipflanze die Aflatoxingehalte bestimmt wurden.

Die Proben bestanden zu einem aus auf Feldern geerntetem Frischmaterial, zum anderen aus
in Dorfern gewonnenen Trocknungsproben der Anbauregionen in Tamilnadu und Gujarat

sowie aus Lagerbestdnden aler grofien indischen Exporteure.

Zur Ermittlung von Vor- und Nacherntekonzepten zur Vermeidung der Aflatoxinbildung bel

C. senna wurden Proben untersucht, die aus folgenden Quellen stammiten:
» Laborversuche zur Aflatoxinbildung in C. senna
» Feldversuche, in denen anbautechnische Moglichkeiten erprobt wurden

> einem eingerichteten Sortier- und Trocknungsplatz, auf dem verschiedene

Trocknungs- und Detoxifizierungsverfahren untersucht wurden
» Lagerversuche

In 52 Proben mit bekannten Aflatoxingehalten wurden Pilzkeimzahlen bestimmt. Die Bestim-
mung der Pilzkeimzahlen in Proben der C. senna mit bekannten Aflatoxingehalten wurde am
Ingtitut fir Phytophatologie der Justus-Liebig- Universitét in Gief3en durchgefihrt.

1.3. Uberblick Uber den Aufbau der Arbeit

In dieser Arbeit werden zundchst die derzeitigen Erkenntnisse der Wissenschaft zu Aflatoxi-
nen in pflanzlichen Produkten dargestellt. Die aflatoxinproduzierenden Pilze werden genannt,
und auf die Bedingungen der Aflatoxinbildung wird eingegangen. Es werden kurz die e
kannten toxikologischen Auswirkungen des Mykotoxins und die derzeitigen gesetzlichen Re-
gelungen dargestelt.

Daran anschlief3end wird die Arzneipflanze C. senna beschrieben. Eingegangen wird auf die
Botanik, die Nomenklatur, die nattirliche Verbreitung sowie kurz die pharmakol ogische Wir-

kung der Pflanze.
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In Kapitel 3 werden die Untersuchungsgebiete in Indien mit den dortigen Anbaw-, Ernte- und
Aufarbeitungsverfahren fir C. senna beschrieben. Die Unterschiede zwischen den Untersu-

chungsgebieten in Tamilnadu und Gujarat sind fir spatere Diskussionen bedeutsam.

Das 4. Kapitel beinhaltet die Methoden der Aflatoxinuntersuchungen in C. senna. Es werden
die Methoden der Aflatoxinbestimmung und die Auswertungsverfahren dieser Arbeit be-
schrieben.

In Kapitel 5 werden die untersuchten Fragestellungen von der Verteilung der Aflatoxine in
der Pflanze Uber die Aflatoxinbildung vor, wahrend und nach der Trocknung bis hin zu regio-
nalen, saisonalen und herkunftspezifischen Unterschieden der Aflatoxinbildung in 9 Unterka-
piteln dargestellt. Da diesbezliglich eine Vielzahl unterschiedlicher Feld- und Laborversuche
durchgefuhrt wurden, ist zu jedem ein eigener Einleitungs-, Methoden-, Ergebnis- und Dis-
kussionsteil verfasst worden, um die jeweiligen Zusammenhange stets prasent zu haben. Die
daran folgende Gesamtbetrachtung setzt die einzelnen Ergebnisse in Beziehung zueinander
und fuhrt zu @ner zusammenfassenden Bewertung. Abschlief3end folgt eine Zusammenfas-

sung und eine Kurzfassung der Arbeit in Englisch.
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2. Literaturubersicht

2.1. Aflatoxine

2.1.1. Definition

Aflatoxine sind Mykotoxine, also von Pilzen gebildete Substanzen, die fur lebende Organis-
men giftig sein konnen. Insgesamt werden mehr as zehn Substanzen Aflatoxine genannt
(ONG 1975, BEUCHAT 1978). Chemisch handelt es sich bei Aflatoxinen um Difurancoumarin
Derivate (WEIDENBORNER 1998). Die wichtigsten in Pflanzen vorkommenden Aflatoxine sind
B1, By, Gi, Gp. Aflatoxin B, bzw. G, stellen die zweifach hydrierten Derivate von Aflatoxin
B1 und G, dar.

Q2 2 a o
t /l\ OCHy
Q Q o fo) acHy
Bl BZ
Q Q 0 o
/(S:C}’
Q Q # 3 o) o] oCHy
Gl Gz

(Quelle: Gourama & Bullerman 1995)

Abb. 1:  Srukturformeln von Aflatoxin B;. By,, G; und G»

B-Aflatoxine fluoreszieren unter UV-Licht blau, G-Aflatoxine fluoreszieren grin. Die Index-
zahl gibt die Toxizitéat des Aflatoxins an, wobei 1 eine extrem hohe und 2 eine geringere To-
xizitdt bedeutet. Aflatoxin B, ist sowohl das giftigste, als auch in der Regel dasin der grofdten
Konzentration vorkommende Toxin. Aflatoxine finden sich nicht nur in den Hyphen und Ko-
nidien der Aflatoxinbildner, sondern diffundieren auch in das umgebende Substrat (WILSON &
ABRAMSON 1992, MULLER & WEBER 1996).
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2.1.2. Biologie desAspergillus

Aflatoxine werden von Pilzen der Gattung Aspergillus gebildet (DAvis 1981). Charakterisiert
wird die Gattung Aspergillus durch die Ausbildung von asexuellen Konidiosporen in einer
speziellen Giefskannen d&hnelnden Form, die vom Entdecker ANTONIO MICHELI (1729) Asper-

gillum genannt wurde. Dieses Aspergillum ist entweder uniseriat oder biseriat (sehe Abb. 2).

Conidia

éterigmata
(Phialides)

Metulae

Vesicle

Stipe

Foot call

(Quelle: Gourama & Bullerman 1995)

Abb.2:  Uniseriate und biseriate Aspergilli von Aspergillus flavus

Aufgrund der grof3en Anzahl von Enzymen, die Aspergillus-Pilze fir ihre Entwicklung bilden
koénnen, sind sie in der Lage, unterschiedlichste Ausgangsubstrate fur ihr Wachstum zu nut-
zen. Sie wachsen auf fast allen Pflanzenmaterialien, wie auf Samen, Leder, Papier, Holz und
Textilien aber auch auf Farben vielen Kunststoffen und Gummi (TOMAS 1977, COKER et al.
1984). Wahrend A. flavus fast alle pflanzlichen Substrate fir sein Wachstum nutzen kann,

bildet er nur in einigen Aflatoxine.

Die grofite Bedeutung fur die Aflatoxinbildung haben die verwandten Spezies Aspergillus
flavus Link und A. parasiticus Van Tieghem(ELLIS et al. 1991). Als weiterer Aflatoxinbildner

5
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wird auch A. nomius beschrieben (KURTZMAN et a. 1987). A. flavus und A. parasiticus sind
an ihren in der Regel gelbgrunlichen Sporentrégern zu erkennen (GOURAMA & BULLERMAN
1995). Unter den A. flavus und A. parasiticus Pilzen gibt es eine Vielzahl verschiedener
Stdmme mit sehr hohen bis Uberhaupt keinem Aflatoxinbildungspotential (COTTY & BHAT-
NAGAR 1994). Von A. flavus werdendie Aflatoxine B; und B, gebildet und von A. parasiticus
zusétzlich die Aflatoxine G und & (GOURAMA & BULLERMAN 1995). Pilze der Sektion A.
parasiticus sind stérker an den Boden gebunden und kommen vermehrt in Erdnissen vor,
wahrend A. flavus besser an oberirdische Lebensbedingungen angepasst ist und in Mais,
Baumwollsamen und Baumntissen dominiert (DIENER et al. 1987).

A. flavus gehort zu den thermophilen und xerophilen Schimmelpilzen, so dass er sich vor al-
lem unter heif3en und trockenen Bedingungen gegen konkurrierende Mikroflora durchsetzen

kann. Aflatoxine werden daher vermehrt in tropischen und subtropischen Regionen gebildet.

2.1.3. Systematik des Pilzes

Eine traditionelle mykologische Systematik von AINSWORTH et a. (1971) z&hlt die Gattung
Aspergillus zur Klasse der Hyphomycetes, der Ordnung Hyphomycetales und der Familie der
Moniliaceae. WEIDENBORNER (1998) z&hlt die Gattung Aspergillus zu der Unterabteilung
Deuteromycota (Fungi imperfecti). Nach WEIDENBORNER (1998) ist bei diesen Pilzen keine
Hauptfruchtform bekannt, sondern aisschlief3lich parasexuelle Vermehrungsformen. Diese
Vermehrungsform der Pilze fuhrt zu einer hohen, taxonomisch schwer fassbaren Variabilitéat
morphologischer und physiologischer Merkmale. Nach HAKSWORTH et. a (1995) ist deshab
eine endgtiltige Einteillung fir diese Pilze in Klasse, Ordnung und Familie noch nicht mog-
lich. Aufgrund der schwierigen toxonomischen Differenzierung der Aspergillus- Arten wer-
den untere anderem auch A. flavus und A. parasiticus von vielen Wissenschaftlern unter As-
pergillus-Sektion favi zusammengefasst (NESCI & ETCHEVERRY 2002). So auch in dieser
Arbeit. Wenn im Folgenden von A. flavus gesprochen wird, sind beide aflatoxinbildende Spe-

cies gemeint.

2.1.4. Bedingungen der Aflatoxinbildung

Die Bildung von Aflatoxinen ist eine Konsequenz aus Filz, Substrat und Umweltbedingung
(GOURAMA & BULLERMAN 1995). Wichtige Faktoren sind dabei:
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Bilz:
Fir die Aflatoxinproduktion sind aflatoxigene Pilzstdmme eine zwingende V orausset-
zung. Die gebildeten Aflatoxinkonzentrationen sind dabel abhangig vom Aflatoxinbil-
dungspotential der vorhandenen Pilzstdmme sowie deren gegebene Konkurrenzver-

haltnisse zu anderen Pilzen im Substrat.
Substrat:

Es gibt Substrate mit besonders hohem Aflatoxingeféhrdungspotential und welche mit
niedrigem oder gar keinem. Nach WEIDENBORNER (1998) gehdren Erdniisse, Mais, Pa
rantisse, Baumwollsamen, Pistazien und Kopra zu den Friichten mit hohem Aflatoxin
gefahrdungspotential; Feigen, Mandeln, Pekanniisse, Walniisse, und Rosinen haben
ein mittleres Aflatoxingefahrdungspotential; verschiedene Hirsearten, Weizen, Hafer,
Gerste, Rei's, Sojabohnen und andere K érnerleguminosen unterliegen eher selten einer
Aflatoxinkontamination. Fettreiche Samen haben in der Regel ein sehr hohes Aflato-
xingeféhrdungspotential, Getreide ein meist deutlich geringeres, und griine Blattware

kann kaum fir die Aflatoxinsynthese des Pilzes genutzt werden.

Temperatur:

L aborversuche haben ergeben, dass A. flavus zwischen 10 °C und 43 °C wachsen kann
und die Optimaltemperaturen bei 30-35 °C liegen (LACEY & MAGAN 1991, WILSON &
ABRAMSON 1992). Nach JACOBSEN et a. (1993) kdnnen Aflatoxine von A. flavusin
dem Temperaturbereich von 12 °C bis 42 °C gebildet werden. GOURAMA & BULLER-
MAN (1995) beschreiben eine allgemein anerkannte Optimaltemperatur fir die Aflato-
xinbildung des Pilzes von 25-28 °C. Die Temperaturanspriiche des Pilzes sind also
recht hoch, weshalb auch die Aflatoxinproblematik auf warmere Klimazonen begrenzt
ist.
Feuchtigkeit:

Alstrockenresistenter Pilz bendtigt A. flavus fir Wachstum und Aflatoxinbildung rela-
tiv geringe Restfeuchten in seinem Substrat. Nach WEIDENBORNER (1998) liegen die
minimalen a,~Werte fir das Wachstum von A. flavus bel 0,78-0,84 und fir die Afla
toxinproduktion bei 0,83-0,87 (NORTHOLT et a. 1977). Das bedeutet, dass je nach
Substrat, Temperatur und Luftfeuchtigkeit Wassergehalte von 8 bis 16 % fir eine
Aflatoxinsynthese ausreichen (TRENK & HARTMAN 1970, DIENER & DAVIS 1970, JA-
COBSEN et a. 1993). Eine physiologische Obergrenze fur die Aflatoxinbildung besteht
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nicht. So produziert der Pilz im Labor auwch Aflatoxine in wassrigen Losungen (aw-
Wert=1). AulRerhalb von Laborbedingungen wird jedoch in den meisten Pflanzenmate-
ridlen bei sehr hohen Feuchtigkeitsgehalten kein Aflatoxin mehr gebildet; so liegt die
obere Grenze der Aflatoxinbildung in Erdnissen bei etwa 25 % Restfeuchte (GOLD-
BLATT & DOLLEAR 1977). JACOBSEN et al. (1993) beschreiben eine algemeine Ober-
grenze der Aflatoxinbildung bel 30% Restfeuchte. Als Ursache wird von CHANG &
MARKAKIS (1981) die verstarkte Konkurrenz von anderen Pilzen, Hefen und Bakterien
und deren Stoffwechselprodukten bei hoher Restfeuchte diskutiert. Aflatoxine werden
also in der Regel bei nur begrenztem Wasserangebot gebildet.

Weitere relevante Umweltbedingungen:

Zu den aflatoxinrelevanten Umweltbedingungen z&hlen auf3erdem noch der pH-Wert
und die Gasatmosphére. A. flavus kann in eéinem pH-Bereich zwischen 3 bis 8 wachsen.
Er bevorzugt eine eher akalische Umgebung und kann stark saures Milieu nur schlecht
tolerieren (WHEELER et al. 1991). A. flavus bendtigt zwar Sauerstoff fir Wachstum und
Entwicklung, er ist jedoch gut an Bedingungen mit geringen O,- (0,14 % LACELY 1984)
und hohen CO,-Konzentrationen angepasst (ELLIS et al. 1994).

2.1.5. Aflatoxinbildung vor und nach der Ernte

Aflatoxine kénnen sowohl vor als auch nach der Ernte gebildet werden (BHATNAGAR et al.
1991, GOURAMA & BULLERMAN 1995). Die Aflatoxinbildung vor der Ernte kann gefordert

werden durch
» Trockenstress (HILL et al. 1983, STAHR et al. 1990, SANDERS €t al. 1993),
» Insektenbefall (BORGEMEISTER et al. 1994, HELL 1997, SETAMOU et al. 1998),
» Nahrstoffmangel (JONES & DUNCAN 1981, PAYNE et a. 1989) und

» Konkurrenzstress durch geringen Pflanzenabstand und Unkrautdruck (LILLEHOJ
1983, SANDER et al. 1985).

Besonders anfallig fur hohe Aflatoxinkontaminationen sind Pflanzen, die mit geringen Bo-
denfeuchten bei hohen Temperaturen mit relativen Luftfeuchten von >80 % wachsen miissen
(JACOBSEN et al. 1993). DIENER et al. (1987) beschreiben, dass unter Trockenstress stehende
Pflanzen anfalliger fUr Pilzinfektionen sind, da das dkologische Gleichgewicht im Boden ar

gunsten aflatoxinproduzierenden Aspergilli-Stdmmen verschoben wird.
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Insekten kommt eine besondere Bedeutung fur das Aflatoxinvorkommen zu und zwar vor als
auch nach der Ernte, indem sie zum einen als Vektoren fir den Pilz fungieren (DIENER et al.
1987) und zum anderen die Pflanzen schwéachen und beschédigen sowie ihren Kot as Sub-
strat fur den Pilz zurlicklassen(BILGRAMI et al. 1992).

Das Genus Aspergillus galt lange vornehmlich as Lagerpilz. Eine unsachgemél3e Lagerung
mit kritischen Restfeuchten bei hohen Temperaturen kann zu starkem Befall von Aspergillus

Pilzen fuhren und bel anfélligen Produkten zu einer massiven Bildung von Aflatoxinen.

2.1.6. Toxikologie der Aflatoxine

Aflatoxine gehdren zu den giftigsten Substanzen in der Natur (EATON & GALLAGHER 1994).
Aflatoxine konnen auf den menschlichen und tierischen Organismus akut toxisch, kanzero-
gen, mutagen, teratogen und immunschwéchend wirken. Aflatoxin By ist das Aflatoxin mit
dem hdchsten kanzerogenen Potential und wurde von der IARC (International Agency for
Research on Cancer) in die Kategorie 1 eingeordnet. Hierzu gehdren Substanzen bei denen
anhand von epidemiologischen Untersuchungen ausreichend kanzerogene Wirkung beim

Menschen (IARC 1993) bewiesen werden konnte.

Wirkungswei se:

Die Kanzerogenitdat der Aflatoxine beruht auf der Bildung eines auf3erst reaktiven
Epoxids wahrend der Metabolisierung. Dieses Epoxid bildet Addukte mit Makromole-
kilen, u. a. mit Nukleotiden der DNA, wodurch es zu Strangbriichen, genetischen M u-
tationen und zur Tumorbildung kommen kann. Da die Metabolisierung hauptséchlich
in den Leberzellen oattfindet, wirken Aflatoxine vor alem hepatokanzerogen
(DIRHEIMER, 2000).

&mgtome:

Die klinischen Symptome einer akuten Aflatoxikose sind sowohl bel Menschen als
auch bei Nutztieren weit geféchert. Bel landwirtschaftlichen Nutztieren reichen sie
von Reduzierung der Gewichtszunahme bzw. der Milchleistung Uber Leberverdnde-
rungen, Hamorrhagien an mehreren Korperstellen, Ataxien bis zum plétzlichen Nie-
derstiirzen oder Tod der Tiere (FACHBEREICH LOEL, 1999). Bel Menschen fihrt die
Aufnahme grof3er Dosen von Aflatoxin zu akutem Leberversagen sowie schweren
Nierenschaden. Anhand der Ergebnisse von Tierstudien wird der LD50-Wert fir den
Menschen auf 1 bis 10 mg Aflatoxin B/kg Lebensmittel geschétzt (WEIDENBORNER
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2001). Es gibt weltweit Befunde von akuten Aflatoxikosen bei Menschen und Haustie-
ren (KRISHANAMACHARI 1975).

Grol3e Bedeutung hat die chronische Aflatoxinexposition insbesondere in warmen und
trockenen Regionen der Erde, in denen Grundnahrungsmittel mit erhohten Aflatoxin-
konzentrationen konsumiert werden missen. Dort werden Aflatoxine u. a. mit Krark-
heiten wie Leberkrebs, dem Reye's Syndrom, der Indischen Kinderzirrhose (Leberzir-
rhose), chronischer Gastritis und Kwashiorkor in  Zusammenhang gebracht
(HENDRICKSE 1984, WANG et al. 1983, BHAT & MILLER, 1991).

Bedeutung:

Aflatoxine gehtren zu den genotoxischen und krebserzeugenden Stoffen, fur die es kei-
ne Schwellen oder Grenzwerte gibt, unterhalb derer keine schadliche Wirkung beobach
tet wird. Es ist somit momentan unmdglich, eine zuléssige tagliche Aufnahmemenge
festzulegen. Man versucht dieser Problematik durch die Festsetzung moglichst niedriger
Grenzwerte zu begegnen.

2.1.7. Derzeitige Gesetzgebung fur Aflatoxine

Aufgrund ihrer Giftigkeit haben weltweit viele Lander Grenzwerte fir Aflatoxine festgelegt.
Sie liegen in der Regel zwischen 5 und 50 pg/kg (HANSEN 1993). Die US Food and Drug
Administration hat fir die meisten Nahrungs- und Futtermittel einen Grenzwert fur Aflatoxi-
ne von 20 ug/kg definiert. In der EU gelten derzeit die wohl strengsten Richtlinien, die in

Verordnungen Uber zuléssige Hochstmengen an Aflatoxine festgehalten sind.
» Verordnung Uber Hochstmengen an Mykotoxinen in Lebensmitteln vom 2. Juni 1999

» Verordnung Uber das Verbot der Verwendung von mit Aflatoxinen kontaminierten

Stoffen bei der Herstellung von Arzneimitteln vom 19. Juli 2000

» Verordnung zur Festsetzung der Hochstgehalte fur bestimmte Kontaminanten in Le-
bensmitteln vom 8. Mé&rz 2001

Die Verordnungen regeln, dass fur alle Erzeugnisse, die fur den direkten Verzehr bestimmt
sind, ein Grenzwert von 2 pg/kg Aflatoxin By und 4 pg/kg fur die Summe der Aflatoxine
B1,B2G1, und G, festgehalten wird. Ausnahmen gelten sowohl fir den Handel, und zwar fir
Produkte, in denen vor dem Verzehr mittels Sortier- und anderen physikalischen Verfahren
die Aflatoxingehalte gesenkt werden kénnen, as auch fir nationale Vorschriften von Mit-
gliedstaaten Uber Hochstgehalte fur Aflatoxin in bestimmten Lebensmitteln, fir die keine
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Gemeinschaftsvorschriften erlassen wurden. Der Gesetzgeber versucht damit dem Umstand
Folge zu leisten, dass es beim gegenwaértigen Stand der wissenschaftlichtechnischen Kennt-
nisse durch Verbesserung der Produktions- und Lagertechniken unmdglich ist, das Auftreten
der Schimmelpilze und folglich das Vorkommen von Aflatoxinen in Lebensmitteln génzlich

zu verhindern.

2.2. Cassa senna

2.2.1. Botanik

Cassia senna L. gehort zu der Familie der Caesalpiniaceae. Sie ist ein bis zu 2 m hoher
Strauch. lhre Blétter sind funf- bis neunpaarig gefiedert. Die Blattspindel ist 7 bis 14 cm lang
und hat oberseitig eine deutliche Rinne. Die Bléattchen sind lineallanzettlich, 1 bis 6 cm lang
und 0,3 bis 2 cm breit. Die Blitenstande sind blattachsel standige, aufrechte Trauben mit zahl-
reichen gestielten, zygomorphen Bliten. Die Bluten haben funf eiférmig-lanzettliche, dach-
ziegelig deckende Kelchblétter und funf gelb braun geaderte Kronblétter. Von den zehn
Staubbl&ttern sind nur sieben fertil. Die drei oberen sterilen Staubblétter sind 2 mm kurz, die
vier seitlichen sind 7 mm lang und die drei unteren sdbelartig gekrimmten. Die a's Schauap-
parat dienenden Antheren sind 12 mm lang. Die etwas nierenférmigen 15 bis 17 mm breiten
und 4 bis 5,5 cm langen Hulsen sind flach. Der Samen ist gelblich, zusammengedrickt, a-
formig-keilformig mit kurzem Stiel und runzeliger Oberflache (MADAUS 1979).

2.2.2. Inhaltsstoffe und Wirkungsweise

Sennesblétter und —Friichte gehdren zu den klassischen Anthrachinondrogen. Sie enthalten
eine hohe Anzahl verschiedener Anthrachinonderivaten wie Chrysonphanol, Emodin, Aloe-
Emodin und Rhein (LEMLI 1986, SELVARAJ & SUBASH CHANDER 1978). Sie liegen in der
Pflanze hauptséchlich in Anthronform, am G-8 mit Glucose verkntpft, vor. Bei der Trock-
nung oder dem Welken der Blétter entstehen durch Kombination oxidativer und enzymati-
scher Vorgange Dianthrochinone wie die pharmakologisch bedeutsamen Sennoside A, B, C
und D (StoLL & BECKER 1950, LEMLI & CUVEELE 1978). Der Gesamtgehalt an Sennosiden
liegt dabel zwischen 2-7 % des Trockengewichts (ATZORN et a. 1981, LOHAR et a. 1979).

Bel Einnahme von Sennosiden werden diese nicht resorbiert, sondern erst im Dickdarm durch
Darmbakterien in die pharmakologisch aktiven Substanzen wie das Rhein-9-anthron und
Rhein gespalten (KoBASHI et a. 1980, SAsAKI et a. 1979). Dort wirken diese zum einem auf
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die Peristaltik, indem sie die nicht-propulsiven Kontraktionen hemmen und die propulsiven
Kontraktionen verstarken (GARCIA-VILLAR et a. 1980) und zum anderen auf den Wasser- und
Elektrolythaushalt. Dabei wird die Wasseraufnahme zu einer regelrechten Sekretion von Flis-
sigkeit in den Darm umgewandelt (LENG-PescHLOw 1980). Auf diese Weise wirken Sennes-
zubereitungen als gutvertragliche mittelkréftige Laxanzien, deren abfihrende Wirkung sich

innerhalb von sechs Stunden manifestiert (GOODMAN & GILMAN 1970).

2.2.3. Nomenklatur der Pflanze

Aufgrund der weiten nattrlichen Verbreitung (siehe Kapitel 2.2.4.) gibt es eine Vielzahl ur
terschiedlicher Formen und Rassen von C. senna. Zusétzlich hat die grof3e weltweite pharma
kologische Bedeutung dazu beigetragen, dass es eine Vielzahl an wissenschaftlichen Namen
und eine noch grof3ere an volkstiimlichen Bezeichnungen fir diese Pflanze gibt. Einige Bei-
spiele synonymer wissenschaftlicher Bezeichnungen fir Cassia senna sind Cassia angustifo-
lia Vahl., Senna officinalis Roxb., Cassia lanceolata Prodr., Cassia medica Forssk., Cassia
medicinalis Bisch., Cassia acutifolia Del., Cassia alexandrina (Mill.)Thell., Senna alexandri-
na Mill., Senna acutifolia Batka

Viele Pharmakopien der Welt unterscheiden aufgrund der beiden Hauptherkiinfte fur den

kommerziellen Handel zwischen indischer und afrikanischer Senna.

Die indische Form wird zumeist als Cassia angustifolia Vahl. (= Senna officinalis Roxb.,
Cassia lanceolata Prodr.) oder auch als Tiruneveli Senna bezeichnet. Sie wird hauptsachlich
in Tamilnadu und Gujarat kultiviert. Sein natlrliches Verbreitungsgebiet erstreckt sich nach
HEGENAUER (1996) von Eritrea bis Indien. Anzumerken ist, dass sie in ihrem Hauptanbauge-
biet in Tamilnadu nicht wild anzutreffen ist, da sie die heftigen Niederschlége in der Regen-

zeit nicht vertragt.

Die afrikanische Form von C. senna wird auch Cassia acutifolia Del. (= Cassia alexandrina
(Mill.) Thell., Senna alexandrina Mill., Senna acutifolia Batka. oder auch Afrikanische, A-
gyptische oder Alexandriner Senna genannt. Die Verbreitung von C. acutifolia Dél. ist nach
GARTNER (1982) auf die afrikanische Sahel-Zone begrenzt. Das Zentrum der kommerziellen
Nutzung von C. acutifolia Dedl. ist das Niltal im nérdlichen Sudan. Im Gegensatz zur indi-
schen C. angustifolia werden vornehmlich Wildsammilungen vorgenommen. AuRerlich unter-
scheiden sie sich in Form und Gréfe der Friichte. Die aus dem Sudan stammenden Friichte

sind mehr gekrimmt und breiter as die in Tamilnadu angebauten. Die Friichte von den in

12
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Gujarat gefundenen Wildformen der C. senna (GUPTA 1974, eigene Funde) hatten Ahnlich-
keit mit denen aus dem Sudan.

Nach LEmMLI et. al. (1983) unterscheidet sich C. acutifolia und C. angustifolia. durch verschie-
dene Naphtalen-Glykoside, die Tinnevellin-Glykoside (nur in C. angustifolia.) und die &
Hydroxymusizin-Glykoside (nur in C. acutifolia). UPADHYAYA & SINGH (1989) bestatigen
jedoch wieder die phytochemische Identitét.

Aufgrund der umstrittenen Differenzierung der beiden Arten wird in dieser Arbeit hauptsch
lich der Oberbegriff C. senna verwendet, auch wenn es sich in erster Linie um Pflanzen indi-
scher Herkunft handelt. Unterschieden wird in C. angustifolia und C. acutifolia bei den ver-

gleichenden Versuchen mit indischem und aus dem Sudan stammendem Saatgut der Pflanze.

2.2.4. Dasnatirliche Verbreitungsgebiet

Cassia senna ist eine mehrjéhrige Wistenpflanze (BRUNETON 1995) mit einer weiten natirli-
chen Verbreitung in den heil3en, semiariden bis ariden Trockenzonen des asiatischen, arabi-
schen sowie afrikanischen Kontinents ((wu 1990, AL-YAHYA 1987, GUPTA 1974, SHIRAI
1985). Ihr bevorzugter Standort in den Trockenzonen sind Senken, an denen sich bei Regen
ereignissen Niederschlagswasser sammelt (MAHMOUD 1985). Fir die Keimung sind die An
spriiche an das Wasserangebot hoch, da C. senna eine sehr feste Samenschale besitzt (BHATIA
& CHAWAN 1983). An solchen Senken ist besonders gut gewahrleistet, dass der Samen genug
Feuchtigkeit zum Keimen hat und die Samenschale durch den Wassertransport leicht aufge-
raut wurde, was die Keimfahigkeit begiinstigt. Sie gedeiht aber auch, meist in Gruppen, auf
offenen Flachen (ISVAIL & BABIKIR 1986). Sobald C. senna ihr ausgeprégtes Wurzel system
einmal ausgebildet hat, braucht sie keine weiteren Niederschlage zum Uberleben. Die Pflanze
reagiert sehr empfindlich auf Staunasse (GARTNER 1982). C. senna besitzt eine sehr hohe
Saztolerranz (Ayous 1977, MAHMOUD 1985) und ist deshalb auch auf Senken in ariden Ge-

bieten besonders konkurrenzfahig.

13



Anbau und Verarbeitungsbedingungen fir Cassia senna in den Untersuchungsgebieten

3. eAnbau- und Verarbetungsbedingungen von Cassia sennain

den Unter suchungsgebieten

3.1. DiegeographischeLage

Die Hauptanbaugebiete fur C. senna in Indien liegen im sidindischen Bundesstaat Tamilnadu
und im nordindischen Bundesstaat Gujarat (Abb. 3). Wahrend dieser Studie wurden erfolgrei-
che Versuche unternommen den Anbau von C. senna auch im Bundesstaat Rgjasthan in der

Umgebung von Jaipur zu etablieren.

et R -t..;"

Untersuchungsgebiet l;-
Gujarat (Kutch)

(Quelle: http://encarta.msn.com/encnet/features/mapcenter/map.aspx)

Abb. 3:  Anbaugebiete fir C. sennain Indien

3.1.1. Tamilnadu

Die Anbaugebiete in Tamilnadu fir C. senna liegen hauptsachlich in den besonders trockne-
nen stdostlichen Distrikten des Bundesstaates. Im Distrikt Tirunelveli werden in der Tro-
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ckenzeit auf Reisfeldern Sennes-Blétter produziert. Chidanbaranar, ndrdlich von Tuticorin
gelegen, ist das Hauptanbaugebiet fir Sennes-Friichte. In den Distrikten Kamaragar bei Tuti-
corin, Ramanamapuram und Madurai wird Senna ohne ausgepragte Bevorzugung der Blatt-
oder Fruchternte angebaut.

kilakarai
dr

> f
Valinokkarm

(Quelle: http://encarta.msn.com/encnet/features/mapcenter/map.aspx)
Abb. 4: Anbaugebiete im stidindische Bundesstaat Tamilnadu fir C. senna

3.1.2. Gujarat

Ein nicht unbedeutender Tell der indischen Senna-Produktion stammt aus dem nordindischen
Anbaugebiet im Bundesstaat Gujarat, der auf der Halbinsel Kutch liegenden Distrikte Anjar,
Bhuj und Rappar.

Senna wurde hier bis zu den 80er-Jahren des 20. Jahrhunderts nur als Wildpflanze fir die tra-
ditionelle indische Medizin genutzt (Angabe lokaler Handler). Erst seit 1983 wurde sldindi-
sches Saatgut importiert und kommerzieller Anbau fur den internationalen Handel betrieben.

Die meisten Anbaufl&chen liegen in der N&he der Stadte Anjar und Bachau sowie im Nordos-
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ten der Halbinsel Kutch. Die Region ist nur sehr diinn besiedelt, weshalb hier im Gegensatz
zu dem Anbaugebiet in Tamilnadu die Arbeitskréfte knapp, aber genug geeignete Anbaufl&

chen vorhanden sind.
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Abb.5: Anbaugebiete im nordindische Bundesstaat Gujarat fur C. senna

3.2. DieBodenverhdltnissein den Untersuchungsgebieten

3.2.1. Tamilnadu

Die landwirtschaftlich genutzten Boden werden vor Ort in Black-CottonSoil, Red-Soil und
Sandy-Soil eingeteilt. Senna wird in Tamilnadu hauptsachlich auf den Black-Soil-B6den an
gebaut. Diese gehdren zur Ordung der Vertisole. Es sind dunkle Béden mit hohem Tongehalt
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(> 30 %), die grole, tiefe Risse in der Trockenzeit aufweisen. Der pH-Wert der Boden ist
neutral bis stark alkalisch, pH 7-9 (KARUNAKARAN 1991).

Grof3e Anbauflachen fur Senna sind die Alluvialboden in Wasserrtickhaltebecken der Region.
Sie wurden angelegt, um die Grundwasserneubildung zu fordern. Wahrend der Regenzeit ent-
stehen dort durch Damme gehaltene grofe flache Seen. Sobald diese austrocknen, wird dort
Senna ausgesdt, die fur solche Standorte optimal geeignet ist (siehe nattrrliches Verbreitungs-
gebiet). Prinzipiell kann C. senna auf fast alen in Tamilnadu anzutreffenden Boden kultiviert
werden. Sie stellt keine besonderen Anspriiche an die Bodenqualitét und ist besonders tro-
ckenresistent. Desshalb wird sie fast ausschliefdlich auf Standorten angebaut, auf denen auf-
grund fehlenden Wassers oder hoher Alkalitét der Boden der Anbau von anderen Friichten
wie Baumwolle, Chili oder Reis nicht mehr oder nur sehr begrenzt moglich ist. Auf sandigen
Bdden sind die Mengenertrage geringer, die Wirkstoffkonzentrationen an Sennosiden jedoch
hoher als auf den Black-Soil-Boden (SHARMA et al. 1980).

3.2.2. Gujarat

Waéhrend in Kustenndhe und im Rann of Kutch Salzbdden wie Solonetze und Solontschake
dominieren, ist das Zentrum der Halbinsel Kuch, dem Gebiet des Sennaanbau, vor allem von
Rohbdden bedeckt. Es handelt sich in erster Linie um lehmige Sande mit Sandanteilen von
60-77 %, Schuffanteilen (hier 2-50 pm) von 7-9 % und Tonanteilen 6-10 % (DHIR & JAIN
1982). Die Boden werden nach FAO Namenklatur als Ustipsamments bzw. Torripsamments

(torridus (lat.) = heil3 und trocken) angesprochen (SoiL SURVEY STAFF 1975).

Die Bdden, auf denen Senna in Gujarat angebaut wird, sind somit bedeutend leichter as die in
Tamilnadu. Staunasse kommt auch wahrend der Regenzeit auf den leichten Sanden in Gujarat

kaum vor, so dass Senna hier mehrjahrig kultiviert werden kann.

3.3. DieKlimaverhaltnisse der Untersuchungsgebiete

3.3.1. Tamilnadu

Das Klima in den stidindischen Anbaugebieten ist bis auf die Monsunzeit sehr trocken und
heil3. Die jahrliche Niederschlagsmenge von ca. 700 mm fallt fast ausschlief3lich wahrend des
Stdostmonsuns in den Monaten Oktober bis Dezember (Abb. 6). In den Monaten Méarz und
April kénnen so genannte Summer-Shower auftreten, meist regional stark begrenzte, kurze,

heftige Gewitterniederschlage. Die restlichen Monate sind nahezu niederschlagsfrei.
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Die mittlere Jahrestemperatur liegt bei 28 °C mit nur geringen tageszeitlichen und jahreszeit-
lichen Schwankungen. Nachts fallen die Temperaturen ganzjahrig nicht unter 20 °C und tags-

Uber steigen sie auch in den Sommermonaten auf nicht mehr als 40 °C an.

Das Einsetzen des Sldwest-Monsuns im westlich gelegenen, feuchttropischen Bundesstaat
Kerala fuhrt in den trockenen Sommermonaten zu kontinuierlich starken Westwinden in der

stidindischen Anbauregion von C. senna.

Trotz des Uberwiegend ariden Klimas ist die Luftfeuchtigkeit, bedingt durch die N&he zum
Meer und zum feuchttropischen Bundesstaat Kerala ganzjahrig hoch. Auch wéhrend der Tro-
ckenzeit liegt die relative Luftfeuchtigkeit zwischen 60 % bis 80 %.
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Abb.6: Klimadiagramm Chidambaranar Distrikt (verandert nach KARUNAKARAN 1991)
3.3.2. Gujarat

Das Klima des Anbaugebietes in Gujarat auf der Halbinsel Kutch ist noch arider as das in
Tamilnadu. Die jahrliche Niederschlagsmenge von nur ca. 300 mm fallt fast ausschliefdich in

den Sommermonaten Juli/August (Abb. 7). Regional begrenzt kann der Niederschlag auf
manchen Flachen ein Jahr vollig ausbleiben.

Die mittlere Jahrestemperatur ist mit 26 °C etwas niedriger als in Tamilnadu. Dies ist auf die

deutlich kihleren Wintermonate zurlickzufiihren. Die jahreszeitlichen sowie die Tag Nacht-
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Temperaturschwankungen sind deutlich stérker ausgepragt als in Tamilnadu. In Gujarat fallen
in den Wintermonaten nachts die Temperaturen auf unter 10 °C, und die Tagesmittelwerte
liegen unter 20 °C. In den Sommermonaten steigen die Tagesmaximaltemperaturen auf Gber
40 °C und auch die Sommernéchte sind mit teilweise tber 30 °C warmer as in Tamilnadu.

Bis auf die Regenzeit herrschen in dieser Region ablandige, nordliche Winde vor. Sie bringen
sehr trockene Luft aus der Wiste Thar. Dies fuhrt zu niedrigeren relativen Luftfeuchtigkeiten
(ca. 50 %) im Vergleich zum Anbaugebiet in Tamilnadu. In der Trockenzeit falt die relative
Luftfeuchtigkeit tagstiber auf unter 20 %. Nachts konnen die Temperaturen jedoch so stark
fallen, dass esin den Morgenstunden zu Taubildung kommt.
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Abb. 7:  Klimadiagramm Buhj (verandert nach WALTER & LIETH 1960)

3.4. Dietraditionelle Anbaupraxisvon Cassia sennain Indien

In Indien wird der Anbau vonC. senna in sehr traditioneller Weise durchgefiihrt. Es werden
S0 gut wie keine Maschinen eingesetzt, bis auf ganz wenige Ausnahmen, wo einfache Trakto-
ren zum Pfligen benutzt werden. Die Manner sind fur Pfllgen, Séden und die eventuelle Be-
wasserung zustandig, die Frauen fur Ernte, Trocknung und Sauberung der Sennesdrogen. Die

Anbauflédchen sind bei privatem Land nur wenige Acre grof3 (1 Acre = 4047 m?), bei gemein-
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schaftlichem Anbau auf Land im Kommunaleigentum, wie das der Wasserriickhaltebecken,
bis Uber 1000 Acre.

Fur die Bestimmung der Zeitpunkte von Pflligen, Aussaat und Ernte werden haufig Astrolo-

gen zu Rate gezogen.

3.4.1. Saatvorbereitung und Aussaat

3.4.1.1. Tamilnadu

In Tamilnadu wird Senna einjdhrig kultiviert. Nachdem die alten Pflanzen ausgerissen und
vom Feld entfernt worden sind, wird der Boden gepflugt. Dies geschieht in der Regel mit von
Ochsen gezogenen Holzpfligen und Pflugtiefen von 10 bis 20 cm. Falls organische Dinge-
mittel zur Verfligung stehen, werden diese vor dem Pfligen auf dem Feld ausgebracht. Auf
dem ein- bis dreimal grob gepfligten Acker werden ca. 15 bis 25 kg/ha Sennessamen manuell
ausgesét. Es wird eine Pflanzendichte von 6 bis 12 Pflanzen/m? angestrebt (GUPTA 1984, PA-
REEK et a. 1983). Teilweise wird die Keimféhigkeit der Samen beschleunigt, indem die harte
Samenschale durch Reiben mit Sand angerauht wird oder indem die Samen vor der Aussaat
zwolf Stunden in Wasser vorgequollen werden (KAPUR et al. 1977; SHAH et al. 1981). Wenn
zusédtzlich zur Aussaat auch anorganische NPK-Dungemittel manuell ausgebracht worden
sind (KALYANASUNDARAM et. al. 1981 und SHARMA et. a. 1982 empfehlen eine Diingergabe
von 50 kg N/ha und 25 kg R-Os/ha), werden diese mit den Samen durch ein weiteres ober-
flachliches Pfliigen oder Grubbern in den Boden eingearbeitet. Falls keine anorganischen
Dungemittel eingesetzt wurden, wartet man in der Regel auf den néchsten Regen, der den
grob gepfligten Boden einebnet und die Samen einarbeitet. Dies geschieht in den Monaten
von Mitte Oktober bis April.

Auf den bevorzugten dunklen, tonigen Boden kann Senna aufgrund der Gefahr von Staunasse
erst gegen Ende der Regenzeit ausgesat werden. Sie wird dort vielfach in wachsende Bestande
von Chili (Capsicum anuum), Baumwolle (Gossypium hirsutum) oder Sonnenblumen (Heli-

anthus annuus) untergesét, um in der trockenen Jahreszeit Flachenertrége zu erzielen.

Auf den leichten sandigen Bdden wird Senna schon wahrend der Regenzeit ausgesét, haufig
als Mischkultur mit Koriander (Coriander sativum) oder Hilsenfriichten wie Linsen und Ki-

chererbsen.

Bel ausreichenden Niederschldgen in den Monaten Méarz und April wird Senna noch als

Zweitfrucht nach Koriander, Hirse oder Futterfriichten angebaut, genauso wie auf den bewés-
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serbaren Reisfeldern nordlich von Tiruneveli, wo die Aussaat bis Ende April vorgenommen

wird.

34.1.2. Gujarat

In Gujarat wird Senna mehrjahrig kultiviert Das bedeutet, dass Senna nur alle drei bis funf

Jahre angesét werden muss.

Nachdem die Pflanzenreste entfernt wurden, wird der Boden vor dem Einsetzen des Monsuns
meistens mit einem von einem Kamel gezogenen Pflug gewendet. Nach den ersten Regenfal-
len wird der Samen mit holzernem Sascharen in ca. 30 cm weiten Reihen 1 bis 2 cm tief gesét
(BHATIA 1983). Weitere Niederschlége sind nétig, damit die Saat aufgeht. In Gujarat wird
Senna fast ausschliefdlich in Reinkultur angebaut. Es gibt nur ganz vereinzelt Féle, bel denen

Senna in Mischkultur mit Mungo-Bohnen (Phaseolus mungo) und Tomaten kultiviert wird.

3.4.2. Bearbeitung und Pflege

Senna gilt in ganz Indien as , care free cash crop®. Sie kann im Gegensatz zu ihren Konkur-
renten wie Chili oder Baumwolle auch ohne Pestizid- und Dingereinsatz kultiviert werden.
Zusatzlich ist sie unabhangiger von Niederschlagen und Bewasserung. Notwendig fur Senna
ist lediglich das Jaten von Unkréutern. Dieses wird entweder mit der Hacke oder mit dem
vom Ochsen gezogenen Pflug durchgefiihrt und zwar etwa 25-30 Tage, 75-80 Tage und 110
Tage nach der Aussaat (SHAH et al.1981). Eine haufig beobachtete Praxis, in Gujarat fast die
ausschliefdlich angewandte, ist das Weiden von Ziegenherden auf den Senna-Feldern. C. sen-
na ist fir diese Tiere toxisch (EL-SAYED et a. 1983). Sie ruhren die Sennespflanze nicht an,

fressen nur die Unkrauter und lassen ihren Dung als wertvolle Néhrstoffe zurtick.

Bei hohen Marktpreisen fur Senna und sich ankiindigenden Niederschldgen oder Bewasse-
rungsmoglichkeiten werden nach der ersten Ernte anorganische Dingemittel eingesetzt. Wenn
Senna as Mischkultur mit Chili oder Baumwolle angebaut wird, wéchst die Pflanze auf Fel-
dern, die bis zum Ende der Chili- oder Baumwollernte im Mai mit anorganischen NPK-
Dungemitteln und I nsektiziden behandelt wurden.

Trotz der extremen Gentigsamkeit ist der Wasservorrat im Boden der limitierende Wachs-
tumsfaktor fir Senna. Wenn die Mdéglichkeit besteht, wie in Tamilnadu in einem sehr e
grenzten Ausmal3, sollte die Pflanze nach jeder Ernte bewéassert werden.
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3.4.3. Ernten

3.4.3.1. Tamilnadu

In Tamilnadu werden Sennesblétter und Sennesfriichte getrennt voneinarder geerntet. Etwa
50 Tage nach der Aussaat kann die erste Blatternte erfolgen. Der optimale Erntezeitpunkt fir
Sennesblétter ist kurz vor Einsetzen der Blite (PAREEK et a.1984, LOHAR et a. 1979). Junge
Blétter haben zwar hdhere Sennosid-Konzentrationen als dltere Blétter (EL-GENGGAIHI et al.
1975), doch sind die Mengenertrége niedriger und die Blatter haben noch nicht die haufig

gewtinschte dunkelgriine, leicht blauliche Farbung. Uberdies sind sie zu klein.

Auf den ganz auf die Blatternte spezialisierten Anbauflachen bel Tiruneveli wird haufig fol-
gendes praktiziert. Um moglichst viele und grol3e wirkstoffreiche Sennesblétter zu ernten,
werden beim Einsetzen der Blite die Blitenstdnde der Sennespflanzen gekappt. Durch die so
kinstlich verlangerte vegetative Wachstumszeit kann die Blatternte um 75 % gesteigert wer-
den (PAREEK et al. 1983). Auf Flachen, die auf einen optimalen Gesamtertrag von Bléttern
und Friichten ausgerichtet sind, wie dies beim der grof3flachige Anbau in den ausgetrockneten
Wasserriickhaltebecken der Fall ist, werden die Blétter jewells erst kurz vor der Fruchternte
oder ca. 90 Tage nach Aussaat geerntet. Bei den mehr auf die Fruchternte spezialisierten An
baufléachen, wie vor allem die, auf denen Senna als Mischkultur mit Baumwolle oder Chili

kultiviert wird, erfolgt die Blatternte erst nach der ersten oder sogar zweiten Fruchternte.

Die Ernte erfolgt manuell, indem die ganzen Blétter von der Pflanze abgezupft werden, oder
die einzelnen Bléttchen abgestreift werden. Etwa alle 20 bis 35 Tage kann eine weitere Blatt-
ernte erfolgen, so dass drei bis finf Ernten pro Saison durchgefiihrt werden kénnen. Nach
PUSHPA SING & MOHAN RAO (1982 a) kdnnen Ertrage bis 1600 kg/ha erreicht werden, was ca.
5000 kg/ha an frischen Sennesbléttern entspricht.

Sennesfriichte werden etwa 100 Tage nach der Aussaat oder ab dem Monat Mérz zum ersten
Mal geerntet. Je nach Wachstumsbedingungen liegt der optimale Zeitpunkt fur die Fruchtern-
te 25 bis 35 Tage nach Einsetzen der Blite (PUSHAP SING & MOHAN RAO 1982 b). Dabel
werden die einzelnen Fruchtsténde mit einem kleinen gebogenen Messer abgeschnitten oder
einfach die einzelnen Frichte mit der Hand abgestreift. Ein Fruchtstand tragt 10 bis 25 Friich
te, wobel die unteren Frichte schon voll ausgereift sein kénnen und eine braune Farbe besit-
zen, wahrend sich an der Spitze des Fruchtstandes noch Bllten oder unausgereifte Frichte
befinden kdnnen. Je nach Wachstumsbedingungen und Blatternten kénnen dann etwa 30 bis

50 Tage nach der ersten Fruchternte eine bis drei weitere Fruchternten durchgefihrt werden.
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Es kdnnen so bis zu 1500 kg/ha frische Friichte geerntet werden. Der Wassergehalt betragt ca.
85 % in unreifen Frichten und in vollig ausgereiften und an der Pflanze getrockneten Frich
ten 10 %. Im Mittel liegt der Wassergehalt bei den ersten Ernten bei 75 % und reduziert sich

im Laufe der Trockenzeit auf 65 % im frischen Erntegut.

Da die Wachstumsbedingungen auf einem Feld aufgrund unterschiedlicher Saattiefen, Saat-
mengen sowie Boden und Wasserverhaltnisse haufig ungleich sind, haben die Pflanzen eines
Feldes vor alem bei der ersten Ernte nicht den gleichen Entwicklungsstand. Die Ernte eines
Feldes kann deshalb, selbst bei einer ausreichenden Zahl an Arbeitskréften, Gber mehrere Ta-
ge andauern. Eine Person kann pro Tag in den Morgen oder Abendstunden etwa 30 kg

Frischmateria ernten, das in Jutesdcken zu den Trocknungsplétzen transportiert wird.

34.32. Gujarat

In Gujarat gibt es keine getrennte Blatt- und Fruchternte. Die Ernte erfolgt, indem die ganze
Pflanze bis auf den Wurzelstock abgeschnitten wird. Geerntet wird alle zwei bis drel Monate
wahrend der Trockenzeit in den Monaten September bis zum Einsetzen des Monsunsim Mai.
Bei der ersten Ernte nach der Regenzeit kann es dazu kommen, dass einige Pflanzenbestande
schon langer als drei Monate seit der letzten Ernte gewachsen sind und qualitativ als Uberreif

einzustufen sind.

Die Flachenertrage sind bei dieser Erntemethode geringer, dafiir ist die Ernte weniger arbeits-
intensiv as in Tamilnadu. Es konnen etwa 4000 kg/ha frisches Ganzpflanzenmaterial pro Sai-

son geerntet werden, wobel eine Person bis zu 300 kg pro Tag erntet.

3.4.4. DieTrocknung

3.4.4.1. Tamilnadu

Die Sennesblétter werden im Schatten getrocknet. Bel einer Trocknung in der Sonne wiirden
die zarten Bléattchen durch die intensive Strahlung verbrennen. Die Trocknung wird deshalb
entweder unter B&umen oder in Uberdachten, gut durchlifteten Rdumen durchgefihrt. Die
Bléatter werden dazu in einer Lage ausgebreitet und drei bis finf Tage luftgetrocknet. Nach der
Trocknung werden sie in Jutesdcken gesammelt und dUber Handler zu den Welterverarbei-

tungsbetrieben nach Tuticorin verkauft.

Sennesfriichte werden in der Sonne getrocknet. Dies geschieht entweder direkt auf dem Feld

oder auf offenen Platzen und Déchern in den Dorfern. Die Fruchtstédnde werden in 5 bis 10
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cm hohen Lagen ausgebreitet und mindestens einmal taglich gewendet. Die Trocknung dauert
drei bisvier Tage.

Nach der Trocknung lésen sich die Sténgel von den Friichten. Sie werden durch manuelles
Auslesen und durch Sieben von den Friichten getrennt. Die dabei ausfallenden Samen werden
fur die néchste Aussaat gewonnen. Die so vorgereinigte Ware wird in Jutesacken gesammelt

und bei ausreichender Menge an Handler fur die Weiterverarbeitung verkauft.

3442  Gujarat

In Gujarat erfolgt die Trocknung in der Regel auf dem Feld oder auf Pldtzen in der Néhe der
Dorfer. Die abgeschnittenen ganzen Strauchteile werden dort auf 1 bis 1,5 m hohe Haufen
geschichtet und in der Sonne getrocknet. Einmal am Tag wird das Erntegut mit Holzgabeln
gewendet. Die Trocknung dauert ca. vier bis funf Tage. Am Ende der Trocknung wird das
Sennesmaterial mit Stocken bearbeitet, damit sich Blétter und Friichte von den Zweigen und
Stangeln 16sen. Zweige mit einem Durchmesser> 4 mm werden aussortiert und bleiben as
Brennmaterial in den Dorfern. Das Gemisch aus Bléttern, feinen Stéangeln und Friichten wird
as Krude bezeichnet und in 50 kg Sacken auf die Mérkte in Anjar und Bachau gebracht, wo
es auf Auktionen an die weiterverarbeitenden Betriebe versteigert wird.

3.4.5. DieWeiterverarbetung

Das Ziel der Weiterverarbeitung ist die Reinigung und die Sortierung der Sennesblétter nach
Farbe und Grof3e. Zuerst wird das Material von Steinen, Sand, Sténgeln mit Hilfe einer Wind-
sichtung gereinigt und dann mit Trommelsieben mit Maschenweiten von 3, 6, 8 und 10 mm
nach unterschiedlichen Handelsgrof3en sortiert. Es gibt die Handelsgrofzen Nr. 1 bis 5 wobel
die Nr. 1 die grofdten Blatter mit einer Blattbreite von tber 10 mm und Blattléngen von ca. 2
cm darstellt. Die anderen Klassen sind entsprechend der Siebgréfe kleiner. Blétter der Han
delsgrofe Nr. 5 (< 3 mm) bestehen hauptséchlich aus zerbrochenen Blétter und aus Blattspin-
deln, die fur Extraktionszwecke genutzt werden. Chargen mit besonders wohlgeféarbten gri-
nen Bléattern werden als ,, Prime Ware" bezeichnet, die anderen als ,,FAQ" (fare average quali-

ty of the season) (PILARCZYK 1962).

Bel den Sennesfrichten erfolgt eine Reinigung von fremden Bestandteilen mittels Trommel-
sieben. Die Handelsware wird jedoch nicht nach Grof3e unterschieden, sondern nach Féarbung
und Trocknungsmethode. Es gibt ,,FAQ-“, ,HP-* (Hand Picked) und ,,FP-* (Fresh Pods) Que-
litdten. , HP*-Qualitéten bestehen aus ausschliefdlich grinen Friichten, bei denen héufig in der
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getrockneten Ware durch Handsortierung die fehlfarbenen Frichte entfernt wurden. ,, FP*-
Qualitét bedeutet, dass die Ware vom Exporteur a's Frischware gekauft und getrocknet wurde.
Haufig werden in solcher Ware noch vor der Trocknung fehlfarbene und von Insekten be-
schadigte Frichte aussortiert. FP-Frichte sind eine wirkstoffreiche und wohlgefarbte Qualitét.

Die gereinigte und sortierte Sennesdroge wird in der Regel zu 180 kgBallen gepresst, die in
Containern weltweit verschifft werden. Der Hauptexporthafen fir Senna in Indien ist der von
Tuticorin, aber auch von Kandlah (Gujarat) und Mumbay Port wird Senna exportiert.

3.5. Die wirtschaftliche Bedeutung und der Handel von Cassia senna

in Indien
C. senna ist nach Opium (Papaver somniferum L.) und Plantago (Plantago phsylium L.) die
drittwichtigste Arzneipflanze Indiens (KALYANASUNDARAM e€t. a. 1981). Indien ist weltweit

der grofdte Exporteur von getrockneten Drogen der C. senna und in zunehmendem Mal3e auch

von Verarbeitungsprodukten wie Kalzium Sennoside.

Fur den indischen Bauern bedeutet die sehr genligsame Pflanze in erster Linie die Mdglich
keit, auf Standorten, auf denen er kaum noch Nahrungsmittel oder andere Cash Crops erfolg-
reich anbauen kann, eine sichere Ernte und Einkommen wahrend der Trockenperioden zu

erzieen.

3.5.1. Flachenertragevon C. sennain Indien

Die Ertrége sind den Anbauverhdtnissen entsprechend sehr schwankend. Eine Gesamternte
von 750 kg getrockneter Frichte und Bléatter pro Hektar und Jahr wird auf den meisten Stard-
orten in Tamilnadu als eine gute Ernte angesehen. Die Flachenertrége in Gujarat liegen auf-
grund der klimatischen und anbautechnischen Unterschiede unter denen in Tamilnadu. Je
nach Standort und der Bevorzugung der Blatt- oder Fruchternte, wie es nur in Tamilnadu
praktiziert wird, werden folgende Flachenertrége erzielt (Tab. 1).
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Tab. 1.: Flachenertrage per annum getrockneter Drogenqualitaten von C. senna in Indien
bei unterschiedlicher Ausrichtung der Ernte

Gebiete Frichte kg/ha Blétter kg/ha
Frucht speziaisiert, Tamilnadu 350 — 500 250 — 350
Frucht und Blatt, Tamilnadu 100 - 250 400 — 700
nur Blatt (bewassert), Tamilnadu Okg 1000
Ganzpflanzenernte, Gujarat 50 -100 300-500

Quelle: Befragung lokaler Fachleute

3.5.2. Indische Exportstatistik fur C. senna

Indien exportiert jahrlich ca. 5000 t der Arzneipflanze C. senna mit leicht steigender Tendenz
(Tab. 2). Die meiste Ware verlasst Indien Uber den Hafen in Tuticorin, wo seit Beginn des 19.
Jahrhunderts die grofdten Sennaexporteure ansassig sind. Der Antell der in Gujarat angebauten
Ware hatte in dem Untersuchungszeitraum eine steigende Tendenz, wahrend der Anbau in
Tamilnadu leicht riicklaufig war. Die in Gujarat angebaute Ware, ca. 30 % der Sennesblatter
und 10 % der Sennesfriichte vom Gesamtexport, wurde zum Uberwiegenden Teil auch Uber
Tuticorin exportiert.

Tab.2:  Senna-Exporte Indiens der Jahre 1989-1995

hr Sennesblétter | Sennesfrichte
(int) (int)
1989 3000 900
1990 3250 700
1991 3400 750
1992 4200 900
1993 4000 850
1994 4250 825
1995 4600 700

Quelle: Hafenstatistik Tuticorin Port

C. senna wird insbesondere nach Europa Asien und Amerika exportiert (Tab. 3). Europaist
der grofdte Importeur, wobel Deutschland die Vorreiterrolle Englands Ubernommen hat. Der
Uberwiegende Teil der Ware verlasst Deutschland jedoch wieder als Fertigprodukte in Tees,
Kapseln oder Tabletten sowie zertifizierter Rohr und Halbfertigware in ale Welt.
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Tab.3:  Senna-Importe verschiedener Regionen (in t)

Jahr Europa Asien Amerika
April-Mérz Fruchte Bléatter Frichte Bléatter Fruchte Bléatter
1989 600 1500 165 900 135 600
1990 420 1625 175 975 105 650
1991 450 1700 188 1020 112 680
1992 575 2100 190 1260 135 840
1993 560 2000 162 1200 128 800
1994 545 2125 156 1275 124 850
1995 420 2300 175 1380 105 920

Quelle: Hafenstatistik Tuticorin Port
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4. Methoden

Hier werden die angewandeten Methoden der Aflatoxinbestimmungen sowie die Darstellun-
gen und statistischen Auswertungen der Konzentrati onsergebnisse beschrieben. Die einzelnen
Versuchsaufbauten und Durchfiihrungen sind der Ubersicht halber in Kapitel 5.1 bis 5.9 dar-
gestellt.

Zur Bestimmung der Aflatoxingehalte in C. senna wurde ein spezielles HPLC—Verfahren mit
vorrangehender Anreicherung mittels Immunoaffinitatssdulen angewandt. Zu Beginn der Un-
tersuchung wurde zusétzlich auch noch das ELISA-Verfahren der Firma Riedel-de Haen ein-
gesetzt. Da sich die ELISA—Methode jedoch als zu ungenau bei der Konzentrationsbestim:
mung im unteren Konzentrationsbereich erwies, wurde dieses Verfahren wieder aufgegeben.
Die Ergebnisse der Konzentrationsbestimmungen dieser Arbeit, die mittels des ELISA—
Verfahrens von Riedel-de Haen gewonnen wurden, sind aufgrund der Ungenauigkeit der
Konzentrationsbestimmung im unteren Konzentrationsbereich zumeist nur in Anzahl belaste-
ter und unbelasteter Proben angegeben. Da das ELI1SA-Verfahren in dieser Arbeit nur eine
untergeordnete Rolle spielt und sich die auf ELISA basierenden Testverfahren in der Zwi-
schenzeit weiterentwickelt haben, wird auf diese Methode der Aflatoxinbestimmung nur sehr
kurz nach der hauptséchlich angewandten HPL C—Methode eingegangen.

4.1. Dieangewandte HPLC Methode zur quantitativen Bestimmung
der Aflatoxine By, B,, G und G,

Als Extraktionsmittel von homogenisiertem Material der C. senna wurde 85 %iges Aceton
eingesetzt. Das Zentrifugat dieser L6sung wurde mit Puffer verdinnt und die Aflatoxine eines
Aliquots Uber eine Immunoaffinitatssiule angereichert. Eluiert wurde mit einer Mischung aus
Methanol und Acetonitril (1 : 1 v/v). Das mit Wasser 1 : 1 v/v verdinnte Eluat wurde mittels
HPLC unter Einsatz einer LiChrospherd RP-18 Sdule isokratisch mit Wasser, Methanol und
Acetonitril (60 : 20 : 20; viviv; + 119 mg KBr und 100 pl 65 %ige HNO3) getrennt. Die De-
tektion erfolgt nach Derivatisierung mittels KOBRA-Zelle und Fluoreszenzmessung (362 nm
Anregungswellenlange und 440 nm Emissionswellenlénge). Die Quantifizierung wurde mit

externem Standard und einer Eichgeraden durchgefuhrt.
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4.1.1. Hinweise zum sicheren Umgang

Es sind bei alen Arbeiten die ,, Schutzmal3nahmen beim Umgang mit Mykotoxinen“ nach

TAUCHMANN (1972) berlicksichtigt worden.

4.1.2. Probennahme

Frische C. senna (Wassergehalt > 60 %)

Fur die Aflatoxinbestimmung in der Frischware wurden représentative Mischproben (siehe
auch Anhang 10.1) von jeweils 2 kg frischen Friichten genommen. Die Mischprobe bestand
aus mindestens 500 g/100 kg Droge. Falls die zu untersuchende Probe aus versuchsbedingter
Ursache < 2 kg war, wurde das gesamte zur Verfigung stehende Probenmaterial benutzt. Die
Proben wurden, falls sie nicht sofort extrahiert werden konnten, spétestens 6 h nach der Ernte
bei —18 °C tiefgefroren. Direkt vor der Extraktion wurden die Proben mittels eines Wolfes auf

< 3mm zerkleinert und das zrkleinerte Material nochmals gut durchmengt.

Getrocknete C. senna

Fur jede Aflatoxinbestimmung in der Trockenware wurde eine reprasentative Mischprobe von
mindestens 2 kg eingesetzt. Die Mischprobe bestand aus 500 g/100 kg Droge. Falls die zu
untersuchende Probe aus versuchsbedingter Ursache < 1 kg war, wurde das gesamte zur Ver-
flgung stehende Probenmaterial benutzt. Die Proben wurden auf < 2 mm vermahlen und das

gewonnene Probenpulver nochmals homogenisiert.

4.1.3. Herstellung der Probelésungen

4.1.3.1. Extraktion

Frische C. senna (Wassergehalt > 60 %)

50 g des zerkleinerten Probenmaterials wurde in 100 ml Aceton 100 % mit dem Ultra-Turrax
bei hoher Drehzahl extrahiert. Die weitere Probenaufarbeitung erfolgte wie die der getrockne-
ten Proben. Zusétzlich wurde der Trocknungsverlust der Proben durch Wiegen vor und nach

der Trocknung bei 105 °C bis zur Gewichtskonstanz ermittelt.

Getrocknete C. senna

25 g Probe wurde mit 125 ml Aceton 85 % versetzt und 5 min mit dem Ultra-Turrax bei hoher
Drehzahl extrahiert.
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4.1.3.2.  Anreicherung der Extrakte mittels | mmunoaffinitatssdulen

Die so erhaltenen Suspensionen wurden 10 min bei 11.000 UPM zentrifugiert. 5 ml des klaren
Uberstands wurden mit Pufferlosung pH 7 auf 50 ml im Messkolben verdinnt. Von dieser
Losung wurden 20 ml auf die Immunoaffinitatssaule (Raumtemperatur) aufgegeben. Es war
wichtig, dass die Durchflussrate nicht grofRer als 2 mi/min ist. Anschlief3end wurde die Saule
mit 20 ml Wasser gewaschen. Die nach dem Waschvorgang in der Saule verbleibenden Was-
serrickstande wurden durch mehrfaches Durchpressen von Luft mit einer Spritze weitestge-
hend entfernt, um die nachfolgende Denaturierung mit dem Elutionsmittel nicht zu storen.

Das Gel darf nicht vollkommen trocken sein, es muss noch gelartige Konsistenz haben.

Die Elution erfolgte mit jeweils 1 ml Methanol und Acetonitril (1 : 1 v/v). Es war zu beach
ten, dass die Elutionslésung frisch angesetzt ist. Die Durchflussrate soll einen Tropfen pro
Sekunde betragen. Aullerdem soll die Verwellzeit des Eluenten in der Saule mindestens 30
Sekunden sein. Bel den in Indien hergestellten Extrakten wurden diese Losungen bei -18 °C
eingefroren und in Kihlboxen fur die HPLC-Analyse nach Deutschland geschickt. Die L6-
sung mit 1 ml Wasser verdunnt ist bereit fir die HPLC-Analyse.

4.1.33. Kalibrationslésung

200 pl der Kalibrationsstammldsung werden mit Wasser, Methanol und Acetonitril (60 : 20 :
20 viviv) zu jeweils 50 ml verdinnt.

4.1.4. Parameter der HPLC

Saule: Merck LiChrosphera 100 RP 18; 5 um; ID 4 mm;
250 mm Lange

Eluent: isokratisch; Wasser : Methanol : Acetonitril (60 : 20 :
20; viviv; +119 mg KBr und 100 pl HNOs 65%
pro Liter)
Der Eluent sollte eine Stunde im Ultraschallbad entgast
werden.

Fluss: 0,8 ml/min

Ofentemperatur: 40 °C
Nachsaulenderivatiserung: KOBRA-Zédlle, 100 pA
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I njektionsvolumen: 100 pl (Probe)
Laufzeit: 20 Minuten
Detektion: Anregungswellenlange 362 nm,

Emissionswellenlénge 440 nm

414.1. Kalibration

Externer Standard, 10, 50 und 100 pl Aufgabevolumen. Die erhaltenen Daten werden in eine
Regressionsrechnung eingestellt und der Ergebnisberechnung zugrunde gelegt, wenn der Kor-
relationskoeffizient > 0,99 ist (aufgrund der verwendeten Software hier Korrelationskoeffi-
Zient = R?).

AREA AFT B1 <13.35 min> AREA AFT 61 <9.96 min>
1.60E+5 RZ = 0.9977 1.60E+5 R= = 0.9991
1.207 1.207
0.801 0.8071
0.401 0.4071

0.0 t + + i 0.0 t + ' i

0.0 1.00 2.00 3.00 4.00E+ 0.0 0.40 0.80 1.20 1.60E+2Z
CONCENTRAT ION CONCENTRAT ION
+8 .97E+0 +3 .50E-3n +4 10E-1 +1.06E-3A

ADbD. 7: Beispiel Kalibration Aflatoxin B1 Abb. 9: Beispiel Kalibration Aflatoxin G1
o ﬁﬂﬂﬂEEﬁ+4 AFT RBzz :101 ;,391,39“‘"} AREA AFT GZ <8.56 min>

R : 5.00E+4 RZ = 0.9994
5 .25 —
3.50- _—
1.757 .|

0.0 : : : : 0.0 + + + |

0.0 1.00 Z .00 3.00  4.00E+ Ty o 0.40 0.80 1.20 1.60E+2Z
CONCENTRAT ION ONCE e 1on
+1.38E+1 +5.63E-3A oo SONCENTRATION

Abb. 8: Beispiel Kalibration Aflatoxin B2 Abb. 10; Beispiel Kalibration Aflatoxin G2
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4.1.4.2. Handhabung der KOBRA-Zelle

Die KOBRA-Z€dlle muss immer mit Fllssigkeit geflllt sein, um die Membran feucht zu hal-
ten. Es durfen nur Anschliisse aus Kunststoff verwendet werden. Alle Anschliisse sind von
Hand anzulegen (Vorsicht: nicht zu stark anziehen). Es darf kein Strom an der Zelle anliegen,
ohne dass Fliel3mittel durch die Zelle flief3. Die Innendurchmesser der Kapillarverbindungen
zwischen Ausgang Trennsdule und KOBRA-Zellent Ausgang zum Abfall sollen gleiche Werte
aufweisen, um zu grofde Druckunterschiede in der Zelle zu vermeiden. Die Zelle darf nicht
mit reinem organischen Fliel3mittel durchspllt werden. Zum Spilen der Saule muss die Zelle
aus dem System genommen werden. Weiterhin muss darauf geachtet werden, dass sich in der
Saule kein reines organisches Elutionsmittel mehr befindet, wenn die KOBRA-Zelle dem
System wieder angeschlossen wird. Nach der Analyse zuerst die Stromversorgung der Zelle
abschalten, nach vier Minuten warten, dann den Fluss abschalten und die Zelle aus dem Sys-
tem herausnehmen. Anschlief3end die Zelle mit Hilfe einer Spritze und destilliertem Wasser

spulen.

HPLC-Siule Reaktionszone

Arbeitselektrode, rot
Abstandshalter____ -t ~ Detektor
Membran e —————————————
Abstandshaiter-
Hilfselektrode, schwarz

= A v
/
Minus-Pol \ Abfall

schwarz

— T

Abb.11: Anschlisse der KOBRA-Zelle

4.1.5. Berechnung

Die Auswertung erfolgt anhand einer Eichgeraden eines externen Standards, getrennt nach

trockenen und feuchten Probensubstanzen

Getrocknete Droge (Wassergehalt < 12 %)

gefunden (pg) * 100 + Einwage

--------------------------------------------- = pg/kg Aflatoxin
100 * Einwaage (Q)
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Berechnungsbeispiel:

Mittelwert gefunden: 432,051 pg
Einwaage: 24,97 ¢

Daraus ergibt sich ein Aflatoxin B;-Gehalt von 21,6 pg/kg

Feuchte Drogen (Wassergehalt > 60 %)

gefunden (pg) * (100 + (Einwaage (g) * Trockenverlust (%) / 100)

100 * Einwaage (Q)

Berechnungsbeispiel:
gefunden (pg): 351,045 pg
Einwaage (g): 63,789

Trocknungsverlust (5): 70,1 %

Daraus ergibt sich ein Aflatoxin B;-Gehalt von 8,0 ug/kg

=ug/kg Aflatoxin

Diese Berechnung wird auch fir die Aflatoxine B, Gi1 ,G, durchgefihrt. Der Einfachheit hal-
ber wird im Folgenden meist nur die Summe der Aflatoxine By, B, ,G1, G angegeben.

4.1.6. Musterchromatogramme

Abb. 12 zeigt ein Chomatogramm einer Kalibrationslésung und Abb. 13 das einer Probenl 6-

sung. Das Musterchromatogramm der Probenldsung ist reprasentativ fur die in dieser Arbeit

untersuchten C. senna-fructus-Proben. Aus der Abb. 13 geht hervor, dass in den Proben

hauptséchlich Aflatoxine B nachgewiesen werden konnte. Alle anderen Aflatoxine waren,

wenn Uberhaupt, nur unbedeutend vertreten (siehe auch Anhang 11.4.2. Tab. 29). Beziiglich

der Einhaltung gesetzlich verordneter européischer Qualitétsstandards war in alen Proben

alein die Aflatoxin B-Konzentration ausschlaggebend. Der Vollstéandigkeit wegen wird in

dieser Arbeit immer die Summe aller nachgewiesenen Aflatoxine angegeben.
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Vial 3 Inj 2 3TD3 (Kalib 100) Chammel 1 aApr 1, 1996 12:19
5 .000 ;

AflatoxinG, — Aflatoxin B,

11.25

-
1]

Aflatoxin G, @ Aflatoxin B,

mb)

1 18.50

I T
O G00 I

—@ . 556 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T |
Loy le] 2 .00 q .00 G .00 8.0 10.00 12.060 14.00 16.00 18.00 20.00
minutes

Abb. 12:  Musterchromatogramm einer Kalibrationsldsung

Vial 4 Ing 1 UMK (Repro 1) Chammel 1 Apr 1, 1996 12:19
5000 ;

Aflatoxin B, _1
ml)
=]
b i
! N -
0 -
I_H_T_-\_ | _,_H_,]A_\-\. |

Q000 4

—2 .556 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T |
Q.00 2Z.00 3,00 & .00 g.00 16.0¢ 12.60 14.00 16.00 18.00 I20.00
mninutes

Aflatoxin B;

- 3.49
T 12.10

Abb. 13: Musterchromatogramm einer Probenldsung aus C. senna fructus

4.2. Kurzfristigangewandte EL1SA Methode der FirmaRidd -de Haen

zur quantitativen Bestimmung von Aflatoxin B,

Mittels der ELISA-Methode wurde ausschlief3dich die Konzentration Aflatoxin B; der Proben
bestimmt. Probennahme und Umgang unterschieden sich nicht von dem der HPL C-Methode.
Die Extraktion der Proben erfolgte in Methanol/Wasser (70/30) bei getrockneten Proben und
in reinem Methanol bei frischen Proben. Die Proben wurden anschlief3end zentrifugiert und
ein Aliquot des Uberstandes mit Dichlormethan einer fliissig/fliissig-Extraktion unterzogen.
Alle anderen Schritte wurden gemal3 der Testanleitung von Riedel de Hean durchgefihrt. Es
wurde die simultane Inkubation angewendet, bei der die aus der Probe extrahierten Aflatoxine
mit den speziell konjugierten Aflatoxinen des Testkits um die Antikorper in der beschichteten
Microwells konkurrierten. Nach der Reaktionszeit wurden die Microwells entleert und mit

einer Waschlsung von unspezifischen Reagenzien befreit. Nach der Waschung wurden die
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Microwells mit einer enzymhaltigen Ldsung des Testkits gefillt, die zu einer Farbreaktion der
konjugierten Aflatoxine fuhrte. Die Farbreaktion konnte mittels elnes Photometers gemessen
werden. War die Farbreaktion stark, waren die meisten Antikorper des Microwells von konju-
gierten Aflatoxinen des Testkits besetzt und es befand sich wenig Aflatoxin in der Probe; war
die Farbreaktion schwach, befanden sich viele Aflatoxine in der Probe. Die Konzentrationsbe-
stimmung erfolgte durch die bei jeder Testdurchfiihrung neu ermittelten Eichgeraden mit Hil-

fe von externen Standards.

4.3. Satistik

Der Uberwiegende Teil der Versuche fuhrte zu vielen Proben die wenig mit Aflatoxin bel aste-
te waren und zu wenigen hoch belasteten Proben. Die Standardnormalverteilung der Ergeb-
nisse war bei den meisten Versuchen nicht gegeben. Aus diesem Grunde erfolgt die Darstel-
lung der Ergebnisse der Aflatoxinamalysen haufig durch Angabe der Maximal- und Minimal-

werten sowie den Quartilen und zusétzlich mit einem Vergleich von Median und Mittelwert.

Bei der graphischen Darstellung von Aflatoxinkonzentrationen wurden die Achsen der Kon
zentrationen der Ubersicht halber haufig logarithmisch skaliert. Bei der Berechnung von Re-
gressions- und Korrelationskoeffizienten wurden die Werte der Aflatoxinbestimmungen mit
In x+1 transformiert, um die Voraussetzung der Normalverteilung zu erreichen (HELL 1997).
Die Uberprifung der Regressionskoeffizienten erfolgte mittels des einseitigen F-Tests und die
der Mal3korrelationskoeffizienten mittels eines t-Tests (KOHLER et al.1984).

Die Validierung der Probennahme (siehe Anhang) sowie die Bestimmung von Unterschieden
in verschiedenen Mahlgutfraktionen erfolgte mittels der Berechnung einer ONEWAY
ANOVA mit dem Programm SPSS (Norusis & SPSS 1993).

Pilzkeimzahlen von Proben mit unterschiedlichen Aflatoxinkonzentrationen und unterschied-
lich getrockneten Proben wurden annhand des c¢2 Anpassungstests Uberprift. Die Berechnung
erfolgte mit dem Programm STATISTICA (STATSOFT, Inc. 1998).
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5. Ergebnisse

Wie bereits in Abschnitt 1.3 dargelegt wurde, gliedert sich der Ergebnisteil zu Vorkommen
und Vermeidung von Aflatoxinen in C. senna in Indien in die Kapitel 5.1 bis 5.9. Um den
jeweiligen Zusammenhang stets prasent zu haben, erschien es optimal, jedes Kapitel fur sich
in Einleitung, Methode, Ergebnissen und Diskussion zu untergliedern, ehe zum Abschluss

(Kapitel 6) die Gesamtbetrachtung folgt.

5.1. DieVertellung von Aflatoxinen in der Pflanze Cassia senna

5.1.1. Einleitung

Vor dieser Untersuchung gab es wenige Erkenntnisse Uber die Verteillung der Aflatoxine in
der Arzneipflanze C. senna. Durch Feldsammlungen unterschiedlicher Pflanzenbestandteile
wurde ermittelt, in welchen Pflanzenteilen Aflatoxine in C. senna vorkommen konnen. Zi-
sétzlich wurde in einem Laborversuch das Aflatoxinbildungspotential der Substrate Sennes-
frichte und Sennesblétter verglichen.

Ein weiterer Schwerpunkt der Untersuchung bestand darin, die Verteilung der Mykotoxine
innerhalb der Sennesfriichte zu ermitteln. Es war von anderen Pflanzen wie Mais (BARRY et
al. 1992), Erdnissen (BOWEN & MACK 1991) und Baumwolle (CoTTYy & LEE 1989) bekannt,
dass von Insekten beschadigte Frichte ein hdheres Aflatoxinrisiko aufweisen as unbesché
digte. In frischen Frichten aus eigenen Feldsammlungen wurde dieser Zusammenhang zw i-

schen Insektenbeschadigung und Aflatoxinkontamination Gberpriift.

Ein weiterer Versuch sollte die Frage kléaren, wie viele Friichte einer belasteten getrockneten
Probe C. senna fructus mit Aflatoxinen kontaminiert sind. Es wurde versucht, auf3erliche
Merkmale, die auf eine Aflatoxinbelastung hindeuten, auch in getrockneten Frichten der
C. senna zu ermitteln. Aulerdem wurde untersucht, in welchen Fruchtbestandteilen sich die
Aflatoxine befinden, ob sie mehr in den Samen oder im mehr Perikarp gebildet werden oder

ob es andere Bestandteile in den Friichten gibt, in denen sie sich konzentrieren.

36



Ergebnisse

5.1.2. Material und Methode

51.2.1.  Aflatoxinein unterschiedlichen Pflanzenteilen aus Feldsammlungen

Eigene Sammlungen von frischer C. senna wurden im Umkreis von 50 km der stidindischen
Stadt Tuticorin durchgefihrt. Die gesammelten Proben wurden in Kihlboxen bel < 10 °C

nicht langer als vier Stunden transportiert und anschlief3end bei — 18 °C eingefroren.

Es wurden von 30 Standorten jeweils 2 kg frische Blétter, Bliten, griine Frichte und an der
Pflanze getrocknete Friichte mittels des ELISA-Systems zur quantitativen Bestimmung von
Aflatoxin B; untersucht.

51.22.  Unterschiede im Aflatoxinbildungspotential von folia und fructus der C. senna

Um das unterschiedliche Potential der Aflatoxinbildung in Sennesbléttern und Sennesfriichten

zu ermitteln, wurden von drei Pflanzen jeweils 12 g frische Sennesblétter sowie frische unbe-
schadigte Sennesfriichte in geschlossenen Petrischalen (4 8 cm) drei Tage bei einer Tempera
tur von 30 °C bebritet. Anschlieffend wurde der Aflatoxingehalt geméld der Frischwarenbe-
stimmung fur Aflatoxin By, Bz, G1, G, durchgefuhrt.

5.1.2.3.  Verteilung der Aflatoxinein frischen Frichten von C. senna in Abhangigkeit

zur Grofe von | nsektenbeschadigungen

Auf zehn Standorten wurden jeweils 5 kg frische Friichte gesammelt und vor der Aflatoxin-
bestimmung manuell auf Insektenbeschadigungen sortiert. Unterteilt wurden die Proben auf
Grund der Grof3e der Beschadigungen, die sich aulierlich durch Nekrosen und Verfarbungen
ausmachen lief3en.

Eingeteilt wurde nach der Grol3e der Beschadigung in
» keine Beschadigung,

» etwa Streichholzkopfgrofe,
» weniger as die Héfte der Fruchtoberflache,
» mehr asdie Halfte der Fruchtoberflache.

Fur die Aflatoxinbestimmung wurde das ELISA-System zur quantitativen Bestimmung von
Aflatoxin B; eingesetzt.
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5.1.24.  Aflatoxinein frischen Frichten der C. senna mit unterschiedlich gefarbtem
Pilzbefall

Es wurden drei Proben von jewells funf frischen von Insekten beschadigten Friichten (ca, 1,5
g), die beim Offnen deutlich sichtbaren weilRen, schwarzen oder gelben dominierenden Pilz
befall im Inneren auswiesen, selektiert und mittels des ELISA-Systems zur quantitativen Be-

stimmung von Aflatoxin B; analysiert.

51.25.  Aflatoxinverteilungin getrockneten Friichten der C. sennain Abhangigkeit

zum mikroskopisch sichtbaren Mycelwachstum

Um die Frage zu beantworten, wie hoch der Anteil von aflatoxinkontaminierten Friichten in
getrockneten Friichten von C. senna ist, wurden aus drei unterschiedlich belasteten Handels-
proben (16,5 ngy/kg, 7,8 nykg und 2,8ng/kg Aflatoxine S By, By, Gy, G;) jeweils 100 Friichte
in Gruppen zu zehn Frichten aufgeteilt. Um aul3erliche Merkmale zu ermitteln, wurden die
Frichte einzeln unter dem Mikroskop auf allgemeinen Pilzbefall untersucht. Frichte mit dem
geringsten aulerlich sichtbaren Pilzmycel kamen in Gruppe 1 und die mit dem stérksten
Pilzmycelwuchs in Gruppe 10. Die Aflatoxinbestimmung wurde gemald der Methode fir ge-
trocknete Senna durchgeftihrt, wobei die ca. 20 g Einwaage der Proben nicht gemahlen son-

dern ausschlieldich mit Hilfe des Ultra-Turrax zerkleinert wurde.

5.1.2.6. Vertellung der Aflatoxine zwischen Samen und Perikarpanteilen getrockneter

Frichteder C. senna

Bel der Trocknung von Sennesfriichten fallen je nach Reifegrad und Frische des Erntegutes
5 % bis 15 % des Gesamtgewichtes an Samen aus den Friichten. Aus sieben Chargen von 1
bis 6 t wurden die bel der Trocknung herausgefallenen Samen mittels eines Trommelsiebes
von den Frichten getrennt und die ausgefallenen Samen und Ubriggebliebenen Friichte dar-
aufhin auf ihren Aflatoxingehalt untersucht.

Aus einer mit 82,2 ug/kg Aflatoxin belasteten Ware wurden drel 3 kg grof3e Proben grob zer-
schnitten. Durch Windsichtung wurden die Samen und Perikarpanteile vollstandig voneinan-
der getrennt. In den so erhaltenen 6 reinen Proben wurde eine Bestimmung der Aflatoxine
durchgefihrt.

38



Ergebnisse

5.1.2.7.  Verteilung der Aflatoxine innerhalb von Mahlgutfraktionen getrockneter

Frichteder C. senna

Aus einer mit 10,5 pg/kg Aflatoxin belasteten Ware wurde eine 2 kg grof3e Stichprobe mit der
Labormuhle der Marke RETSCH SVI1 vollsténdig mit einem 2 mm Rundlochsieb zermahlen.
Das gewonnene Pulver wurde mittels Laborsieben in vier Fraktionen, 2 bis 1 mm, 1 bis 0,8
mm, 0,5 bis 0,315 mm und < 0,315 mm getrennt. Die vier Fraktionen wurden mikroskopisch
untersucht und die Anteile an Samenbestandteilen, Fasern mit Epidermis und freier Epidermis
geschétzt. Von jedem der vier Siebfraktionen wurde eine dreifache Aflatoxinbestimmung
durchgefihrt.

5.1.3. Ergebnisseder Verteilung von Aflatoxinen in C. senna

5.1.3.1.  Aflatoxinein unterschiedlichen Pflanzenteilen aus Feldsammlungen

Die Untersuchung unterschiedlicher Pflanzenteile von frischer C. senna sidindischer Feld-

sammlungen auf Aflatoxin B; lieferte das in Tab.4 dargestellte Ergebnis.

Tab.4:  Anteil in (%) Aflatoxin B1 belasteten und unbel asteten Proben von unter schiedli-

chen Pflanzenteilen frischer C. senna aus Feldsammlungen

belastete | unbelastete
" Proben Proben
Blétter 30 0% 100 %
Bliten 30 0 % 100 %
grine Frichte 30 23 % 77 %
an der Pflanze getrocknete Frichte | 30 70 % 30 %

Alle Proben von Bléttern und Bliten der C. senna aus Feldsammlungen erwiesen sich frel von
Aflatoxin B;. Bei den Fruchtproben hingegen waren Aflatoxine schon auf dem Feld nach-
weisbar. 23 % der Proben von frischen grinen Frichten wiesen auf deutliche Aflatoxinbe-
lastungen hin. In 70 % der an der Pflanze getrockneten Frichten waren Aflatoxine schon auf
dem Feld gebildet worden.
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5.1.3.2. Unterschiede im Aflatoxinbildungspotential von folia und fructus der C. senna

Nach drei Tagen der Bebriitung von Sennesbléttern und -friichten in Petrischalen hatte sich
auf beiden Materialarten deutlich sichtbarer Pilzbewuchs gebildet. AuRRerliche Unterschiede
im Pilzbefall auf den unterschiedlichen Substraten konnten nicht festgestellt werden. Neben
einem dominierenden schwarzen Pilz waren auf beiden Substraten gelbe Pilzsporen sichtbar,

wie sie fir den Aflatoxinbildner Aspergillus flavus charakteristisch sind.

Tab. 5: Aflatoxinbildung in pg/kg S B, By, Gi, G, auf in Petrischalen bebr lteten frischen

Sennesblattern und Sennesfriichten
Probe | C. sennafolia | C. sennafructus
1 18,1 668,4
2 9,3 11245
3 6,1 2057,2
Mittel 11,8 1283,4

Bel diesem Versuch wurden unter gleichen Bedingungen deutlich mehr Aflatoxine auf Sen-
nesfrichten als auf Sennesbléattern gebildet (Tab. 5). Die erreichten Aflatoxinkonzentrationen
in den Sennesblé&ttern war in etwa 100- mal geringer als die der Frichte.

5.1.3.3. Verteilung der Aflatoxinein frischen Frichten der C. sennain Abhangigkeit

zur Grol3e von | nsektenbeschadigungen

Auf den Feldern wiesen einige Friichte Insektenbeschédigungen sichtbar durch einen kleinen
Lochfrald mit unterschiedlich grof3en Nekrosen um dieses Fraldoch auf. Diese beschadigten
Friichte, in denen beim Offnen haufig deutlicher Pilzbefall sichtbar war, wurden genauer auf
Aflatoxinvorkommen untersucht. Die Aflatoxinbestimmung von zehn Proben die nach Grofie

ihrer Beschadigung sortiert wurden, lieferte folgendes Resultat (Tab. 6):

40



Ergebnisse

Tab. 6: Aflatoxin B;-Belastung in frischer Friichten der C. senna in Abhangigkeit zur
Grolde der Schadigung

- Anzahl der belastete unbel astete mittlere Konzentra-
Schéadigung .
Proben n Proben Proben tion pg/kg
keine 10 0 10 n.n.
klein' 10 40 6 30
mittel 2 9 7 2 117
groR 3 8 8 0 410
etwa Streichhol zkopfgroRe, “weniger als die Halfte der Fruchtoberflache, *mehr als die Hélfte der Fruchtoberflache

Diese Ergebnisse zeigen fur die Frischware einen sehr deutlichen Zusammenhang von B=-
schadigung und Aflatoxinvorkommen in Sennesfriichten. In allen zehn unbeschédigten Pro-
ben konnte kein Aflatoxin nachgewiesen werden. Von den Proben mit streichholzkopfgrof3en
Beschadigungen waren noch 60 % der Proben aflatoxinfrei, bel den Proben mit mittelgrofer
Besch&digung nur noch ca. 20 %. Die Proben aus Frichten mit Verféarbungen, die mehr as
die Halfte ihrer Flache aufwiesen, waren zu 100 % aflatoxinkontaminiert. Die mittlere Afla-
toxin Bi-Konzentration stieg von nicht nachweisbar in unbeschadigten auf 410 pg/kg in den

stark beschadigten Friichten kontinuierlich an.

5.1.3.4.  Aflatoxinein frischen Frichten der C. senna mit unterschiedlich gefarbtem
Pilzbefall

Beim Offnen beschadigter Friichte waren héaufig Insektenlarven zu finden, die sich hauptsach-
lich von den Samen der Hulsenfrucht erndhrten. In einigen dieser befalenen Frichte war
deutliches Pilzwachstum mit Sporenbildung zu erkennen. In den Frichten dominierte in die-
ser Rethenfolge entweder ein welldicher, schwarzer oder gelber Pilzbelag. Durch mikroskopi-
sche Untersuchung konnten die weil3en Pilze as Mucor spp., die schwarzen als Aspergillus
niger und die gelben as Aspergillus flavus identifiziert werden Die Aflatoxinbestimmung
von drei Proben von jeweils funf frischen Friichten, die unterschiedlichen Pilzbefall im Inne-

ren aufwiesen, ergab folgende Resultate (Tab. 7):
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Tab. 7.  Aflatoxin B1 pg/kg in jeweils flnf frischen Frichten der C. senna mit unterschied-

lich gefarbtem deutlichen Pilzbelag im Inneren.

gelber Pilz schwarzer Pilz weil3er Pilz
Aflatoxin By pg/kg 3375 497 52

Deutlich wurde, dass diese an der Pflanze durch Insektenbeschadigung stark verpilzten Frich
te ein sehr hohes Aflatoxinpotential darstellen. In der Auswahl gelb verpilzter Friichte waren
mehr as 3 mg/kg Aflatoxin B; nachweisbar, was ein Vielfaches der Durchschnittswerte ist.
Auch in den vollig schwarz verpilzten Frichten wurden noch eine fur die Arzneipflanze C.
senna sehr hohe Aflatoxin B;-Konzentration von 0,5 mg/kg festgestellt. Die weifdich verpilz-
ten Frichte waren demgegeniiber mit 52 pg/kg vergleichsweise gering belastet, jedoch ent-

hielten auch diese immer noch Aflatoxine deutlich Gber den gesetzlichen Grenzwerten.

5.1.35.  Aflatoxinverteilung in getrockneten Friichten der C. sennain Abhangigkeit

zum mikroskopisch sichtbaren Mycelwachstum

In getrockneten Frichten der C. senna lassen sich Insektenbeschadigungen auf Grund der
Verfarbung wéahrend der Trocknung nicht mehr so eindeutig wie in frischen Frichten identifi-
zieren. Unter dem Mikroskop konnten zwar Insektenbefallsmerkmale nachgewiesen werden,
jedoch nicht mehr unterschieden werden, ob der Insektenbefall vor oder nach der Trocknung
aufgetreten ist. Da bel der mikroskopischen Untersuchung von getrockneten Einzelfriichten
unterschiedlich stark ausgepragtes Mycelwachstum in den Friichten identifiziert werden konn
te, wurden die 3 x 100 Einzelfriichten anhand dieses Kriteriums in jeweils zehn Gruppen auf-
geteilt. Die Anayse von jewells zehn Proben aus zehn einzelnen Friichten von drei unter-
schiedlich hoch belasteten Mustern lieferte folgende Ergebnisse (Tab. 8):
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Tab. 8: Aflatoxingehalte in pg/kg S By, By, Gi, Gz in jewells 10 x 10 einzelnen Friichten
von drei unterschiedlich stark belasteten Mustern

S Aflatoxine (mg/kg) S Aflatoxine (ng/kg) S Aflatoxine (no/kQ)
in Probe 16,5 pug/kg in Probe 7,8 ug/kg in Probe 2,8 ug/kg

starker

geringer

Pilzbefall

Pilzbefall

1 n.n. n.n n.n.
2 27,0 n.n. n.n.
3 n.n. n.n. n.n.
4 n.n. 22,5. n.n.
5 52 n.n. n.n.
6 n.n. n.n. n.n.
7 n.n. n.n. n.n.
8 n.n. n.n. n.n.
9 n.n. n.n. n.n.
10 n.n. n.n. n.n.
S 100 Frichte 100 Frichte 100 Friichte

Von den 30 Proben konnte nur in drei Falen Aflatoxine nachgewiesen werden. In dem mit
16,5 mg/kg am hochsten belasteten Muster wurden in zwei Proben 5,2 und 27,0 ng/kg Aflato-
xin S By, By, Gi, G, nachgewiesen. In dem mit 2,8 ug/lkg S Bi, B, Gi, G, am geringsten be-
lasteten Muster wurde in keiner der 100 Friichte Aflatoxin nachgewiesen. Die vor der Analyse
durchgefthrte mikroskopische Betrachtung der Frichte fuhrte zu keiner eindeutigen Identifi-
zierung belasteter Frichte. In den Frichten, die unter dem Mikroskop das grofdte Pilzwachs-
tum aufwiesen, wurden keine Aflatoxine nachgewiesen. Die Aflatoxine befanden sich in
Frichten, in denen nur ein mittleres bis wenig mikroskopisch wahrnehmbares Pilzwachstum
feststellbar war.

5.1.3.6.  Vertellung der Aflatoxine zwischen Samen und Perikarpanteilen getrockneter
Friuchteder C. senna

Tab. 9 zeigt die Aflatoxinkonzentrationen der bel der Trocknung ausfallenden Samen im Ver-

gleich zu den Frichten aus sieben Chargen.
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Tab. 9: Aflatoxin in pg/kg S By, By, G1, Gy in C. senna fructus und ihren bei der Trock-

nung ausgefallenen Samen

Probe Frichte Samen
1 4,5 24,0
2 6,5 259
3 6,7 28,0
4 7,8 35,9
5 4,0 19,8
6 13,0 28,3
7 39 14,8
Mittelwert 6,6 25,2

Die Ergebnisse zeigen, dass sich in den bel der Trocknung ausfallenden Samen deutlich hohe-
re Aflatoxinkonzentrationen befinden, as in der tUbrigen Ware. Die Aflatoxinkonzentrationen
in den ausgefallenen Samen war in allen Proben deutlich hoher alsin den getrockneten Friich
ten. In den ausgefalenen Samen war die Aflatoxinkonzentration zwei- bis finfmal Hoher als

in den getrockneten Friichten zu finden.

Die Aflatoxinbestimmung in vollstandig getrennten Samen und Perikapanteilen einer mit 82.2
pa/kg (S B1, B2, G1, G2) belasteten Probe ergab folgende Ergebnisse (Tab. 10).

Tab. 10:  Aflatoxinin pg/kg S By, By, G1, G, in Perikarp- und Samenanteilen aus einem mit

82,2 ng/kg belasteten Muster
Probe Samen Perikarp
1 89,1 79,8
2 82,9 72,6
3 110,6 71,0
Mittelwert 94,2 75,5

Es wurde auch bei diesem Versuch festgestellt, dass sowohl im Samen wie im Perikarpanteil
der Fruchte Aflatoxine zu finden sind. Die Aflatoxinkonzentration in den Samen liegt tenden-
ziell leicht Uber denen des reinen Perikarpanteils. In den drei Samenproben wurden im Mittel
94,2 ng/kg gemessen, im Perikarp nur 75,5 pg/kg. Der Anteil der Samen in den Frichten be-
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trug 40 % des gesamt Fruchtgewichtes. Der Unterschied der Aflatoxinbelastung zwischen
Samen und Perikarp war deutlich geringer as der, der bei der Trocknung frel ausfallenden
Samen gemessen wurde (Tab 9).

5.1.3.7. Vertellung der Aflatoxine innerhalb von Mahlgutfraktionen getrockneter

Frichteder C. senna

Die Grolensortierung des Mahlgutes mit Bestimmung der Fruchtbestandteile lieferte die in
Abb. 14 dargestellten Ergebnisse.

40%
0/ —
35% B Freie Epidermis
30%
B Faser mit und ohne
25%

Epidermis

20% O Samenanteile

15%

10%

5%

O% T T T 1
2-1mm 1-008 mm 0,5-0,315 <0,315
mm mm

Abb. 14: Gewichtsanteile der Fruchtbestandteile in unterschiedlichen Korngrofenfraktionen
des Probenpulvers

Die dreifache Aflatoxinbestimmung in den vier unterschiedlichen Siebfraktionen lieferte die
in Tab. 11 dargestellten Ergebnisse.
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Tab. 11: Aflatoxine (S By, Bz, G1, Gp) in den unterschiedlichen Fraktionen

S By, By, G, G in pg/kg

Korngrofie 2-1mm | 1-08mm | 0,5-0,315mm | < 0,315 mm

Mittel aus drel Wiederholungen 3,2 8,1 11,3 121

Es wurden eindeutige Unterschiede (Fver = 12,36 > Ftab(3/8) = 4,07) in den Aflatoxinkon-
zentrationen der unterschiedlichen Korngrofienfraktionen des Probenpulvers nachgewiesen. Je
feiner die Fraktionen desto groRer waren die Aflatoxinbelastungen. Die Aflatoxinkonzentra-
tion der grébsten Fraktion (2— 1 mm) betrug nur 3,2 ug/kg (S Bi, Bz, G1, G2) und stieg konti-
nuierlich bis auf 12,1 pugkg S Bi, B, Gi1, &) Aflatoxin in der einsten Fraktion (> 0,315

mm) an.

5.1.4. Diskussion

Die Ergebnisse zeigen, dass hohe Aflatoxinkonzentrationen in C. senna schon vor der Ernte
auf dem Feld gebildet werden kdnnen. Aflatoxine sind auf dem Feld in grinen, noch an der
Pflanze wachsenden Friichten sowie in an der Pflanze getrockneten Friichten nachweisbar,
nicht aber in grinen Bléttern oder den gelben Bliten der sidindischen C. senna. ES konnte
nachgewiesen werden, dass von Sennesbléttern auch nach der Ernte ein deutlich geringeres
Aflatoxinrisiko zu erwarten ist als in Sennesfriichten. Es ist anzunehmen, dass die Sennesblat-
ter als Substrat weniger gut fur die Aflatoxinbildung des Pilzes genutzt werden kénnen. Bis-

lang ist noch keine griine Blattware bekannt, die ein ernsthaftes Aflatoxinproblem aufweist.

Besonders anféllig fir hohe Aflatoxinkonzentrationen sind Friichte, die schon vor der Ernte
schwer durch Insekten beschédigt wurden. In einzelnen beschadigten Friichten, in denen A.
flavus sich as dominierender Pilz durchsetzen kann, kdnnen Aflatoxinkonzentrationen gebil-
det werden, die mehr as das 1.000fache des européischen Grenzwertes entsprechen. Eine

Hulse kann somit eine Partie von Uber 1.000 anderen Friichten verunreinigen.

Die Ergebnisse aus den Untersuchungen tber die Aflatoxinverteilung zwischen den Frichten
der C. senna haben gezeigt, dass die Aflatoxinbelastung insgesamt in den Frichten sehr i+
homogen verteilt ist. In frischen Frichten mit Insektenbeschadigungen sind Aflatoxine zwar
besonders haufig zu finden, jedoch auch dort mit hohen Konzentrationsunterschieden. Da von
den 30 untersuchten Proben zu zehn Frichten nur in drei Proben Aflatoxine nachgewiesen
wurden, ist anzunehmen, dass bel den drei belasteten Proben nicht alle zehn Friichte Aflatoxi-
ne enthalten haben. Esist also festzuhalten, dass nur sehr wenige Friichte der belasteten Char-
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ge aflatoxinhaltig waren. Anhand der gefundenen Aflatoxinkonzentrationen ist zu schlief3en,
dass die Hauptfracht an Aflatoxinen von noch weniger Frichten gebildet wird, in denen A.
flavus hohe Toxinkonzentrationen bilden konnte. Daraus folgt, dass der Uberwiegende Anteil
der Frichte einer belasteten Charge vollkommen aflatoxinfrel ist. Die Ergebnisse Uber die
Verteilung von Aflatoxinen in C. senna fructus entsprechen somit denen der meisten anderen
aflatoxinhaltigen Frichten. So stellte DICKENS (1986) fest, das einzelne Maiskérner der glei-
chen Probe zwischen 0 und 500 000 ng/ kg Aflatoxin enthalten konnen. Ahnlich extreme Ver-
teilungen wurden auch bei Erdniissen (WHITAKER et al. 1996), Feigen (STEINER et al. 1988)
und Nissen (GomBOs 1987) gefunden.

Die Versuche, aul3erliche Merkmale ausfindig zu machen, die Rickschltsse auf den Afla
toxingehalt der Frichte von C. senna zulassen, ist in frischen und getrockneten Friichten u
terschiedlich ausgefallen. In frischen Frichten and aflatoxinférdernde Insektenbeschéadigun-
gen visuel eindeutig erkennbar, was in getrockneten Friichten nicht mehr der Fall ist. In fri-
schen Friichten sind Pilzbefallsmerkmale, wie sie beim Offnen von Friichten sichtbar werden,
ein gutes Kriterium fur den Aflatoxingehalt der Friichte, wobei Frichte mit gelbem Pilzbefall
das hochste Aflatoxinpotential haben. In getrockneten Friichten lief?en sich Insekten und
Pilzbefallsmerkmale nur noch mikroskopisch wahrnehmen. Die mikroskopischen Untersu-
chungen haben jedoch dokumentiert, dass Aflatoxine dort vor alem in Friichten nachgewie-
sen wurden, die kein starkes Mycelwachstum aufweisen. Getrocknete Frichte mit starkem
Mycelwachstum zeigten keine nachweisbaren Aflatoxinkonzentrationen. Diese Ergebnisse
sprechen dafur, dass nach der Trocknung die Bedingungen fur die Aflatoxinbildung selbst bei

guten Wachstumsbedingungen von Pilzen weniger gut sind als vor der Trocknung.

Die Resultate aus den Untersuchungen zur Aflatoxinverteilung zwischen Samen und Perikar-
panteilen haben gezigt, dass insgesamt von den Samen und Perikarpanteilen ein etwa gleich
grofRes Aflatoxinrisiko zu erwarten ist. Eine deutliche Aflatoxinreduktion durch Entfernung
der pharmakologisch unbedeutenden Samenbestandteile in C. senna fructus ist somit nicht
maoglich. Die grof3en Konzentrationsunterschiede zwischen den bel der Trocknung ausfallen
den Samen und den verbleibenden Hulsenfrichten lassen RickschlUsse auf die Aflatoxinbil-
dung in der Hulsenfrucht zu. Bei der Trocknung geben vor alem Uberreife oder beschédigte
Frichte ihre Samen frei. Solche Uberreifen und beschadigten Friichte haben ein erhéhtes Afla
toxinrisiko (SCOTT & ZUMMO 1994; LYNCH et a. 1991). Die bei der Trocknung ausfallenden
Samen sollten deshalb nicht wieder den Friichten zugeflgt werden.
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Diese Hgebnisse aus den Untersuchungen in den unterschiedlichen Mahlgutfraktionen zei-
gen, dass neben den Samenbestandteilen die Epidermisanteile vorrangig aflatoxinhaltig sind.
Der Faseranteil des Perikarps ist am geringsten mit Aflatoxinen belastet. Die Ergebnisse me-
chen die Wichtigkeit der Homogenisierung des < 2mm gemahlenen Probenpulvers vor jeder

Analyse deutlich.

5.2. DieAflatoxinbildung in Cassia senna vor der Ernte

5.2.1. Einleitung

Aflatoxine werden nicht nur bel Trocknung und Lagerung von Pflanzenmaterialien gebildet,
sondern die Infektion und Mycotoxinproduktion von Aspergillus flavus kann schon auf dem
Feld im wachsenden Bestand stattfinden (WIDSTROM et al. 1990, SMITH & RILEY 1992).
Nachdem in Kapitel 5.1 tber die Verteilung von Aflatoxinen diese Tatsache auch fur die Arz-
neipflanze C. senna bestétigt wurde, soll in diesem Abschnitt das Ausmald der Aflatoxinbil-
dung vor der Ernte dargestellt werden. Anschlief3end werden die Zusammenhange von Afla
toxinkonzentration und Anteil von insektenbeschédigter sowie an der Pflanze getrockneter

Friichte untersucht.

5.2.2. Material und Methoden

Auf dem Sortier- und Trocknungsplatz in Tuticorin lieferten die Bauern in den frihen Nach
mittags- und Abendstunden ihre Tagesernten ab. Aus diesen zumeist von jeweils einem
Standort stammenden Tagesernten wurden Uber zwei Ernteperioden 65 Proben frischer Friich
te untersucht. Dazu wurde aus einer Tagesernte eine 2,5 kg grof3e Probe enthommen. Zur

Uberpriifung festgestellter Zusammenhinge zwischen Aflatoxinbelastung in der Frischware
und Insektenbeschadigungen sowie an der Pflanze getrockneter Frichte der C. senna (vgl.
5.1.2) wurden jewells 200 g dieser Proben manuell sortiert und der gewichtsméidige Anteil an
der Pflanze getrockneter Friichte sowie von Insekten beschadigter Friichte bestimmt. Der Rest
der Frichte wurde bel — 18 °C eingefroren und im gefrorenen Zustand mit einem Wolf auf £ 3

mm zerkleinert. Die Aflatoxinbestimmung erfolgte mittels HPLC—Methode.

Die statistische Auswertung fur die Abhangigkeit der Aflatoxinkonzentratioen von Insekten
beschéadigungen und Anteil Uberreifer Friichte erfolgte durch Berechnung des Bestimmitheits-
mal3es r2 mit In x+1 transformierten Aflatoxinwerten. Mit Hilfe des einseitigen F-Tests(a = 0
5 %) wurde die Signifikanz vonr 1 0 Gberprift (KOHLER et al. 1984).
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5.2.3. Ergebnisse

Die Ergebnisse der Aflatoxinkonzentrationen in frischem Erntegut der C. senna stdindischer

Bauernist in Abb. 15 dargestellt.
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Abb. 15: Aflatoxine S By, By, G, G2 in frischem Erntegut der C. senna fructus stidindischer
Bauern (n = 64)

Die Aflatoxinkonzentrationen in frischen Frichten der C. senna schwankten zwischen nicht
nachweisbar und 255 pg/kg S Bi, By, Gi, & (die Maximalkonzentration ist in Abb. 15 der
Ubersicht wegen nicht dargestellt). Die einzelnen Ergebnisse sind in Abb. 15 dargestellt. Das
haufigste Messergebnis war nicht nachweisbar, was in 7 der 65 Proben der Fall war. 55 % der
Proben hatten Aflatoxinbelastungen von weniger as 2 ug/lkg S B, By, Gi, G, und 25 % der
Proben waren mit mehr as 10 pg/kg Aflatoxinen belastet.
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Aflatoxinkonzentrationen in 65 Proben frischer Sennesfriichte stidindischen Anbaus in Ab-
héngigkeit vom Anteill an Frichten mit Insektenbeschadigungen sowie an der Pflanze ge-

trockneten Friichten sind in Abb. 16 dargestellt.
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Abb. 16: Aflatoxinkonzentrationen S By, By, G1, G, frischer Friichte C. senna in Abhangig-
keit zum Anteil an insektenbeschadigter Frichte und an der Pflanze getrockneter,
Uberreifer Frichte in 65 Proben

Die Ergebnisse zeigen eine Tendenz zu hohen Aflatoxinkonzentrationen bei einem hohen
Anteil insektenbeschadigter Frichte. Frischproben mit Aflatoxinkonzentrationen von tber 50
Hg/kg wiesen alle einen hohen Anteil von meist Uber 10 % durch Insekten beschadigter
Frichte auf. Besch&digungen durch Insekten ziehen jedoch nicht zwangdaufig Aflatoxinkon
taminationen nach sich. So gab es auch zwei vollig aflatoxinfreie Proben mit einem hohen

Antell insektenbefallener Frichte von Uber 10 %. Die Regressionsanalyse ergab ein signifi-
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kantesr2 = 0,46 (Fyers= 52,98 > F 1ap (5%) = 4,00). Das bedeutet, dass die Aflatoxinkonzentra-
tionen in frischen Sennesfriichten bei diesem Versuch zu ca. 50 % auf den Anteil der insek-

tenbeschédigten Frichte zuriickzufihren war.

Die Zusammenhéange zwischen dem Anteil Uberreifer Friichte und Aflatoxinkonzentrationen
sind schwécher ausgeprégt, als die der Insektenbeschadigungen. Der Anteil Uberreifer Frichte
hat zwar noch einen signifikanten Einfluss auf die Aflatoxinkonzentration in der Frischware
(Fverss 11,97 > F 14 (5%) = 4,00), jedoch ergab die Regressionsanalyse nur ein Bestimmt-
heitsmal? von r2 = 0,16. Anders als die Feldsammlungen (Tab. 4) vermuten lief3en, ist also der
Einfluss des Anteils an der Pflanze getrockneter Frichte fur den Aflatoxingehalt in der von

Bauern geernteten Frischware nicht hoch.

5.2.4. Diskussion

Die Ergebnisse zeigen, dass in den meisten Proben schon Aflatoxine auf dem Feld gebildet
wurden. Der Gberwiegende Anteil der frischen Proben wies dabei nur sehr geringe Aflatoxin
belastungen auf. Einige Proben hatten edoch stark erhéhte Aflatoxinkonzentrationen schon
auf dem Feld gebildet. Aflatoxine sind also nicht nur sehr inhomogen innerhalb der Frucht-
proben verteilt (siehe Kapitel. 5.1), sondern auch zwischen unterschiedlichen Ernten auf ver-

schiedenen Standorten.

Die Ergebnisse der Feldsammlungen haben zwar gezeigt, dass in den an der Pflanze getrock-
neten Friichten eine besonders hohe Wahrscheinlichkeit fir Aflatoxinvorkommen besteht, die
Untersuchungen der Frischproben von Bauern geernteter Friichte zeigte aber im Gegensatz
dazu nur eine sehr geringe Korrelation zwischen der Aflatoxinkonzentration und dem Anteil
an der Pflanze getrockneter Frichte auf. Dies ist dadurch zu erkléren, dass der Anteil dieser
Fruchte sehr stark durch die Erntepraktik bestimmt wird. Da sich die Uberreifen Frichte im
mer am unteren Ende des Fruchtstandes befinden, kénnen diese Frichte entweder mitgeerntet

werden oder an der Pflanze verbleiben.
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5.3. I dentifizierung von Schadlingen, die Aflatoxinbildung in C. senna

fructus audésen kénnen, und Ermittlung von Bekampfungsmog-

lichkeiten

5.3.1. Einleitung

Ziel der Untersuchung war es, die Insekten, die fur die in Kapitel 5.1 beschriebenen und ur
tersuchten Beschédigungen verantwortlich waren, zu identifizieren. Es handelte sich hierbel
um Larven, die durch einen kleinen Lochfral3 in die Frichte eindrangen, um sich hauptsach
lich von den Sennessamen zu ernghren. Es war nicht der schon bekannten Sennesblattschad-
ling Catopsilia pyranthe Linn (DWIJENDRA SINGH et al.1984). Die Larve dieses Falters erndhrt
sich hauptsachlich von den Bléttern und dringt nicht in die Friichte ein. Nachdem der Schad-
ling identifiziert werden konnte, wurden zuerst im Labormal3stab Bekampfungsmaoglichkeiten
Uberpruft. Dazu wurde ein Neem — Préparat ausgewahlt, well dieses sich as wirksames Mittel
gegen eine grofRe Anzahl von Schéadlingen erwiesen haben (SCHMUTTERER 1995, BASEDOW et
al. 2002) und weil der Neembaum Azadirachta indica A. Juss. in den Senna-Anbauregionen

welt verbreitet ist.

5.3.2. Methode

Die Fruchtschadlinge konnten in grof3er Zahl auf dem zur Aflatoxinreduzierung eingerichte-
ten Sortier- und Trocknungsplatz in Tuticorin gesammelt werden. Die sich in den Friichten
befindlichen Larven verlassen bei der Trocknung die Sennesfrucht und kénnen leicht aufgele-

sen werden. Zwecks Bestimmung wurden 100 Larven in 75 % Ethanol konserviert.

Adulte Tiere wurden gewonnen, indem maxima funf Larven in Kunststoff-Petrischalen
(Durchmesser 10 cm) mit acht Frichten der C. senna gezlichtet wurden. Die Petrischalen
wurden bei ca. 30 °C Zimmertemperatur im Schatten bebritet und téglich von verdorbenen
Pflanzenresten gesdubert. Sobald eine Larve sich verpuppte, wurden die Puppen in eine weite-
re Petrischale Uberfuhrt, in der nur noch ein feuchtes Wattestiick fur ausreichende Luftfeuch
tigkeit sorgte. Nachdem die adulten Tiere geschlipft waren, wurden sie mit Ethylenacetat
getotet. Es wurden Larven und adulten Tiere sowohl an das Institut fUr Phytopathologie der
Justus Liebig Universitét Gief3en als auch an die Biologische Bundesanstalt Berlin zur taxo-

momischen Bestimmung gesendet.

Zur Uberprifung der Wirksamkeit des von der FirmaEID Parry zur Verfiigung gestellten und

auch in den Feldversuchen eingesetzten Préparates NeemAzal T/S® wurden zwei Versuche
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durchgefiihrt. In einem Versuch wurde die Wirksamkeit von NeemAza T/S® bei opikaler
Applikation und in dem anderen as Fral3gift fur die Fruchtschédlinge Uberprift. Der Wirk-
stoff wurde in einer Konzentration von 3 ml pro Liter Wasser mit einem Handzerstéuber ap-
pliziert. Die Wirksamkeit topikaler Applikation wurde tGberprift, indem 20 Larven aller Ent-
wicklungsstadien direkt mit dem Wirkstoff behandelt wurden und dann in Petrischalen auf

unbehandelten Sennesfriichten weiter geziichtet wurden.

Die Wirksamkeit als Fraldgift wurde Uberprift, indem unbehandelte Larven auf besprihten
Frichten gezlichtet wurden. Dieser Versuch wurde unterteilt in verschiedene Entwicklungs-
stadien. Einmal wurde er mit 20 Larven, die eine Koérperléange von > 7mm hatten, dann mit 20

Larven mit einer Korperlénge von 4 — 7 mm durchgefihrt.

Ausgewertet wurden die Versuche, indem jeweils die Anzahl verpuppter Tiere und Imagines

mit einer unbehandelten Kontrollgruppe von 20 Larven verglichen wurde.

5.3.3. Ergebnisse

Die auf dem Trocknungsplatz aufgelesenen Larven hatten alle eine grunliche bis violette
Korperfarbung, eine maximale Korperlange von 15 mm und eine maximale Kopfkapselbreite
von 2,5 mm. Ausgewachsene Larven verpuppten sich in der Regel innerhalb von drei Tagen
in den Petrischalen. Die Puppen waren nur teilweise in einen Kokon eingesponnen, der sich
meistens zwischen zwel Frichten befand. Nach ca. sieben Tagen schltipften die ersten Imag-
nes aus den Puppen. Es wurden insgesamt mehrere hundert Larven eingesammelt, davon
wurden etwa 200 zur Zucht eingesetzt und 60 adulte Tiere gewonnen. Keine der Larven oder
adulten Tiere unterschied sich von den Exemplaren, die zur taxonomischen Bestimmung ver-
sandt worden waren. Die taxonomische Bestimmung der adulten Tiere sowohl von der Biolo-
gischen Bundesanstalt Berlin as auch vom Ingtitut fir Phytopathologie der Justus Liebig
Universitat Gief3en fuhrten zu folgendem Ergebnis.

Es handelte sich um die in Europa als V orratsschadling bekannte Speichermotte:
Ephestia elutella (Hubner) (Lepidoptera; Pyralidae)

Somit konnte Ephestia elutella als der |okale Schadling in Tamilnadu identifiziert werden, der
hauptverantwortlich fUr Pilzinfektionen mit Aflatoxinbildung in C. senna fructus vor der Ern-
teidt.
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Die Laborergebnisse der Wirksamkeitsuntersuchung des auch in den Feldversuchen einge-
setzten Biopestizids NeemAzal T/S® auf den Schadling Ephestia elutella sind in den Tabellen
12 und 13 zusammengefasst.

Tab.12:  Entwicklung mit NeemAzal T/S® behandelter Ephestia elutella Larven

Varianten Larven |Puppen |Imagines
unbehandelte 20 15 10
behandelte 20 2 0

Das zur Uberprifung der Wirksamkeit des Wirkstoffes durchgefiinrte direkte Bespriihen der
Ephestiarlarven mit der NeemAzal T/S® Emulsion filhrte zum Tod aller eingesetzten 20 Tiere.
Auch ausgewachsene Larven konnten keine Uberlebensfahigen Puppenstadien bilden. Nach
vier Tagen zeigte sich eindeutig, dass die Tiere, die im direkten Kontakt mit dem Wirkstoff
standen, keine Entwicklungschance im Vergleich zu gesunden Imagines besal3en. In zwel
Falen kam es zwar noch zu so etwas wie einer Verpuppung, bel der jedoch die Umwandlung
von Larve zur Imago gestort wurde. Die Larven sponnen sich ein, doch verwandelten sie sich
nicht in eine braunliche Puppe, sondern behielten die Form der Larve bel und &nderten ihre
Farbe ins Weildliche. In der Kontrollgruppe aus 20 Tieren einer Mischung aller Larvenstadien

wurden hingegen 15 Puppen gezéhlt, aus denen 10 Imagines schllpften.

Die Ergebnisse des VVersuches mit NeemAzal T/S® as Fraflgift sind in Tab. 13 dargestellt.

Tab. 13:  Entwicklung von Ephestia elutella Larven unterschiedlicher Entwicklungsstufen
auf mit NeemAzal T/S® behandelten und unbehandelten Friichten von C. senna

Varianten Larven | Puppen | Imagines
Larven > 7 mm, unbehandeltes Futter 20 16 14
Larven 4 — 7 mm unbehandeltes Futter 20 11

Larven > 7 mm mit NeemAza T/S® behandeltem Futter 20 (6)

Larven 4— 7 mm mit NeemAzal T/S® behandeltem Futer | 20 0

Bel den ausgewachsenen Tieren, die auf unbehandelten Sennesfriichten geziichtet worden
sind, erreichten 70 % die Geschlechtsreife. Von den 40 eingesetzten Tieren, die auf mit Nee-
mAza T/S® bespriihten Sennesfriichten geziichtet wurden, erreichte keines dieses Stadium.

54



Ergebnisse

Von den ausgewachsenen Larven konnten sich zwar noch 6 einspinnen, jedoch behielten auch

diese Tiere ihre Larvenform bei und wechselten nur ihre Farbe ins Weildiche.

Bel den noch nicht ausgewachsenen Larven mit 4 bis 7 mm Korperléange auf unbehandeltem
Pflanzenmaterial erreichten 45 % das Imaginalstadium. Die Verpuppung setzte nach zehn
Tagen ein und war nach einer weiteren Woche abgeschlossen. Alle Larven, die auf mit
NeemAza T/S® besprilhten Friichten gehalten wurden, waren dagegen nach einer Woche
nicht mehr Uberlebensfahig.

5.3.4. Diskussion

Der Schadling, dessen Larvenstadium durch Auslésen von Pilzinfektionen Aflatoxinbelasturn-
gen von mehreren 1000 pg/kg in einer Sennesfrucht verursachen kann, konnte eindeutig als

die gewohnliche Speichermotte Ephestia elutella identifiziert werden.

Diese Larve erndhrt sich vornehmlich von den Samen der Sennesfriichte, indem sie sich durch
einen Lochfrald durch das Pericarp Zugang zu diesen verschafft. Trotz dieses Fral3verhaltens
der Larven konnte in den Laborversuchen dieser Schadling auch mit ausschliefdich &uferlich
auf Sennesfriichten appliziertem NeemAzal T/S® erfolgreich bekémpft werden. Die Tatsache,
dass auch ausgewachsene Larven noch so massiv in ihrer Weiterentwicklung gestért werden,
zeigt, dass schon geringste Mengen des Wirkstoffes ausreichen, die Entwicklung dieses In-
sekts nachhaltig zu beeinflussen. In den Laborversuchen hat sich NeemAzal T/S® ds ein sehr
potentes Mittel zur Bekémpfung des Schadlings Ephestia elutella erwiesen. Dieses Ergebnis
wurde von SCHROER ET AL. 2001 bestétigt.

5.4. Feldversuche zur Reduzierung von Aflatoxinen vor der Ernte

5.4.1. Einleitung

Neben Insektenbefall SETAMOU et. al. 1997, BOWEN & MACK 1991) wird Trockenstress
(STAHR et al. 1990, DAVIS et a. 1986) als Ausléser von hohen Aflatoxinkontaminationen dis-

kutiert.

In einem Feldversuch wurde 1998 Uberprift, ob Bewdasserungsmalinahmen und Schadlings
bekampfungsmalinahmen helfen konnen, die Aflatoxinproblematik vor der Ernte zu vermei-
den. Als Wirkstoff fir die Schadlingsbekéampfung wurde das Neem — Préparat NeemA zal
T/S® gewahlt, weil es sich in der vorangehenden Untersuchung als effektiv fir den Haupt-
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schadling Ephestia elutella erwiesen hat. Ein weiterer Grund fur die Auswahl eines Neem —
Péparates war die bereits von SINGH et al.(1980) sowie STEINHAUER (1996) diskutierte fungi-
zide Wirkung der Pflanze sowie deren spezifische Wirkung auf die Aflatoxinsynthese der
Aspergillus Pilze (BANKOLE 1997, ZERINGUE & BHATNAGAR 1990 UND 1994). Nach
BATHNAGAR et a. (1988) Uben Neem — Wirkstoffe eine hormonelle Wirkung auf den Asper-
gillus aus, die verhindert, dass der Pilz in den Sekundarstoffwechsel eintritt und Aflatoxine

produzieren kann.

5.4.2. Versuchsaufbau

Die Feldversuche wurden auf einer 6000 m? grof3en Testflache von Incan Pharmaceuticals,
20 km westlich der sidindischen Stadt Tirunelveli durchgefihrt. Der Boden der Versuchsfl&
che war ein ortsiiblicher Black Cotton Soil (FAO Nomenklatur Vertisol). Dort wurden drel

Varianten mit jewells drei randomisierten Wiederholungen auf 20 x 20 m grof3en Testplots

untersucht.

Bewasserungs-Variante: Es wurde in 20tégigen Intervallen bel Ausbleiben von
Niederschldgen bewdassert, um so Trockenstress im Be-
stand auszuschliefen.

NeemAza T/S®-Variante: Mit dem Einsetzen der Bllte wurde die Variante im wo-
chentlichen Rhythmus mit dem Neem — P&parat NeemA.-
zal T/S® entsprechend 1000 |/ha behandelt.

Kontroll-Variante: Weder regelmaidig bewassert noch mit Neem behandelt.

5.4.3. Versuchsdurchfiihrung

Die Testflache, auf der zuletzt Koriander kultiviert worden war, wurde gepfligt und gegrub-
bert. Mitte M&rz wurden alle neun Plots mit entsprechend 250 kg/ha DAP (46 % Phosphor,
18 % Stickstoff) gedingt sowie auf jedem Plot 15 kg/ha Sennessamen manuell ausgebracht.
Alle Testplots wurden zur Gewdhrleistung einer ausreichenden Keimung zu Beginn des Ver-
suchs einmal mit entsprechend 40 mm Niederschlag bewéssert. Im Mai gab es geniigend re-
turliche Niederschlége, so dass Bewasserungsmal3nahmen erspart blieben. Ab dem 25. Mai,
mit dem Einsetzen der ersten Blte, wurde auf den betreffenden Testfl&chen mit den wochent-
lichen Neem — Spritzungen begonnen. Es wurde mit einer Handspritze der Wirkstoff NeemA-
zal T/S® in einer Konzentration von 3 ml/l HO und einer Ausbringungsmenge ertsprechend
1000 I/ha wochentlich auf drei der neun Testplots in den spdten Nachmittagsstunden ausge-
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bracht. Die Ernte erfolgte, indem die Friichte ohne die Rispen von den Pflanzen abgestreift
wurden. Von jedem Plot wurden unmittelbar nach der Ernte 3 kg frische Sennesfrichte fir die
Bestimmung des Anteils von Insekten beschadigter Friichte sowie der Aflatoxinkonzentration
im Frischmaterial gewonnen. Die Aflatoxinbestimmung erfolgte nach der Standardmethode.
Der Versuch wurde in dieser Weise bis zur dritten Ernte am 15. August weitergefiihrt. Die
Ergebnisse sind deskriptiv ausgewertet, da weder Varianzhomogenitat noch Normalverteilung

gegeben war.
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5.4.4. Ergebnisse der Bewasserungs— und Neem-feldver suche

Die Aflatoxinkonzentrationen der Friichte des Feldversuches sind in Abb. 17 dargestellt.
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Abb. 17: Aflatoxinkonzentration S B1, B2, G1, G2 in frischen Frichten C. senna auf mit
NeemAzal T/S® behandelten Flachen, regelmaRig bewasserten Flachen und einer
Kontrollvariante in drei Wiederholungen und drei Ernten.

Die Aflatoxinkonzentrationen in der Frischware lagen bei diesem Versuch alle mit Ausnahme
der zweiten Ernte der bewdasserten Variante, unter 10 pg/kg. 15 der insgesamt 27 Konzentra-
tionsbestimmungen ergaben Werte unter 2 ug/kg S B, By, Gi, G, . Die zweite Ernte der be-
wasserten Variante unterschied sich durch deutlich erhthte Aflatoxinkonzentrationen von
allen anderen (Abb. 17). In diesem Versuch konnte also keine Reduzierung der Aflatoxine
durch Vermeidung von Trockenstress mittels regelmaldiger Bewasserungsmal3nahmen festge-
sellt werden. Die Bewasserungsmal3nahmen konnten nicht verhindern, dass aflatoxinbildende
Pilze auf die Pflanzen gelangen. Die Bewasserung hatte jedoch positive Auswirkungen auf die
Ernteertrage, vor alem bei der dritten Ernte. Die Gesamtertrége der bewasserten Flachen wa-

ren etwa doppelt so hoch wie auf den unbewasserten Flachen.

Die Behandlung mit NeemAzal T/S® hat zu keiner eindeutigen Reduzierung der Aflatoxin
konzentrationen gegentiber der unbehandelten Kontrolle geftihrt; tellweise lagen die Aflato-

xinkonzentrationen sogar Uber der unbehandelten Kontrolle. Es wurde in diesem Versuch
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keine hemmende Wirkung des Neem — Praparates auf aflatoxinproduzierenden Pilze festge-
stellt.

Der Anteil von Insekten beschadigter Friichte der drel Versuchvarianten ist in Abb. 18 darge-
stellt.
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Abb. 12: Anteil der von Insekten befallenen Frichte der C. senna auf den mit NeemAzal
T/S® behandelten Flachen, regelmafig bewasserten Flachen und einer Kontrollva-
riante in drei Wiederholungen und drei Ernten.

Auf alen Varianten ist der Schédlingsbefall von der ersten zur zweiten Ernte grof3er gewor-
den. Bel der dritten Ernte hat der Schadlingsdruck wieder abgenommen, auf ein Niveau meist
unterhab der ersten Ernte. Besonders hoch war der Antell der von Insekten beschadigten
Frichte in der zweiten Ernte der bewasserten Fléachen mit bis zu 16 % befallenen Friichte. Das
erhdhte Wasserangebot sowie der kréftigere Wuchs der Pflanzen dieser Testflachen kdnnten

fUr den hdheren Schédlingsdruck verantwortlich sein.

Die aufwendige Behandlung mit NeemAzal T/S® hat gegeniiber der unbehandelten Kontrolle

nur zu einer geringen Dezimierung der von Ephestia-Larven befalenen Sennesfriichte ge-
fahrt.

5.45. Diskussion

Weder Diingung und Bewaésserung noch die Behandlung mit konnte in diesem Versuch a
einer nachweisbaren Aflatoxinreduzierung vor der Ernte beitragen. Die Aflatoxinkonzentrati-

onen der bewasserten Flachen lagen bel der zweiten Ernte sogar deutlich tber den anderen
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Varianten. Verursacht wurde diese wahrscheinlich durch die Erhéhung des Schédlingsdru-
ckes. Der Schadlingsbefall auf den bewéasserten Flachen war vor allem bel der zweiten und
auch bel der dritten Ernte hoher as auf den unbewésserten Flachen. Falls es einen aflatoxin-
reduzierenden Effekt durch die Vermeidung des Trockenstresses mittels der Bewasserungs-
mal3nahmen gegeben hat, so ist dieser durch den hoheren Anteil von Insektenbeschadigungen
wieder wettgemacht worden. Falls Bewasserungsmal3nahmen zur Aflatoxinvermeidung bei-
tragen sollen, muss sichergestellt sein, dass sie zu keiner Erhdhung des Schadlingsbefalls fih-
ren.

Der Versuch konnte nicht nachweisen, dass eine Behandlung mit dem Praparat NeemAzal
T/S® zu einer verminderten Aflatoxinproduktion in Sennesfriichten vor der Ernte fiihrt. Es
konnte auch keine deutliche Reduzierung der Insektenschaden durch die Behandlung erreicht
werden. Die Neem — Wirkstoffe werden vorwiegend oral aufgenommen SCHMUTTERER
1995). Wenn die Ephestia-Larven sehr schnell das Perikarp durchdringen, um an die Samen
zu gelangen, nehmen sie wahrscheinlich zu wenig Wirksubstanz auf, um geschédigt zu wer-
den. Der Aufwand der Spritzungen mit NeemAzal T/S® stand in keinem Verhaltnis zur Wir-
kung.

5.5. DieAflatoxinbildungin C. senna bei unter schiedlichen

Trocknungsverfahren

Nachdem das vorherige Kapitel gezeigt hat, dass die Infektion von Friichten der C. senna mit
dem Aflatoxinbildner A. flavus und die Mycotoxinbildung schon auf dem Feld im wachsen-
den Bestand stattfinden kann, wird nun beschrieben, welchen Einfluss der Trocknungsprozess
auf das Aflatoxinvorkommen hat. Durch die Untersuchung von Aflatoxinkonzentrationen vor

und direkt nach der Trocknung wurde die Aflatoxinbildung wahrend der Trocknung ermittelt.

Drei unterschiedliche Trocknungsmethoden wurden untersucht:
» Trocknung im Schatten,
» konventionelle Bodentrocknung in der Sonne sowie

» die Trocknung im Hohenheimer Solartrockner, einem bel ifteten Tunneltrockner.
Ferner wurde ein Versuch durchgefihrt, bei dem untersucht wurde, ob durch eine Behandlung

mit Neem-Préparaten die Aflatoxinbildung wéhrend des Trocknungsprozesses beeinflusst

werden kann.
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55.1. Methode

Die Untersuchungen fanden auf dem zur Aflatoxinreduzierung eingerichteten Sortier- und
Trocknungsplatz in Tuticorin statt. Dort wurden taglich bis zu 3 Tonnen frische Sennesfriichte
kontrolliert getrocknet, insektenbefallene Friichte manuell aussortiert und die jeweiligen
Mengen erfasst. Die hier aufgefihrten Versuche wurden getrennt mit unselektiertem Frisch-
material ausgefihrt.

Unter konventioneller Bodentrocknung ist hier das Trocknen von Sennesfriichten ohne

Fruchtstande auf mit roten Ziegeln gekachelten Trocknungsflachen in der Sonne zu verstehen.

Die Trocknung im Schatten erfolgte in einem Lagerhaus auf 6 m? grof3en Trocknungsdarren.
Versuche der Solartrocknung wurden mit dem von der Firma Innotech (Germany) importier-

ten Hohenheimer Solartrockner durchgefuhrt.

Bel alen Versuchen wurde am ersten Trocknungstag eine Schittdichte von 1 kg/m?, was eine
Einlagigkeit der Friichte bedeutet, eingehalten. Bel der konventionellen Bodentrocknung wur-
de die Trocknungsflache am zweiten und dritten Trocknungstag jeweils halbiert. Das Trock-

nungsgut wurde ab dem zweiten Trocknungstag mindestens dreimal taglich gewendet.

Es wurden 47 Chargen zu 20 kg Frischware der konventionellen Bodentrocknung untersucht.
Von jeder Charge wurden 2,5 kg bei —18 °C eingefroren und der Aflatoxingehalt in der
Frischware bestimmt. Nach der Trocknung wurden ca. 5 kg getrocknete Friichte jeder Charge
vollstandig auf < 2 mm gemahlen und der Aflatoxingehalt in der Trockenware bestimmt. E-
benso wurden 21 Chargen zu 15 kg auf den Aflatoxingehalt vor und nach der Trocknung im
Schatten untersucht.

23 Versuche wurden mit dem Hohenheimer Solartrockner durchgefihrt. Dazu wurde der So-
lartrockner am Abend mit jeweils 75 kg Frischmaterial einer Tagesernte beflllt, und zur Kon
trolle wurde gleichzeitig eine 20 kg grol3e Probe des gleichen Frischmaterials einer konventi-
onellen Bodentrocknung unterzogen. In einer 2 kg grof3en Probe wurde der Aflatoxingehalt
des Ausgangsmaterials bestimmt. Fir die Bestimmung des Aflatoxingehaltes nach der Trock-
nung wurden von der solargetrockneten Ware jeweils 2 kg des homogenisierten Trocknungs-

gutes auf < 2mm vermahlen.

Bel allen Versuchen wurde nach der Trocknung die Restfeuchte im Trocknungsgut bestimmt,
und zwar mittels Trocknung bei 105 °C bis zur Gewichtkonstanz. Bel jeweils drel Trock-
nungsprozessen mit dem Hohenheimer Solartrockner und der konventionellen Bodentrock-

nung wurde alle sechs Stunden in einer 100 g grof3en Probe mittels Trocknung bel 105 °C bis

61



Ergebnisse

zur Gewichtkonstanz die Restfeuchte bestimmt, um den Trocknungsverlauf der beiden Me-

thoden darzustellen und zu vergleichen.

Die Hemmwirkung der Aflatoxinsynthese von Neem — Extrakten wahrend der Trocknung von

C. senna wurde in folgenden Versuchen Uberprift:

Untersucht wurden das kommerzielle Prodikt NeemAzal T/S® sowie ein wassriger Extrakt
aus frischen Neem — Bléttern. Dieser Extrakt wurde aus 100 g frischen fein gehackten Neem —
Bléttern pro 1 | siedendheif3em Wasser hergestellt. Der Extrakt wurde mehrmals geriihrt, nach
Abkuhlung ca. zwel Stunden spéter abgesiebt und sofort verwendet.

Es wurden jewells 12 g frische, vdllig unbeschédigte Sennesfriichte in einer geschlossenen
Petrischale vier Tage dem Pilzbefall Uberlassen und danach getrocknet sowie die Aflatoxin-
konzentration nach der Standardmethode bestimmt. EIf Proben wurden, bevor siein die Petri-
schale (iberfilhrt wurden, in eine 3 ml/l HO NeemAzal T/S®-Lésung getaucht und elf Proben
in den Blattextrakt. EIf Proben dienten als unbehandelte Kontrolle.

55.2. Ergebnisse

Trocknung:
Die konventionelle Bodentrocknung dauerte in der Regel drei Tage. Die Restfeuchten lagen

bei < 10 % H,0. Die Schattentrocknung dauerte 6 bis 7 Tage, wobei erst nach drei Tagen die
Trocknungsflache halbiert wurde. Die Restfeuchten in den nach dieser Methode getrockneten
Frichten lag bei < 15 % H0. Die Trocknung im Hohenheimer Solartrockner dauerte in der
Regel nur einen Tag. Die Ware wurde einmal am frihen Nachmittag gewendet. Die Rest-
feuchten in den getrockneten Frichte betrugen < 8 % H,0. Der Trocknungsverlauf von
C. senna fructus im Hohenheimer Solartrockner im Vergleich zur konventionellen Boden-

trocknung ist in Abb. 19 dargestellt.
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Abb. 19: Trocknungsverlauf von C. senna fructus im Hohenheimer Solartrockner und der
konventionellen Bodentrocknung, gemittelt aus jeweils drei Versuchen

Die Versuche begannen jeweils um 19 Uhr. In den ersten zwolf Trocknungsstunden war die
Bodentrocknung der Tunneltrocknung Uberlegen. Das frische Materia trocknete nachts an der
freien Luft besser, als in dem geschlossenen Tunneltrockner. Sobald aber die Sonne schien,
zeigte der Tunneltrockner klare Vorteile. Die Trocknung im Tunneltrockner vollzog sich
deutlich schneller, verursacht durch die erhdhte Trocknungstemperatur dieser ressourcen
schonenden Methode. Wahrend der Mittagszeit stiegen die Trocknungstemperaturen in dem
Tunneltrockner auf bis zu 83 °C an. Die erhdhten Trocknungstemperaturen waren besonders
effizient fUr die Reduzierung geringer Restfeuchten. Durch den Einsatz des in Hohenheim
entwickelten Tunneltrockners konnte die Trocknungszeit auf ein Drittel der konventionellen
Bodentrocknung verkirzt werden. An in der Regel sonnigen Tagen dauert die Trocknung nur

noch 24 Stunden.
Weitere Vortelle des Hohenheimer Solartrockners;

» Das Trocknungsgut ist unter der Folie geschiitzt vor Verunreinigungen aller Art wie
zum Beispiel Vogekot und Staube.

» Be auftretenden Winden gibt es keine Verwehungen des Trocknungsmaterials.

> Bel Niederschlagen gibt es keine Befeuchtung und Wirkstoffverluste der Arzneipflan

zen.
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Aflatoxinentwicklung wahrend der Trocknung:

Die Aflatoxinbestimmungen vor und nach der konventionellen Bodentrocknung und der

Trocknung im Schatten sind in Abb. 20 dargestellten und in Tab. 14 zusammengefasst.
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Abb. 20: Aflatoxine S By, By, G1, & in C. senna fructus vor und nach der Trocknung in 47
Versuchen konventioneller Bodentrocknung und 21 Versuchen Schattentrocknung
Tab. 14: Median und Mittlere Konzentrationen Aflatoxine in pg/kg S By, Bz, G1, G2 vor und

nach der Trocknung in C. senna fructus bei konventioneller Bodentrocknung und

Trocknung im Schatten

Trocknungsmethode Materiaart n| Median | Mittelw.
Konventionelle Frischware 47 1,2 15,9
Bodentrocknung Trockenware 47| 12,3 33,6
Trocknung Frischware 21 2,0 7,6
Im Schatten Trockenware 21 194 28,0

Bis auf wenige Ausnahmen lagen die Aflatoxinkonzentrationen in der getrockneten Ware
deutlich Uber der Frischware. Dies bedeutet, dass Aflatoxine noch wahrend des Trocknungs-

prozesses gebildet werden.

In Abbildung 20 wird deutlich, dass die Trocknung in der Sonne der Schattentrocknung be-

zuglich der Aflatoxinbildung Uberlegen ist. Die Zunahmen der Aflatoxinkonzentrationen we-
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ren geringer als bei der Schattentrocknung. Die geringeren Maximalkonzentrationen bei der

Schattentrocknung sind bedingt durch weniger bel astetes Frischmaterial.

Auffallig bei dieser Untersuchung war, dass die relative Zunahme der Aflatoxinkonzentratio-
nen von wenig belastetem Frischmaterial wahrend der Trocknung sehr viel stérker war, als bel

hohen Ausgangsbelastungen Tab. 15.

Tab. 15:  Mittlere Konzentrationen und relative Zunahme von Aflatoxinen wahrend der
Trocknung in der Sonne und im Schatten von niedrig und hoch belastetem

Frischmaterial

Frischware in Frischware (ug/kg) (ng/kg) onin %
Sonne < Median = 1,2 0,5 7,8 1560
> Median = 1,2 31,9 60,6 190
Schatten < Median = 2,0 1,0 22,1 2210
> Median = 2,0 14,6 34,4 236

Die Aflatoxinbelastung verdoppelten sich wadhrend der Trocknung bel den Proben, deren
Frischware hoch belastet war, wahrend die gering belasteten Proben wahrend der Trocknung
ihre Aflatoxinkonzentrationen vervielfachten. In diesen Versuchen nahmen die Aflatoxinkon
zentrationen wahrend der Trocknung des gering belasteten Frischmaterials im Mittel bel der
Sonnentrocknung um das vierzennfache und bel der Schattentrocknung um das zweiund-

zwanzigfache zu (Tab. 15).

Der Vergleich von der konventionellen Bodentrocknung und der Trocknung mittels Hohenr
heimer Solartrockners fihrte zu dem in Abb. 21 und Tab. 16 dargestellten Ergebnissen.
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Box Whisker Plots mit Maxima, Minima und Quartilen fur Aflatoxine in der
Frischware sowie nach der Trocknung mittels Hohenheimer Solartrockners und
der konventionellen Bodentrocknung von 23 Proben

Median und Mittlere Konzentrationen Aflatoxine in pg/kg S B:, By, G1, G2 vor und
nach der Trocknung in C. senna fructus von 23 Versuchen mit dem Hohenheimer

Solartrockner und der Kontrolle konventioneller Bodentrocknung

n| Median | Mittelw.
Aflatoxin in Frischware 23] 08 4,0
Aflatoxin in solar getrockneter Ware |23 9,5 10,5
Aflatoxin in konv. getrockneter Ware |23| 10,5 21,8

Auch bel diesem Versuch lagen die Aflatoxinkonzentrationen in der Regel bel beiden Trock-

nungsmethoden nach der Trocknung Uber denen in der Frischware. Die Trocknung von C.

senna fructus mittels des Hohenheimer Solartrockners konnte die Aflatoxinbildung gegentiber

konventionellen Trocknungen reduzieren, jedoch nicht vollig unterbinden. Durch den Hohen

heimer Solartrockner konnten insbhesonder hohe Aflatoxinkonzentrationen vermieden werden.

Aflatoxinreduktion wahrend der Trocknung durch Neem — Produkte

Es konnte keine sichtbare Reduktion des Mycelwachstums durch die Behandlung mit Neem-

Produkten festgestellt werden. Alle Proben in den Petrischalen waren nach drei Tagen sehr
stark verpilzt. Bei den mit NeemAzal T/S® behandelten Proben war der Pilzwuchs sogar stér-

ker als bei den beiden anderen Varianten.
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Abb. 22: Box Whisker Plots mit Maxima-, Quartilen- und Minima-Konzentrationen Aflatoxin
S By, By, G1, G; von jeweils 11 Proben in Petrischalen bebriteter Friichte der C.
senna, die mit einem Neem—Blattextrakt oder mit NeemAzal T/S® behandelt wur-

den, sowie einer unbehandelten Kontrolle

Die Ergebnisse der Aflatoxinbestimmung zeigt Abb. 22. Es konnte die Aflatoxinsynthese
wahrend der Trocknung durch die Neem-Behandlungen unterdriickt werden. Es wurde bei
beiden Neem-Produkten niedrigere Aflatoxinkonzentrationen gemessen als bei der unbehan-
delten Kontrolle. Die Behandlung mit dem Neem-Blattextrakt hat die Aflatoxinsynthese stér-
ker gehemmt als die mit NeemAzal T/S®. Trotz Neem-Behandung liegen die Aflatoxinkon

zentrationen auf insgesamt sehr hohem Niveau.

5.5.3. Diskussion

Waéhrend der Trocknung wird ein bedeutender Teil der Aflatoxinbelastung stdindischer C.
senna fructus gebildet. Die Trocknung stellt somit nicht nur einen kritischen Punkt der Afla
toxinkontrolle dar, indem ausreichende Trocknung Vorraussetzung fur die Aflatoxinvermei-
dung ist, sondern indem wahrend des Trocknungsprozesses selbst grof3e Aflatoxinmengen
gebildet werden konnen. Es ist bekannt, dass Aflatoxine vermehrt in Pflanzen, die unter Tro-
ckenstress stehen, gebildet werden (JACOBSEN et al. 1993, HILL et al. 1983, STAHR et al. 1990,
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SANDERS et a 1993). Diese Versuche legen den Schluss nahe, dass wahrend einer reguléren
Trocknung des Erntegutes Bedingungen auftreten, die zu einer erhohten Aflatoxinsynthese
fuhren. Dies ist bislang wenig beachtet worden. Die Bedingungen wéahrend der Trocknung
sind nach den hier vorgelegten Ergebnissen ein entscheidender Faktor fur das Aflatoxinvor-

kommen in C. senna fructus.

Die Aflatoxinsynthese hemmenden Eigenschaften des Neembaums konnten bestétigt werden.
Das Ausmal3 dieser Hemmwirkung war jedoch nicht so stark wie bei ZERINGUE & BHATNA-
GAR (1990) oder BANKOLE (1997). Eine vdllige Vermeidung der Aflatoxinsynthese konnte
weder durch NeemAzal T/S® noch durch den Neem-Blattextrakt erreicht werden.

5.6. Die Aflatoxinentwicklung wahrend der Lagerung von C. senna

fructusin Indien

5.6.1. Einleitung

Von Fruchten mit hohem Aflatoxinbildungspotenzial wie Erdniissen (DIENER & DAVIS 1970)
oder Mais (HELL 1997) ist bekannt, dass Aflatoxine wahrend der Lagerung gebildet werden.
Die Lagerung von C. senna fructus in Indien erfolgt entweder in 100 kg Jutesdcken oder in
gepressten 180 kg Juteballen. In der Regel erfolgt die Pressung zu Ballen erst, wenn die Ware
einen Kaufer gefunden hat. Es ist nicht uniblich, dass Sennesfriichte Uber mehrere Monate
auch wéahrend der Regenzeit im ungepressten Zustand gelagert werden. Wahrend dieser La-
gerzeit sind relative Luftfeuchten > 85 % und Temperaturen > 25 °C héaufig, Bedingungen
also, die sowohl Wachstum als auch Aflatoxinproduktion von Aspergillus flavus ermdglichen
(CUERO €t al. 1987, LACEY & MANGAN 1991).

Im folgenden Kapitel werden die Auswirkungen der Lagerung auf das Aflatoxinvorkommen

von C. senna fructus in Sudindien untersucht:
» im ungepressten Zustand » waéhrend der Regenzeit
» im gepressten Zustand » waéhrend der Trockenzeit
5.6.2. Material und Methoden

Uber vier Jahre hinweg wurden 100 Handelsproben unterschiedlicher Senna — Exporteure
untersucht. Alle Proben stammiten aus 2 bis 14 t grof3en Chargen von konventionellem Anbau
und Trocknung in Tamilnadu. 81 Proben bestanden aus Friichten der jewells aktuellen Anbau-

saison. 19 Proben waren mindestens eine Regenzeit in Tuticorin als Sackware gelagert. Alle
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Proben wurden gemal3 Standardmethode analysiert. Die Ergebnisse wurden mittels Box Plot

Verfahrens (Maxima, Minima und Quartile) dargestellt und verglichen.

Um genauer zu ermitteln, welche Veranderungen der Aflatoxinkonzentrationen in Sennes-
frichten bel der Lagerung in Indien zu erwarten sind, wurden 33 Chargen vor und nach einer
Lagerung untersucht. In acht Chargen von 7 bis 16 t zu Ballen gepresster Sennesfriichte, so-
wie neun Chargen von 2 bis 5 t ungepresster Sennesfriichte wurden jeweils vor der Regenzeit
sowie nach der Regenzeit Proben gezogen und nach der Standartmethode der Aflatoxingehalt
bestimmit.

In 16 Chargen wurde die Aflatoxinentwicklung wahrend der Lagerung in der Trockenzeit von
Mérz bis Ende Oktober Uberprift. Die 6 bis 9 t groRen Chargen ungepresster Sackware Sen-
nesfrichte aktueller Handelsware wurden dazu in etwa vierwochigen Abstanden nach der

Standardmethode untersucht.

Die Lagerung und Beprobung aller markierten Chargen fand immer in der gleichen Lagerhal-
le statt, sodass eine Verwechslung der Ware ausgeschlossen werden konnte. Die Ergebnisse
wurden anhand der prozentualen Veranderung der Aflatoxingehalte vor und nach der Lage-
rung dargestellt.

5.6.3. Ergebnisse

Die Lagerung von Sennesfriichten in Indien im ungepressten Zustand fuhrt zu sensorisch
wahrnehmbaren Qualitétsveranderungen. Mit zunehmender Lagerzeit verlieren die Frichte
ihren Glanz und dunkeln deutlich nach. Friichte, die wéhrend der Regenzeit lose als Sackware
gelagert wurden, haben fast immer einen leicht erdigen Geruch angenommen. Eine Unter-
scheidung in Friichte der aktuellen Saison und Friichte alter Handelsware ist mittels dieser
Kriterien leicht moglich. Bel zu Ballen gepresster Ware bleiben Farbe und Geruch weitgehend

konstant und eine eindeutige Unterscheidung ist nicht maglich.

Der Vergleich von Aflatoxinkonzentrationen in frischer Handelsware sowie alter lose gelager-
ter Ware von konventionell produzierten stidindischen Sennesfriichten fuhrte zu folgendem
Ergebnis (Abb. 23).
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Abb. 23:  Box Whisker Plots mit Maxima, Quartilen und Minima von Aflatoxinen in pug/kg

S B1, B2, G1, G2 in 81 Chargen Sennesfrichten der Saison und 19 Chargen alter
Handelsware mehrerer indischer Exporteure.

Alte Lagerware war haufig mit weniger Aflatoxinen belastet als Ware der Saison. Bei alter
Lagerware gab es deutlich weniger hoch belastete Chargen mit mehr as 10 ug/kg S B1, B2,
G1, G2 ds bei aktueller Handelsware. Ebenso lagen auch die Maximalkonzentrationen bei
alter Ware deutlich niedriger.

Um zu Uberprifen, ob bel der Lagerung von Sennesfriichten in Indien mit einer Reduzierung
von Aflatoxingehalten zu rechnen ist und die oben beschriebenen Differenzen nicht auf saiso-
nale Unterschiede zurtickzufhren sind, wurden mehrmals dieselben Chargen vor und nach
einer Lagerung untersucht. Die Ergebnisse der zu Ballen gepressten Lagerung von Sennes-
frichten sowie der losen Lagerung wahrend der Regenzeit im stidindischen Bundesstaat Ta-
milnadu sind in Abb.en 24 und 25 dargestellt.
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Abb. 24: Prozentuale Veranderungen der Aflatoxingehalte S B1, B2, G1, G2 nach einer La-
gerung in Pressballen von acht Chargen C. senna fructus in Indien wahrend der
Regenzeit

Die Lagerung zu Ballen gepresster Sennesfriichte wahrend der Regenzeit in Indien fihrte zu
Veranderungen der gemessenen Aflatoxinkonzentrationen. In vier der acht Chargen wurden
nach der finfmonatigen Lagerung etwas hohere Aflatoxinkonzentrationen gemessen und in
vier Chargen niedrigere Konzentrationen. Die Aflatoxinabnahmen dominierten leicht gegen-
Uber den Aflatoxinzunahmen. Die maximale Abnahme betrug 23 % und die maximale 4+
nahme 19 %.
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Abb. 25: Prozentuale Veranderungen der Aflatoxingehalte S B1, B2, G1, G2 nach einer lo-
sen Lagerung von neun Chargen C. senna fructus in Indien wahrend der Regenzeit
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Die Aflatoxinentwicklung wahrend der finfmonatigen Lagerung loser Sackware in der Re-
genzeit war ausgepragter als bel der Lagerung gepresster Ware. In zwel Chargen wurden
mehr Aflatoxine nachgewiesen und in sechs Chargen geringere Konzentrationen als vor der
Regenzeit. Die Zunahmen betrugen 36 und 37 %, die Reduzierung machten 36 bis 71 % aus.
In einer Charge wurde keine Verédnderung des Aflatoxingehaltes gemessen. Die Abnahmen
waren somit deutlich haufiger und stérker ausgeprégt als die Zunahmen der Aflatoxinkon-
zentrationen (Abb. 25).

Auch in einer nur vierwochigen Lagerzeit wahrend der Trockenzeit hat es grof3e Verénderun-
gen der Aflatoxingehalte in den ungepresst gelagerten Sennesfriichten gegeben (Abb. 26).
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Abb. 26: Prozentuale Verénderungen der Aflatoxingehdte S B1, B2, G1, G2 nach einer

vierwdchigen losen Lagerung von 16 Chargen C. senna fructus in Indien wahrend der Tro-

ckenzeit

Nach vier Wochen wurden vierma bis zu 76 % mehr und zwoélfmal bis zu 63 % weniger
Aflatoxine nachgewiesen. Insgesamt wurden also auch wahrend der Trockenzeit haufiger eine
Aflatoxinreduzierung als Aflatoxinanreicherung wéahrend der Lagerung von C. senna fructus
fedgestellt.
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5.6.4. Diskussion

Die Ergebnisse zeigen, dass die Aflatoxinkonzentrationen in gelagerten Sennesfriichten nicht
konstant sind. Es gibt sowohl Zunahmen als auch Abnahmen. Die hohe Luftfeuchtigkeit um
80 % und die Lagertemperatur um 30 °C in Tamilnadu lassen, wie zu erwarten war (DIAMAN-
TE 1995, WEIDENBORNER 1998), auch in getrockneter C. senna fructus weitere mikrobiologi-
sche Aktivitéat zu. Auffallend ist jedoch, dass im Gegensatz zu klassischen aflatoxinproblema:
tischen Frichten wie Mais (HELL 1997) oder Erdnussen (FONSECA et a. 1995) nicht die Zu-
nahme sondern die Abnahme der Aflatoxingehalte wahrend der Lagerung Uberwiegt.

Dass Aflatoxine von Aspergillus-Pilzen (TSUBOUCHI, et al. 1983, DOYLE & MARTH 1978) und
anderen Mikroorganismen (BoL & SMITH 1989, FARAJ et al. 1993) abgebaut werden kénnen,
ist bekannt. Wieso aber in C. senna der Abbau von Aflatoxin bei der Lagerung Uberwiegt,
muss noch ndher untersucht werden. Vorstellbar wére, dass bel der Trocknung von C. senna
fructus Stoffe gebildet werden, die die Aflatoxinsynthese hemmen. So besitzen nach EL BAL-
LAL et a. (1989) Sennesfriichte antimycotische Eigenschaften.

5.7. Regionale und saisonale Unter schiede im Aflatoxinvor kommen bei
C. senna fructus

5.7.1. Einleitung

Wie in Kapitel 3 beschrieben, wird C. senna sowohl im stidindischen Bundesstaat Tamilnadu
als auch im nordindischen Bundesstaat Gujarat, auf der Halbinsel Kuch, nahe der pakistani-
schen Grenze angebaut. Wahrend eines funfjdhrigen Untersuchungszeitraumes wurde eben
falls das nordindische Anbaugebiet regelméaldig besucht, um regionae Unterschiede der Senna
Qualitaten zu untersuchen.

Saisonale Effekte des Aflatoxinvorkommens in landwirtschaftlichen Nutzpflanzen sind von
Autoren wie CASTOR et al. (1987) festgestellt worden. Durch mehrjéhrige kontinuierliche
Untersuchungen konnten wiederkehrende saisonale Schwankungen in dem Aflatoxinvor-
kommen in C. senna fructus festgestellt werden, die in den beiden Anbaugebieten unter-
schiedlich waren. Dieses Kapitel wird diese Unterschiede darstellen und zu erkléren versu-

chen.
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5.7.2. Methode

Die regionalen Unterschiede in den Aflatoxinvorkommen in C. senna der zwel indischen
Hauptanbaugebiete in Tamilnadu und Gujarat wurden untersucht, indem die Aflatoxinkon-
zentrationen in Proben aus konventionell erzeugter Handelsware der jeweiligen Anbausaison
Uber finf Jahre verglichen wurden. Insgesamt waren es 74 Proben nordindischer Handelsware
und 83 Proben stidindischer Handelsware. Alle Proben wurden eigenhandig bel lokalen Hard-
lern im jewelligen Anbaugebiet genommen, um sicherzustellen, dass es sich um Ware der
jeweiligen Region handelt. Die Probennahme und Aflatoxinanalyse erfolgte nach der HPLC-
Standardmethode. Die Ergebnisse wurden der Ubersicht halber kategorisieret in % Proben < 4
ug/kg, 4 bis 10 pg/kg und > 10 pg/kg Aflatoxine S By, By, G, G.

Fur die Darstellung saisonaler Unterschiede in dem Aflatoxinvorkommen in C. senna fructus
wurden insgesamt 296 Aflatoxinproben dieser Frucht aus funf Untersuchungsahren herange-
zogen. Es wurden nur Proben verwendet, bel denen eine genaue Zuordnung des Erntetermins
moglich war und die weniger as acht Wochen gelagert waren. Dies waren 257 Proben aus
dem stdindischen und 40 Proben aus dem nordindischen Anbaugebiet. Die Auswertung a-
folgte, indem die Ergebnisse von jeweils zwel Monaten zusammengefasst wurden und mittels

Box Pot mit Maxima, Minima und Quartilen dargestellt wurden.

Ein Feldversuch wurde 1997 durchgefihrt, um zu Uberpriifen, ob das unterschiedliche Ernte-
und Trocknungsverfahren in Gujarat Auswirkungen auf das Aflatoxinvorkommen in C. senna
hat. Dazu wurden in einem homogenen Senna - Bestand im Anbaugebiet in Tamilnadu sechs
150 m? grofRe Versuchsflachen abgesteckt, von denen drel durch Zufall fir die traditionelle
sudindische- und drei fur die in Gujarat Ubliche Erntemethode ausgewahlt wurden. Auf der
sudindischen Variante wurden jeweils die Frichte mit ihren Fruchtstanden geerntet und in
dieser Form auf dem Trocknungsplatz in Tuticorin getrocknet. Auf den Gujaratflachen wurde
der ganze Sprofanteil der Pflanze abgeschnitten und als solche auf dem Trocknungsplatz ge-
trocknet. Jede Versuchsflache wurde zweimal geerntet. Aus der getrockneten Ware wurden
jeweils die Friichte herausselektiert und deren Aflatoxinkontamination nach Standard-HPLC-
Methode bestimmt.

5.7.3. Ergebnisse

Die regionalen Unterschiede in den Aflatoxinvorkommen nord- und stidindischer Handel swa-
re stellen sich wie folgt dar (Abb. 27).
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Abb. 27: Weniger als 4, 4 bis 10 und mehr als 10 pg/kg Aflatoxine S Bl, B2, G1,
G2.belasteter Proben in % von 74 Kontrollen nordindischer Handelsware und 83
Kontrollen stidindischer Handelsware C. senna fructus

Die Ergebnisse zeigen, dass im nordindischen Anbaugebiet haufiger Sennesfriichte mit gerin-
ger Aflatoxinbelastung produziert wurden als in der stidindischen Anbauregion (Abb. 27). In
Gujarat hatten 54 % von 74 Chargen Aflatoxinkonzentrationen unter 4 pg/kg. In Tamilnadu
waren es nur 23 % der 83 untersuchten Chargen, die so geringe Aflatoxinwerte aufwiesen.
Demgegentiber waren 43 % der in Tamilnadu erzeugten Chargen mit mehr als 10 pg/kg Afla-
toxinen belastet und in Gujarat waren es nur 26 % der Proben. Insgesamt war also das Aflato-
xinbildungspotential fur C. senna im Anbaugebiet Gujarat (Kutch) deutlich niedriger als in
der stidindischen Anbauregion.

Die festgestellten saisonalen Schwankungen in den Aflatoxinvorkommen bel Friichten von C.

senna in den beiden Anbaugebieten sind in den Abb. 28 und 29 zusammengefasst.
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Abb. 28: Box Whisker Plots mit Maxima, Quartilen und Minima der Aflatoxinvorkommen in
256 Proben von flnf Anbaujahren unterschiedlicher Erntezeitpunkte von C. senna
fructus in Tamilnadu

Die Ergebnisse zeigenin Tamilnadu mit fortschreitender Anbausaison ein bis zu den Monaten
Juli/August stetig ansteigendes Potential der Bildung von Aflatoxinen und dann wieder eine

leicht sinkende Tendenz.

Zu Beginn der Erntesaison, von Januar bis in den April, lagen die Aflatoxinkonzenrationen
bei 75 % aler Proben unter 5,7 pg/kg S By, B,, G, G.. Die im Februar gemessene Maximal-
konzentration lag bei nur 7 pg/kg und im April bel 25 pg/kg.

In der Haupterntezeit fur Frichte der C. senna in Tamilnadu, im Mai/Juni, wo die meisten
Pflanzen zum zweiten Mal geerntet werden, traten zum ersten Mal auf einigen Standorten
sehr hohe Aflatoxinbelastungen auf. Der Maximalwert in dieser Ernteperiode betrug 128,2
po/kg Aflatoxin S By, By, G, G. 25 % der Proben hatten Aflatoxinbelastungen von mehr als
12,8 pg/kg.

Im sehr trockenen, heif3en und windigen Juli/August Monaten, wo haufig die dritte Ernte voll-
zogen wird, stiegen die Aflatoxinkonzentrationen weiter an. Es wurde kaum noch Ware mit

geringen Aflatoxinkonzentrationen geerntet. Ausreif3er nach oben wurden mit Spitzenwerten
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bis 255 pg/kg noch extremer. 75 % der Proben hatten Aflatoxinkonzentrationen von mehr als

7,8 po/kg S By, By, G, G, und waren somit fur europdische Exportmérkte nicht verwendbar.

Im September/Oktober stieg der Anteil von Ware mit geringen Aflatoxinbelastungen wieder
an. 37 % der Proben von September/Oktober waren mit weniger as 4 pg/kg Aflatoxinen be-
lastet, ein @nlich hoher Anteil wie zu Beginn der Anbausaison, als es 40 % der Proben waren
und wieder mehr a's doppelt so viele wie im Juli/August, als der Antell bel nur 12 % lag. Es
gab jedoch auch zum Ende der Saison weiterhin sehr hoch belastete Chargen, die gemessene
Maximalkonzentrationen betrug 177,5 pg/kg Aflatoxin S B,, B,, G, &, doch waren nur noch
36 % der Proben mit mehr as 10 pg/kg Aflatoxin S By, By, G, G, belastet, im Gegensatz zu
63 % im Juli/August.

Die saisonalen Schwankungen des Aflatoxinvorkommens in C. senna des nordindischen An-
baugebietes ausgewertet aus 40 Proben sind in Abb. 29 dargestellt. Zur Erinnerung: In Gujarat
wird C. senna mehrjahrig kultiviert. Es wird ca. ale zehn Wochen die gesamte oberirdische
Pflanze geerntet. Die Ernte beginnt im August nach der Regenzeit und endet im Mai vor dem

Monsun.
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Abb. 29: Box Whisker Plots mit Maxima, Quartilen und Minima flr Aflatoxinvorkommen in
40 Proben von vier Anbaujahren unterschiedlicher Erntezeitpunkte von C. senna
fructusin Gujarat (Kutch)

In Gujarat gab es, im Gegensatz zu Tamilnadu, eine abnehmende Tendenz der Aflatoxinbil-
dung im Laufe der dortigen Erntesaison auf insgesamt niedrigerem Niveau. Die ersten Ernten
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nach der Regenzeit in den Monaten Juli bis Oktober waren in Gujarat relativ hoch mit Aflato-
xinen belastet, in der Regel Uber 10 pg/kg S By, By, Gi, Gy.. Auch im September/Oktober wur-
de kaum Ware mit niedrigen Aflatoxinkonzentrationen geerntet und die Maximalkonzentra-
tion betrug 44,3 pg/kg Aflatoxin S By, B,, G;, G.. Mit Beginn des Winters in Gujarat, der sich
durch kihle Né&chte (< 10°C) und tagsiber sehr geringe relative Luftfeuchte auszeichnet,
nehmen die Aflatoxinkonzentrationen in Frichten der C. senna kontinuierlich ab. Im
Januar/Februar waren 75 % der Proben mit weniger als 3,1 ug/kg S By, By, G, G; belastet und
im Méarz/April waren es 100 % der Proben. Aflatoxine waren in diesen Monaten nur noch in

kaum nachwei sbaren Spuren vorhanden.

Insgesamt ist festzuhalten, dass die letzten Ernten in Gujarat und die erste Ernte in Tamilnadu
die niedrigsten Aflatoxinkonzentrationen aufwiesen. Die hochsten Aflatoxinbelastungen tra-
ten in Gujarat nach der Regenzeit und in Tamilnadu wéahrend der trockenen windigen Som-

mermonate auf.

Die Ubertragung der in Gujarat durchgefuihrten Ernte- und Trocknungsmethoden auf stidindi-
sche Verhéltnisse fuhrte zu den in Tab. 17 dargestellten Aflatoxinresultaten. Die Trocknung
der Sennesfriichten an ganzen Strauchteilen der Gujaratmethode dauerte im Gegensatz zu der
traditionellen stidindischen Methode funf anstatt drei Tage.

Tab. 17:  Aflatoxinkonzentrationen (ug/kg S By, Bz, G1, Gy) in getrockneten Sennesfriichten
bei regional unterschiedlichen Ernte- und Trocknungsmethoden

erste Ernte
Wieder- Gujarat — sudindische Me-
holung Methode thode
I 0,8 1,4
Il 0,6 0,9
[l n.n. 11
Mittel 0,7 11

zweite Ernte

Wieder- Gujarat — sudindische
holung Methode Methode
I 5,4 28,2
Il 3,9 54
1 54 34
Mittel 4,9 12,3
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Die Konzentrationen in den Friichten der ersten Ernte liegen durchweg unterhalb der Kon-
zentrationen aus der zweiten Ernte. In der ersten Ernte liegen die nach der Gujarat—M ethode
geerneten und getrockneten Proben alle unterhalb der Aflatoxinkonzentrationen der stidindi-
schen Variante. In der zweiten Ernte sind zwar auch in der Gujaratvariante deutliche Aflato-
xinkonzentrationen nachweisbar, jedoch liegen sie deutlich niedriger als die erste Probe der
zweiten stidindischen Ernte. Diese hatte mit 28,2 ug/kg S By, B, G, G; eine mehr als funffach
hohere Konzentration als alle anderen Proben. Dieser Versuch bestétigt somit die These, dass
die Gefahr der Aflatoxinbildung bei der in Gujarat praktizierten Ernte- und Trocknungsme-
thode geringer ist als bel der siidindischen Methode. Der Nachteil bestand jedoch darin, dass
wahrend der traditionellen slidindischen Methode noch eine dritte Fruchternte auf der Testfl&
che durchgefihrt werden konnte, wahrend die Vegetationszeit bei der Gujarat — Methode nur

fUr zwei Ernten ausgereicht hat.

5.7.4. Diskussion

Die Faktoren, die fir die Unterschiede der Aflatoxinvorkommen in den beiden indischen An-
baugebieten fur C. angustifolia verantwortlich sind, sind vielféltig. Die in Gujarat angewandte
Erntepraxis, bel der jewells die gesamte oberirdische Pflanze abgeschnitten und as solche
getrocknet wird hat den Vorteil, dass
» weniger Frichte wahrend der Ernte verletzt werden,
» immer wieder neue Triebe gebildet werden und nicht alte durch die Ernte geschwéch-
te Triebe zurtickbleiben,
» Schadlingspopulationen, wie z. B. von Ephestia elutella, geringere Entwicklungs-
chancen bekommen,
» wahrend der Trocknung die Friichte einzeln an der Pflanze hangen und Pilzinfektio-

nen weniger gut von einer auf die andere Frucht Ubertragen werden konnen.

Der in Sudindien durchgefiihrte Versuch des direkten Vergleichs beider Ernte- und Trock-
nungsmethoden hat diese These unterstiitzt. Interessant dabei ist, dass sich die langere Trock-
nungsdauer der Frichte bei der Trocknung ganzer Strauchteile nicht nachteilig ausgewirkt
hat. Vor allem die zu erwarteten geringeren Flachenertrdge als auch der erhdhte Reinigungs-
und Sortieraufwand nach der Trocknung fuhren jedoch noch dazu, dass slidindische Bauern

dieser M ethode noch skeptisch gegentiber stehen.

Neben diesen agronomischen Faktoren haben die klimatischen Faktoren in den Anbaugebie-

ten eine entscheidende Bedeutung auf die Aflatoxinbildung, wie man an den saisonalen
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Schwankungen des Aflatoxinvorkommens erkennen kann. Aflatoxine werden vermehrt in
Pflanzen gebildet, die unter Trockenstress leiden in Verbindung mit hohen Luftfeuchtigkeiten
und hohen Temperaturen (JACOBSEN et al. 1993). Diese Bedingungen sind wahrend der
Sommermonate in Tamilnadu die Regel und in Gujarat rur wéhrend und kurz nach der Re-
genzeit gegeben. In Tamilnadu ist die Luftfeuchtigkeit ganzjdhrig hoch und in Gujarat nur
wahrend der Regenzeit. Neben der geringen Luftfeuchtigkeit, vor allem in der Trockenzeit in
Gujarat, sind die geringen Temperaturen ein weiterer Faktor, welcher die Entwicklung und
Aflatoxinsynthese durch A. flavus senkt (WIDSTROM et al. 1990). Diese beiden Faktoren, ge-
ringe Luftfeuchtigkeit und relativ niedrige Temperaturen sind wahrscheinlich dafur verant-
wortlich, dassin Gujarat die Frihjahrsernte von Senna so gut wie 100 % frei von Aflatoxinen
ist.

5.8. Versuchein Indien mit (Sudan Senna) Cassia senna acutifolia

5.8.1. Einleitung

Aus dem Sudan stammende Sennesfriichte sind nach Angaben von roha arzneimittel GmbH
weitgehend frei von Aflatoxinen. Durch Anbauversuche mit aus sudanesischem Saatgut der
C. acutifolia in Indien sollte Uberprift werden, ob die Kultivierung der C. acutifolia auch in
den stidindischen Anbaugebieten mdglich ist und ob die Varietét Resistenzfaktoren fur die
Aflatoxinbildung besitzt.

5.8.2. Methode

In Tamilnadu wurden an drei Standorten aus dem Sudan stammendes Saatgut der Varietét C.
senna acutifolia angebaut. Die ca. 100 m? grof3en Versuchsflachen waren bewasserbar und
hatten unterschiedliche Boden. Auf der Farm von Incan Parmaceuticals war es ein Black Cot-
ton Soil, auf der Testflache in Tuticorin ein Sandy Soil, und auf der Flache in der N&he von
Covilpatti wurde ein Red Soil ausgesucht. Auf der Hélfte der Flachen wurde ortsiibliches
Saatgut von C. senna als Vergleich angebaut. Die Aussaat erfolgte Mitte Méarz. Alle vier Wo-
chen wurden die Pflanzen bewassert, um optimales Wachstum bei dem spéten Aussaattermin
zu gewéhrleisten. Einmal pro Woche wurden die Fl&chen inspiziert. Von jedem Standort gab
es nur eine Ernte von C. acutifolia, die nach der Standardmethode untersucht wurde. Als Ver-
gleich zu der Aflatoxinkonzentration in den Friichten der C. senna acutifolia wurde die zeit-
lich néchste Ernte des stidindischen Saatgutes herangezogen. Eine Aflatoxinbestimmung wur-
de in 50 g von Insekten beschéadigter Frischware durchgefhrt.
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Mogliche Unterschiede im Aflatoxinbildungspotential von C. senna angustifolia und C. senna
acutifolia fructus wurden ermittelt, indem in jeweils drel Wiederholungen 12 g unbeschédigte
frische Friichte beider Varietéten von einer Versuchsflache in geschlossenen Petrischalen bei
ca. 30 °C Zimmertemperatur bebritet wurden. Anschliefiend wurden sie in der Sonne ge-
trocknet und nach der Standardmethode der Aflatoxingehalt bestimmt.

5.8.3. Ergebnisse

Die Pflanzen der Varietdt C. senna acutifolia hatten ein dem lokalen Saatgut in etwa entspre-

chendes vegetatives Wachstum mit jedoch etwas grof3eren und rundlicheren Fiederblattern.

Deutlichere Unterschiede zeigten sich bel dem generativen Wachstum auf allen Standorten.
Die Blitenbildung und Fruchtproduktion war bei der in Sidindien angebauten sudanesischen
Senna bis zum Ende der Saison gehemmt. Erst im August setzte eine Blite ein, die zu einer
geringen Ernte im September flhrte. Das lokale Saatgut hatte in dem gleichen Zeitraum drei

volle Fruchternten hervorgebracht.

Die Aflatoxinkonzentrationen in getrockneten Friichten beider Varietdten unterschieden sich
wie folgt (Tab. 18).

Tab. 18:  Aflatoxin S By, By, G1, Gy in pg/kg konventionell getrockneten Friichten von C.

senna angustifolia und C. senna acutifolia auf drei stidindischen Standorten

Black Soil Sandy Soil Red Sail
C. senna. angustifolia 9,2 54 15,7
C. senna. acutifolia 1,6 0,7 6,9

Die Aflatoxinkonzentrationen in den Friichten der Varietét C. senna acutifolia waren auf alen
Versuchsflachen niedriger als die des ortstiblichen Saatgutes. In den Friichten, die auf dem
Red Soil geerntet wurden, lag die Aflatoxinkonzentration bei grenzwertberschreitenden 6,9
ug/kg. Uber solche Konzentrationen wurde bisher von aus dem Sudan stammender Ware
nicht berichtet.

Die Frichte der Varietét acutifolia wurden in Slidindien ebenso von dem Schadling Ephestia
elutella befallen wie die des ortsiiblichen Saatgutes. In der Probe 50 g frischer Friichte mit
I nsektenbeschadigung wurden 92,6 pg/kg Aflatoxin S B, By, G1, G, gemessen. Die Proble-
matik von Insektenschaden und Aflatoxinkontamination ist also auch bei der sudanesischen

Varietét gegeben.
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Die Ergebnisse aus den Versuchen, in denen die Frichte beider Varietdten in Petrischalen
bebritet wurden, zeigten eine deutlich erhohte Pilzresistenz der Friichte von C. senna acutifo-
lia gegenliber Friichten von C. senna angustifolia. Nach drei Tagen im erntefeuchten Zustand
in geschlossenen Petrischale waren die Friichte des sudanesischen Saatgutes noch griin und
nur vereinzelt mit sichtbaren Pilzkolonien besiedelt, wahrend sich die Friichte des indischen
Saatgutes bei gleicher Behandlung fast ganzlich verfarbt hatten und von Pilzmycel vollstandig
Uberwuchert waren. Die Bestimmung der Aflatoxinkonzentrationen in diesen Friichten besté
tigte das sichtbare Ergebnis (Tab.19).

Tab.19: Aflatoxin S B1, B2, G1, G2 in ug/kg von jeweils drei Proben C. senna angustifolia

und acutifolia, die in Petrischalen bebrUtet wurden

Wiederholung C. senna angustifolia C. senna acuitifolia
1 506,2 8,7
2 789,6 35,2
3 2503,4 10,4

Die Fruchte der in Stdindien angebauten und in Petrischalen bebriteten sudanesischen Senna
haben deutlich niedrigere Aflatoxinkonzentrationen als die Friichte des ortsiiblichen Saatgu-
tes. Die erhdhte Resistenz gegen Pilzwachstum dieser Varietét bewirkte somit auch niedrigere

Aflatoxingehalte in den Frichten der C. senna acutifolia.

5.8.4. Diskussion

Der Versuch hat gezeigt, dass hinsichtlich der Aflatoxinproblematik die aus dem Sudan
stammende V arietét acutifolia deutliche genetische Vorteile gegeniiber der indischen angusti-
folia besitzt. Grund fur die deutlich héhere Pilzresistenz konnte der hohere Harzgehalt in den
sudanesischen Friichten sein. Eine vollstdndige Resistenz gegen A. flavus ist jedoch auch bei
C. acutifolia nicht gegeben. Eine vollsténdige Resistenz ware auch eher unwahrscheinlich, da
man diese trotz intensiver Suche weder bel Mais noch Erdniissen gefunden hat (KANG et al.
1990, LILLEHOJ et al. 1980). Da das sudanesische Saatgut beim Anbau in Indien nur sehr g
ringe Fruchtertrage geliefert hat, mussen ziichterische Mal3nahmen helfen, die Pilzresistenzen
auf indische Senna zu Ubertragen.

Das weitgehende Fehlen von Aflatoxinen in sudanesischen Sennesfriichten wird durch diese
Ergebnisse aso nur zum Teil erklart. Die Problematik von Insektenbeschédigung und Aflato-
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xinkontamination ist zumindest bei der in Indien angebauten afrikanischen Senna gegeben.
Die Ephestia-Larve befédllt ebenfalls gerne Friichte dieser Sennapflanzen und in ihnen werden
dann auch Aflatoxine gebildet. Neben den genetischen Unterschieden sind also auch noch
andere Faktoren dafur verantwortlich, dass aus dem Sudan stammende Sennesfriichte weitge-

hend frai von Aflatoxinen sind.

5.9. Mikrobiologische Untersuchungen von pulverisierten Frichten der
C. senna

5.9.1. Einleitung

Durch die quantitative und qualitative Bestimmung von Pilzen in unterschiedlich hoch be-
lasteten Probenpulvern wurde versucht, Zusammenhange zwischen Pilzkeimzahlen und Afla-

toxinen festzustellen.

5.9.2. Methode

Die Untersuchungen wurden am Institut fur Phytophatologie uind Angewandte Zoologie der
Justus-Liebig-Universitét Gief3en durchgefiihrt. Insgesamt wurden 54 Probenpulver < 2 mm
untersucht. 25 Proben stammten aus aktuellen Probenmustern und wurden anhand ihrer Afla-
toxingehalte ausgewdhlt, um eine grof3e Bandbereite an unterschiedlichen Belastungen zu
untersuchen. Die Aflatoxingehalte der Proben lagen zwischen 0,4 pg/kg bis 177,5 pg/kg. 27
Proben waren im Schatten getrocknet worden und hatten Aflatoxingehalte zwischen 1,9 pg/kg
und 80,0 pg/kg.

Als Nahrmedium wurde der Bengalrosa- Glucose-Hefeextrakt Agar benutzt (Rote Platte).

Der Bengarosa- Glucose-Hefeextrakt Agar bestand aus:

Glucose 109
Hefeextrakt 20
Agar 179
Entionisiertes Wasser 1000 ml
Streptomycinsulfat 125 mg
Bengalrosa 25mg
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Vorgehensweise:

Na&hrmedium:

Die Glucose, der Hefeextrakt und das Agar wurden im entionisierten Wasser gemischt
und anschlief3end autoklaviert. Das Streptomycinsulfat und Bengalrosa wurden nach
dem Autoklavieren in das auf etwa 41 °C abgekihlte Medium gegeben. Das fertige
Na&hrmedium wurde in Petrischalen Gberfihrt.

Herstellung der Probenl 6sung:

Jeweils 5 g homogenisiertes Probenpulver wurden in 500 ml abgekochtem Wasser
vermengt und durch Schitteln gut durchmischt. 5 ml dieser Suspension wurden noch-
mals in 495 ml abgekochtem Wasser verdinnt. Fir jede Probe wurden funf Wiederho-
lungen mit jeweils 1 ml dieser 10.000fach verdinnten Suspension auf das Néhrme
dium mittels Pipette aufgebracht. Durch Kreisbewegungen der Petrischalen wurde fir
eine gleichméldige Vertellung gesorgt. Bei sehr keimreichen Proben wurde die Ver-
dunnung nochmals um den Faktor 10 erhdht, bel sehr keimarmen Proben wurde sie um
Faktor 10 gesenkt.

Anzucht:
Die beimpften geschlossenen Petrischalen wurden 48 Stunden bei 32 °C bebriitet und
anschlief3end zwdlf Stunden mit UV—Licht bestrahlt.

Auswertung:

Die Auswertung erfolgte durch Auszdhlen der gewachsenen Kolonien und durch mik-
roskopische Klassifizierung der Pilze (KLICH & PITT 1988). Eine Unterscheidung zwi-
schen den Aflatoxinbildnern A. flavus und A. parasiticus wurde nicht vorgenommen.

Beide Pilze wurden unter A. flavus zusammengefasst.

Die Ergebnisse sind dargestellt in Abbildungen mit logarithmierten Aflatoxinwerten. Fir die
Vergleiche hoch belasteter mit niedrig belasteten Proben sowie in der Sonne und im Schatten
getrockneter Proben wurde der c2-Test durchgefuhrt. Fir die Berechnung der Korrelationsko-
effizienten wurden die Aflatoxinwerte mit In x+1 transformiert und die Pilzkeimzahlen mit In,

um eine Normalverteilung zu erreichen.
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5.9.3. Ergebnisse

Die Ergebnisse der Aflatoxinkonzentration in Abhangigkeit zur Gesamtzahl gekeimter Pilz-

sporen sind in Abb. 30 und der Vergleich von Sonnent und Schattentrocknung in Tab. 20 dar-
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Abb. 30:  Anzahl aller gekeimten Pilzsporen/g Pulver in Abhangigkeit zur Aflatoxinkon-
zentration in der Sonne und im Schatten getrockneter Proben von C. senna fructus

Tab. 20:  Anzahl/g aller gekeimten Pilzsporen von im Schatten und in der Sonnen getrock-
neter C. senna fructus
Max. Keimzahl | Min. Keimzahl | Median | Mittlere Keim-
g o] zahl /g
sonnengetrocknete Proben 736.000 14.000 78.000 199.000
schattengetrocknete Proben 1.585.000 110.000 442.000 518.000

Im Schatten getrocknete Proben haben mehr Pilzkeime. Die mittlere Keimzahl ist mehr as
doppelt so hoch wie die der in der Sonne getrockneten Frichte (Tab. 20). Hohe Pilzkeimzah

len fuhrten auch zu hohen Belastungen mit Aflatoxinen, d. h., es gab keine Probe mit hoher

Pilzkeimzahl und niedriger Aflatoxinkonzentration. Proben mit geringen Keimzahlen konnten

jedoch auch hohe Aflatoxinkonzentrationen aufweisen (Abb. 30).
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Zusammenhange zwischen der Anzahl gekeimter Sporen von A. niger und den Aflatoxinkon

zentrationen sind in Abb. 31 sowie der Vergleich von Sonnent und Schattentrocknung in Tab.

21 dargestellt.
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Abb. 31: Anzahl gekeimter A. niger-Sporen/g Pulver in Abhéngigkeit zur Aflatoxinkon-

zentration bei in der Sonne und im Schatten getrockneten Proben von C. senna

fructus

Tab.21l:  Anzahl/g gekeimter A. niger-Sporen von im Schatten und in der Sonne getrockne-
ter C. senna fructus
Max. Min. i '
Keimzahl /g Keimzahl /g Median i 'ttlz‘;ﬁ Zelm
sonnengetrocknete Proben 462.000 4.000 52.000 134.000
schattengetrocknete Proben 1.045.000 50.000 280.000 349.000

Aspergillus niger ist in allen Proben der dominierende Pilz. Uber 60 % der gekeimten Sporen

sind auf A. niger zurtickzufihren. Durch die Schattentrocknung ist der Anteil von A. niger

weiter erhoht worden (Tab. 21). Proben mit hohen Keimzahlen von A. niger hatten ebenfalls
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hohe Aflatoxinwerte, jedoch gab es auch Proben mit niedrigen A. niger-Keimzahlen und Ho-

hen Aflatoxinkonzentrationen (Abb. 31).

Zusammenhange zwischen der Anzahl gekeimter A. flavus-Sporen und den Aflatoxinkon

zentrationen sind in Abb. 32 sowie der Vergleich von Sonnen und Schattentrocknung in Tab.

22 dargestellt.
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Abb. 32 Anzahl gekeimter A. flavus-Sporen/g Pulver in Abhangigkeit zur Aflatoxinkon-
zentration bei in der Sonne und im Schatten getrockneten Proben von C. senna

fructus

Tab. 22:  Anzahl/g gekeimter A. flavus—Sporen von im Schatten und in der Sonne getrockne-
ter C. senna fructus
Max. Keim Min. Keim- Median I\_/Iittlere
zahl /g zahl /g Keimzahl /g
sonnengetrocknete Proben 220.000 1.000 14.000 44.000
schattengetrocknet Proben 315.000 20.000 85.000 111.000
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Der zweithaufigste Pilz in den Proben ist A. flavus. Ca. 20 % der Gesamtkeimzahlen gehéren

zu A. flavus. Die Schattentrocknung hat ebenfalls das Vorkommen von A. flavus begunstigt

(Tab. 22). Proben mit hohen Keimzahlen von A. flavus hatten auch hohe Aflatoxinkonzentra-

tionen. Proben mit mehr as 15.000/g gekeimter A. flavus-Sporen hatten Konzentrationen von
Uber 25 ng/kg Aflatoxin (S B1, By Gi, &). Niedrige Keimzahlen von A. flavus bedeuteten
aber nicht zwangdaufig auch niedrige Aflatoxinkonzentrationen. Es gab Proben mit weniger

als 5000 gekeimten Sporen/g, die Aflatoxinkonzentrationen von Uber 80 pug/kg (S By, By, Gy,

Gy) aufwiesen (Abb. 32).

Zusammenhange zwischen der Anzahl gekeimter anderer als Aspergilli Pilzsporen und den

Aflatoxinkonzentrationen sind in Abb. 33 sowie der Vergleich von Sonnen und Schatten-

trocknung in Tab. 23 dargestellt.

280000

240000

200000

160000

o Sonne
« Schatten

120000

gekeimte Sporen /g

80000 *

40000 4 4 O

oo
»
»”
o
a
Q

Aflatoxine pg/kg

Abb. 33: Anzahl gekeimter andere als Aspergilli Pilzsporen /g Pulver in Abhangigkeit zur
Aflatoxinkonzentration bei in der Sonne und i m Schatten getrockneten Proben von

C. senna fructus
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Tab. 23:  Anzahl/g gekeimter anderer Pilzsporen von im Schatten und in der Sonne ¢
trockneter C. senna fructus
Max. Keim: Min. Keim- Median Mittlere
zahl/g zahl/g Keimzahl/g
sonnengetrocknete Proben 54.000 2.000 18.000 21.000
schattengetrocknet Proben 225.000 10.000 50.000 59.000

Die Keimzahlen aler anderen Pilze wie Mucor, Penizllium, Rhizopus und Hefen waren in
dieser Reihenfolge in den untersuchten Proben am geringsten vertreten. Der Anteil anderer
Pilze war, gemessen an der Gesamtkeimzahl, in den sonnengetrockneten Friichten grof3er als
bei den im Schatten getrockneten (Tab. 23).

Aufféllig war, dass die Pilzkeimzahlen der anderen Pilze bei den in der Sonne getrockneten
Frichten unabhangig von der Aflatoxinkonzentration waren (Tab. 25). Sie zeigten, anders as
die Aspergilli und die Gesamtkeimzahl, keine steigende Tendenz bei hoheren Aflatoxinkon
zentrationen (Abb. 33). So hatten hoch und wenig aflatoxinbel astete Proben eine signifikant
unterschiedliche Zusammensetzung der Pilzkeimzahlen (Tab. 24). Der Median der Aflatoxin
konzentrationen betrug 15,6 pg/kg.

Tab. 24:

Mittlerer %-Anteil gekeimter Pilzsporen/g in mit <15 pg/kg und > 15 pg/kg Afla-

toxin (S By, By, G1, G2) belasteten sonnengetrockneten Proben

A. niger % A. flavus % andere Pilze %
<15ug/kg 55 15 31
>15ug/kg 68 25 7

C2vers = 19,03 > c274, (1;5%) =3,85

Der Anteil der anderen Pilze an der Gesamtkeimzahl betrug in den wenig belasteten Friichten
31 % und in den hoch belasteten Proben jedoch nur 7 %. Die Dominanz der Aspergilli Pilze
war in hoch belasteten Proben also deutlich gréfier.

Der Vergleich von Schattentrocknung mit Sonnentrocknung zeigte ein dhnliches, jedoch bei a
5 % nicht signifikantes Ergebnis (Tab. 25).
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Tab. 25:  Mittlerer % Anteil gekeimter Pilzsporen im Schatten und in der Sonnen getrock-

neter der C. senna fructus

A niger % A. flavus % andere %

sonnengetrocknete Proben 60 18 22

schattengetrocknete Proben 66 21 13
CAyers = 2,83 < C2ry (1,5%) =3,85

Die Trocknung im Schatten fihrte zu einer noch stérkeren Dominanz des Aspergillus. Der
Anteil der Pilzkeime von A. niger stieg von 60 % auf 66 %, der von A. flavus von 18 % auf

21 %, wahrend der Anteil anderer Pilze von 22 % auf 13 % zurlckging.
Die Korrelationsanalyse von Pilzkeimzahlen und Aflatoxinkonzentrationen lieferte die in Tab.

26 zusammengefassten Resultate.

Tab. 26: Korrelationskoeffizienten zwischen Anzahl gekeimter Sporen und Aflatoxinkon-

zentration von in Sonne und Schatten getrockneten Proben C. senna fructus

A niger A. flavus andere Pilze gesamt Pilze
r tvers r tvers r tvers r tvers
sonnengetrockrete | 0.7 4 975 | 0g1| 6624 |020| 0979 | 071 | 4248
Proben 2
schattengetrocknete| 0.5 | 5 4e0 | 063| 4056 | 067 | 4513 | 065 | 4277
Proben 7

trap SONNEngetrocknet (23/5%) = 2,069 trap SChattengetrocknet (25/5%) = 2,060

Die stérkste Korrelation wurde mit einem Koeffizienten von r = 0,81 zwischen der Aflatoxin
konzentration und der Anzahl gekeimter Sporen bei A. flavus von in der Sonne getrockneten
Proben gemessen. Auch die gekeimten A. niger- sowie die Gesamtpilzkeimzahlen korrelierten
signifikant positiv mit den Aflatoxinkonzentrationen in den Proben. Es bestand lediglich kei-
ne nachweisbare Korrelation zwischen der Anzahl anderer Pilzen von in der Sonne getrockne-

ter Frichte und ihren Aflatoxinkonzentrationen.

5.9.4. Diskussion

Die Ergebnisse der Bestimmung von Pilzkeimzahlen in unterschiedlich getrockneten Proben
von C. senna fructus zeigen deutlich, dass bezliglich des Besatzes an Pilzkeimzahlen die Son
nentrocknung deutliche Vorteile besitzt. In erster Linie werden durch die Sonnentrocknung
die Anzahl keimender Sporen reduziert. Zusétzlich ist der Anteil an Pilzen der Gattung As

pergillus in sonnengetrockneten Proben niedriger als bei deren der Schattentrocknung. Der
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vermutete Zusammenhang zwischen der Anzahl an Pilzsporen des Aflatoxinbildners A. flavus
und der Aflatoxinkonzentration konnte mit dem Koeffizienten von r = 0,81 bei A. flavus von
in der Sonne getrockneten Proben belegt werden Dass andere Faktoren als die Anzahl A. fla-
vus-Sporen in einer Probe fir die Aflatoxinkonzentration ebenfalls von grof3er Bedeutung
sind, ist ebenfalls deutlich geworden. So liegt der Korrelationskoeffizient zwischen A. flavus
Pilzsporen und der Toxinkonzentration bei den im Schatten getrockneten Proben bei r = 0,63.
Keinen zwangdaufig direkten Zusammenhang zwischen der Keimzahl von A. flavus und A.
prasiticus und dem Aflatoxingehalt haben auch BASERL & SCHMIDT-LORENZ (1981) festge-
stellt. Entscheidender als die blof3e Keimzahl sind die spezifischen Aflatoxinbildungspotentia-
le der einzelnen A. flavus-Stamme, die Mikroklimate und Nahrstoffversorgung der Aflatoxin

bildner sowie die Konkurrenzbedingungen zu anderen Mikroorganismen.

Eine Aflatoxinvermeidung oder Reduzierung durch die Konkurrenz von A. niger konnte im
Gegensatz zu Aziz & SHAHIN (1997) FARAJ et d. (1993) und WickLow et al. (1987) nicht
bestétigt werden.
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6. Gesamtbetrachtung der Aflatoxinproblematik von C. sennain

Indien

Von den pharmakologisch verwerteten Bestandteilen der C. senna werden fast ausschlief3dich
nur in den Frichten Aflatoxine nachgewiesen (Kapitel 5.1.3.1.). Blétter der C. senna haben
selbst bei hoher Infektion mit A. flavus kaum nachwei sbare Aflatoxinkonzentrationen (K apitel
5.1.3.2.). Sennesprodukte der Firma roha arzneimittel wurden von Friichten auf Blétter der C.
senna angustifolia umgestellt. Insgesammit stellen die Frichte der C. senna jedoch im Ver-
gleich zu klassischen anderen aflatoxinhaltigen Frichten wie Erdniissen oder Mais ein fur die
Aflatoxinbildung weniger geeignetes Substrat dar. Die Konzentrationen in indischer Han
delsware der C. senna fructus liegen Uberwiegend im unteren bis mittleren pg/kg-Bereich
(Abb. 34). Etwa 25 % der 257 untersuchten Proben indischer Handel sware entsprachen der
strengen europai schen Aflatoxin-Qualitétsanforderungen. 75 % der Proben hatten Aflatoxin-
belastungen von weniger als 11 pg/kg (S B1, B2, G1, G2). Die Maximalkonzentration in indi-
scher Handelsware betrug 82 pg/kg Aflatoxine (Abb. 34).
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Abb. 34: Box Whisker Plot mit Maxima, Quartilen und Minima fur Aflatoxinvorkommen
(S By, By, G1, G>) in n = 257 Proben indischer Handelsware C. senna fructus

Die Verteilung der Aflatoxine ist generell sehr inhomogen. Zum einen gibt es grof3e standort-
und saisona bedingte Unterschiede in der Aflatoxinbelastung von Sennesfriichten. So variier-

ten in Frischmaterial unterschiedlicher Standorte und Erntezeitpunkten stidindischer Bauern
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die gefundenen Aflatoxinkonzentrationen zwischen 0 und 255 pg/kg Aflatoxine (Kapitel.
5.2.3.). Noch grofsere Unterschiede der Aflatoxinkonzentrationen bestanden hingegen in den
einzelnen Frichten einer belasteten Probe. In einzelnen Friichten waren Aflatoxinkonzentrati-
onen bis zu 16.800 pg/kg Aflatoxin (S B1, B2, G1, G2) moglich (Kapitel 5.5.3). Innerhab
einer normal belasteten Probe waren jedoch immer nur wenige Friichte aflatoxinhaltig, der
Uberwiegende Antell der Frichte war vollkommen aflatoxinfrel (Kapitel 5.1.3.5.). Die Aflato-
xine in den belasteten Frichten konzentrierten sich vor alem in den Samen und Epidermis-
antellen (Kapitel 5.1.3.7.).

Beschadigungen durch Insekten sind keine zwingende Vorraussetzung fir die Bildung von
Aflatoxinen in C. senna. Dennoch sind sie ein bedeutsamer Wegbereiter fur A. flavus
Infektionen mit Aflatoxinbildung. Der Anteil von beschadigten Fruchten in der Frischware
hatte signifikante Auswirkungen auf die Aflatoxingehalte (Kapitel 5.1.3.3 und 5.2.3). Die
Schéadigungen wurden hauptséachlich durch den in Indien auf dem Feld auftretenden Frucht-
schadling Epestia elutella verursacht. Der Anteil an von Insekten beschédigter Friichte der C.
senna ist dlerdings in der Regel nur sehr gering (Abb. 35).
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Abb. 35: Anteil Aufgrund von Insektenschaden aussortierten frischen Frichten der C. senna
in 311 stdindischen Chargen mehrerer Anbaujahre auf dem Sortier- und Trock-
nungsplatz in Tuticorin

In 262 oder 84 % der Chargen lag der Anteil aussortierter Friichte bei weniger as 2 %. Nur in
14 oder 5 % der Chargen wurden mehr als 5 % der Frichte aufgrund von Insektenbeschadi-
gingen aussortiert (Abb. 35).
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Esist aso festzustellen, dass der Anteil insektenbeschadigter Friichte im stidindischen Senna-
Anbau in der Regel so gering ist, dass eine generelle Schadlingsbekampfung zur Vermeidung
von Aflatoxinkontaminationen wenig erfolgversprechend ist. Dies belegen auch die durchge-
fuhrten Feldversuche (Kapitel 5.4.). Die Vermeidung von Trockenstress mittels Bew&sserung
alleine fuhrte zu keiner Dezimierung der Aflatoxinkonzentrationen. Auf den bewé&sserten Fl&
chen traten vermehrt die al's Wegbereiter fir A. flavus bedeutsamen Insektenbeschéadigungen
auf. Die Behandlung mit dem Neem — Praparat (NeemAzal T/S®) filhrte ebensowenig zu der

gewilnschten Vermeidung von Aflatoxinen.

Insgesamt stellt die Aflatoxinkontrolle vor der Ernte ein komplexes Problem dar, bei dem das
Zusammenspiel von Pflanze, Pilz, Insekten und abiotischen Faktoren zu berticksichtigen ist.
Da ein nicht unbedeutender Tell der Aflatoxine in C. senna schon auf dem Feld im wachsen-
den Bestand gebildet und dort Grundlagen fur weitere Aflatoxinbildung nach der Ernte g
schaffen werden, ist es von grol3er Wichtigkeit, Mal3nahmen zu ergreifen, die die Infektionen
mit aflatoxinbildenen Pilzen auf dem Feld vermeiden.

Weiterzufthrende oder noch zu untersuchende Ansétze zur Vermeidung der Aflatoxinbildung

vor der Ernte sind:
» Zichtung resistenter Sorten (Kapitel 5.8)
» Entwicklung spezifischer fungizider Wirkstoffe
» Entwicklung Aflatoxinsynthese hemmender Wirkstoffe (Kapitel 5.4. und 5.5.)

» Verdrangung aflatoxinbildender A. flavus-Pilzen durch Ausbringung atoxigener A. fla-
vus Pilze (BROWN & COTTY 1991, COTTY 1994)

Die Trocknung ist ein entscheidender Faktor fir den Aflatoxingehalt in Sennesfriichten. Ein
Grofdtell der in Indien nachgewiesenen Aflatoxinen n C. senna fructus wurde wahrend der
Trocknung der Friichte gebildet (Kapitel 5.5.). Durch Verbesserung des Trocknungsverfahren
konnte die Aflatoxinkonzentrationen gesenkt werden. Die kontrollierte Trocknung auf dem
Sortier- und Trocknungsplatz in Tuticorin, bel der im Gegensatz zu der Trocknung in den
Dorfern eine vollstéandige und schnelle Trocknung auf Restfeuchten > 10 % gewdhrleistet
war, fuhrte zu einer deutlichen Reduzierung der Aflatoxinkonzentrationen gegentber der her-

kémmlichen Ware der Region des gleichen Zeitraumes (Abb. 36).
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Abb. 36: Box Whisker Plot mit Maxima, Quartilen und Minima fir Aflatoxinvorkommen (S
Bi, B, Gi, Gp) in sudindischen Dorfern der Region getrockneten (n = 82), sowie
auf dem Sortier und Trocknungsplatz in Tuticorin (n = 84) getrockneten Friichten
der C. senna

Durch die kontrollierte Trocknung auf dem Trocknungsplatz in Tuticorin (siehe auch Kapitel
5.5.) konnten die Aflatoxinkonzentrationen auf mehr als die Hélfte reduziert werden. Bel den
kontrolliert getrockneten Friichten liegen sowohl das Maximum als auch das 75 % und 25 %-
Quartil um jeweils mehr as die Halfte unterhalb des zum gleichen Zeitraum in den Dérfern
der Region getrockneten Proben. Von den auf dem Trocknungsplatz produzierten Chargen
entsprachen 40 % den européischen Aflatoxinrichtlinien, wahrend es bei den in den Dorfern
getrockneten Chargen des gleichen Zeitraumes nur 17 % waren. Die kontrollierte Boden
trocknung fuhrt zwar zu einer Reduzierung der Aflatoxinbildung wahrend der Trocknung,
jedoch war diese Reduktion aleine nicht ausreichend, um eine vollstandige Unbedenklichkeit
und Gewahrleistung europaischer Qualitatsstandards zu gewahrleisten. Aus diesem Grund
wurde das Trocknungsverfahren mittels des Hohenheimer Solartrockners, mit dem die Trock-
nungszeit nochmals von drei auf einen Tag verklrzt werden konnte, weiter verbessert (Kapitel
5.5.3.). Durch die Trocknung mit dem Hohenheimer Solartrockner konnte die Aflatoxinbil-
dung wahrend der Trocknung noch einmal um etwa die Halfte der kontrollierten Trocknung
reduziert werden. Eine komplette Unterdriickung der Aflatoxinsynthese wahrend der Trock-

nung ist jedoch auch mit diesem Trock nungsverfahren noch nicht erreicht.
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Die mycologischen Untersuchungen von Pilzkeimzahlen haben die Vorteile einer guten
Trocknung von C. senna belegen konnen. Die schnellere Sonnentrocknung fuhrte zu einer
geringeren Anzahl keimender Pilzsporen, die Schattentrocknung zu einer héheren Anzahl
Pilzsporen. Die Reduktion der Pilzsporen wirkte sich auf die dominierenden Pilze der Gattung
Aspergillus stérker aus a's auf andere Pilzgattungen. Die Untersuchungen konnten die grof3e
Bedeutung der spezifischen Aflatoxinbildungspotenziale einzelner Aspergillus flavus-
Stammen sowie deren Konkurrenzbedingungen zu anderen Mikroorganismen belegen. So
bedeutete eine geringe Sporenanzahl von A. flavus nicht zwangsaufig eine geringe Aflatoxin
belastung.

Die Lagerung von C. senna in Indien findet in der Regel unter Bedingungen statt, die weitere
mikrobiologische Aktivitdt nicht ausschlief3en konnen. Die Lagertemperatur lag in den mels-
ten Féalen sehr hoch, und zwar bei Werten um 30 °C. In den sldindischen Lagerhdusern ist
zusatzlich die Luftfeuchtigkeit so hoch, dass eine Wiederbefeuchtung selbst von ausreichend
getrockneten Friichten tber kritische a,-Werte nicht auszuschlief3en ist. Die Konstruktion der
meisten Lagerrdume kann Wasserschaden wéahrend der Regenzeit nicht ausschlief3en. Dies
erkléart, warum wahrend der Lagerung von C. senna in Indien sowohl Zu- als auch Abnahmen
der Aflatoxingehalte in den Frichten festgestellt wurden. Aufféllig war, dass in gelagerter
Ware der C. senna fructus die Abnahmen der Aflatoxingehalte gegentiber den Zunahmen den
Uberwiegen (Kapitel 5.6.). Es ist somit anzunehmen, dass einmal getrocknete C. senna fructus
Eigenschaften besitz, die die Aflatoxinbildung unterdriicken. Mikrobiologische und bioche-

mische Untersuchungen zu diesem Sachverhalt stehen noch aus.

Durch die grof3raumig angelegte und mehrjahrig durchgefihrte Untersuchung konnten sowohl
regionale als auch sisonale Unterschiede der Anbau und Verarbeitungsbedingungen mit
Auswirkungen auf die Aflatoxinbildung in C. senna festgestellt werden (Kapitel 5.7). Die
wichtigsten Unterschiede sind in Tab. 27 zusammengefasst.
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Tab. 27: Regionale und saisonale Unterschiede des Anbaus von C. sennain Indien

Tamilnadu Gujarat
Anbau einjahrig mehrjahrig
Ernte nur Friichte oder Blétter gesamte oberirdische Pflanze
Trocknung Frichte und Bléatter getrennt ganze Strauchteile
Klima
Regenzeit Oktober — Dezember Juli — August
N Kuhle Wintermonate, Nacht-
Temperaturen ganzjarig 'ggr?geraturen um temperaturen < 10 °C, sehr
heile Sommer > 40 °C
Luftfeuchtigkeit sténdig hoch > 70 % in Trockenzeit < 50 %
Aflatoxine
hohes Juni — September Juli — September
Aflatoxinpotenzial (Fk;flgnzen unter Trock_enstr_ess (Uberreife Pflanz_en b_ei hoher
el hoher Luftfeuchtigkeit) L uftfeuchtigkeit)
geringes Februar — April Dezember — April
atonporal | Owenle e eTro | (e Terperuen >

Die in Gujarat praktizierte Ernte der ganzen Uberirdischen Pflanze und nachfolgender Trock-
nung ganzer Strauchteile erwies sich als Vortell beziglich der Aflatoxinbildung in C. senna
(Kap. 5.7.). Weitgehende Aflatoxinfreiheit konnte in Gujarat jedoch nur bel saisonal vor-

kommender geringer Luftfeuchtigkeit und niedrigeren Temperaturen erreicht werden.

In Tamilnadu war die erste Ernte der Sennespflanzen am geringsten mit Aflatoxinen belastet,
selbst wenn die Trocknungsbedingungen teilweise weniger gut waren as bei den spéteren
Ernten. Bel der ersten Ernte handelt es sich dort um junge, vitale Pflanzen, die noch nicht
durch vorherige Blatternten allgemein geschwécht wurden und in der Regel noch mit ausrei-
chend Bodenfeuchtigkeit versorgt sind. Dies fuhrt zu einer geringeren Aflatoxinbildung vor

der Ernte, die bei guter Trocknung erhalten bleibt.

Die Konzentrierung der Fruchternten auf die klimatisch und anbaubedingt bevorzugten Ernte-
perioden der einzelnen Anbaugebiete ist eine kostensparende Methode der Erzeugung europé
ischer Qualitatsstandards entsprechender C. senna fructus. Der Versuch, den Anbau von Sen-
na auch im Bundesstaat Rajasthan zu etablieren, konnte sich aufgrund dhnlicher klimatischer
Bedingungen und Anbautechniken wie in Gujarat (Kutch) vorteilhaft auf das Aflatoxinvor-
kommen in indischen Sennesfriichten auswirken. Der Nachteil dieser Methode besteht jedoch
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darin, dass nur ein Tell der Gesamternte den Qualitdtsmalistaben entspricht, die standig tUber-
wacht werden muf3. Aus diesem Grund ist es wichtig, Verfahren zur Vermeidung und Redu-

zierung von Aflatoxinen in C. senna fructus weiter zu entwickeln.

Die Vermeidung der Aflatoxinbildung vor und nach der Ernte durch Neem — Prdparate und
der Vermeidung von zu grof3er Trockenheit vor der Ernte mittels Bewdasserung hat nicht zu
den erhofften Ergebnissen geflihrt. Einen vielversprechenden Ansatz zur Reduzierung der
Aflatoxine vor der Ernte lieferte hingegen der Versuch mit afrikanischer C. senna acutifolia
(Kapitel 4.10). Diese Pflanze, mit weitgehend gleichen pharmakologischen Wirkstoffen, be-
sitzt eine genetisch bedingte erhdhte Resistenz gegen Pilzinfektionen. Es steht noch aus, die
Ursachen dieser Resistenz zu kléren und die positiven Eigenschaften auf indische C. senna

angustifolia zu Ubertragen.

Die Aflatoxinbildung nach der Ernte konnte durch Verbesserungen der Trocknungsverfahren
deutlich reduziert werden. Um die Aflatoxinbildung nach der Ernte vollstandig zu verhindern
muissen jedoch noch weitere Mal3nahmen folgen. Diese konnten sein, dass frisches Erntegut
nur noch Temperaturen ausgesetzt wird, bei der keine Aflatoxinbildung mehr moglich ist, also
Temperaturen von entweder < 10 °C oder > 45 °C. Mittels der Trocknung im Hohenheimer
Solartrockner war dies erst 24 Stunden nach der Ernte der Fall. Der Vorteil einer solchen Me-
thode gegenlber der Applizierung fungizider Wirkstoffe besteht in der Vermeidung von
Rickstandsproblematiken.

Solange die Aflatoxinbildung nicht vollsténdig verhindert werden kann, sind Detoxifizie-
rungsverfahren haufig die einzige Moglichkeit, strenge Qualitétsstandards fir Aflatoxine ein
halten zu kdnnen. Eine zumindest partielle Methode der Detoxifizierung von Aflatoxinen in
C. senna war haufig durch einfache Lagerung in ungepresster Form gegeben. Im Gegensatz
zu vielen anderen Frichtenwurden in C. senna bel der Lagerung in Indien (Kapitel 5.6.) ver-
mehrt Aflatoxine abgebaut. Diese Art der Detoxifizierung ist jedoch sehr unsicher und fuhrt
zudem zu generellem Qualitatsverlust der sensorischen Eigenschaften der Ware. Da bei dieser
Methode auch andere nachteilige mikrobiologische Aktivitdten nicht auszuschlief3en sind, ist

von dieser Methode der Detoxifizierung abzusehen.

Der Umstand, dass die Aflatoxine sehr ungleich in belasteter Ware verteilt sind und immer
nur sehr wenige Friichte aflatoxinhaltig sind, macht Sortierungsverfahren zur Detoxifizierung
moglich. Die Sortierung von frischen Frichten hat den Vortell, dass Frichte mit erhdhtem
Aflatoxinpotenzial, wie die von Insekten beschadigten oder Uberreifen Friichte, leichter visu

ell erkennbar sind. Der Nachteil der Sortierung frischer Frichte besteht jedoch darin, dass der
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Trocknungsprozess durch die Sortierung verzogert wird, was zu mikrobiologisch verursachten
Qualitatsminderungen fuhrt. Optimal wére eine hoch selektive Sortierung der wenigen aflato-
xinhaltigen Frichte nach einer bestmdglichen Trocknung. Durch eine Detoxifizierung durch
Selektion gegentiber chemischen oder physikalischen Verfahren wird die Qualitdt der Ware
nicht nachteilig beeinflusst. Geeignete Selektierkriterien und -methoden zur Aflatoxinreduk

tion von getrockneter C. senna fructus missen jedoch noch gefunden werden.
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7. Zusammenfassung

Die Arzneipflanze Cassia senna L. ist aufgrund der verlasslichen Wirkung und der guten Ver-
traglichkeit eines der meistgenutzten pflanzlichen Laxanzien mit einer weltweit steigenden
Nachfrage. Indien ist seit vielen Jahrzehnten das wichtigste Anbau und Exportland dieser
Pflanze. Da C. senna keine hohen Anspriiche an Bodenqualitét stellt und zusétzlich sehr tro-
ckenheits- und salzresistent ist, kann sie auf Standorten produziert werden, die fur die Produk-
tion von Nahrungsmitteln nicht geeignet sind. Aus diesem Grunde erfolgt der Anbau in Indien
sowohl in der besonders trockenen stidostlichen Region des indischen Bundesstaates Tamil-
nadu, als auch auf der Halbinsel Kutch im nérdlich gelegenen Bundesstaat Gujarat. Fir dort
ansdssige Bauern ist C. senna eine wichtige Einkommensquelle, vor alem in den Trockenpe-
rioden. In jungster Vergangenheit gab es Exportschwierigkeiten von indischen Sennesfriich
ten vor allem nach Europa aufgrund von Kontaminationen mit Aflatoxinen. Aflatoxine sind
hochgiftige Mykotoxine, die hauptsachlich von den Pilzen Aspergillus flavus und Aspergillus

parasiticus gebildet werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde das Vorkommen von Aflatoxinen in der Arzneipflanze C.
senna in Indien untersucht. Es wurden Konzepte zur Vermeidung von Aflatoxinen in C. senna
vorgestellt, mit dem Ziel der Einhaltung européischer Qualitéatsstandards. Dazu wurden Feld-,
Trocknungs- und Lagerungsversuche durchgefihrt. Insekten, die in Cassia senna Aflatoxin
belastungen ausl6ésen kdnnen wurden bestimmt und deren Bekdmpfungsmaoglichkeiten tber-
pruft. In pulverisierten Proben wurden Pilzkeimzahlen in Abhéngigkeit zur Aflatoxinbe-
lastung untersucht. Die Konzentrationsbesimmung von Aflatoxinen in ca. 1000 Proben er-
folgte durch eine HPLC-Methode mit vorheriger Anreicherung Uber Immunoaffinitétssulen

und einer Detektion nach Derivatisierung mittels KOBRA-Zelle und Fluoreszenzmessung.

Die Ergebnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen:

Aflatoxinein C. senna:
Mit der angewandten HPLC - Methode konnten AFB;, AFB,, AFG; und AFG; nach-

gewiesen werden. Der weit Uberwiegende Teil der Aflatoxine bestand aus Aflatoxin

B;. Die anderen Aflatoxine wurden, wenn Uberhaupt, in abnehmender Reihenfolge

AFB;, AFG; und AFG; nur in unbedeutenden Konzentrationen nachgewiesen.

Vorwiegend betroffene Pflanzenbestandtelle

Grenzwertliberschreitende Aflatoxinbelastungen indischer Handelsware betrafen aus-

schliefdlich C. senna fructus. Blattdrogen der Pflanze waren weitgehend frei von Afla
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toxinen. In einem Laborversuch erwiesen sich die Blétter as ein Substrat mit 100fach
geringerem Aflatoxinbildungspotentzia als die Frichte indischer C. senna. In belaste-
ten Proben wurden Aflatoxine nur in ca. 1% der untersuchten Friichte nachgewiesen.
Der Uberwiegende Teil der Frichte, auch bei hoch belasteten Chargen, war frel von
Aflatoxinen. Innerhab der Friichte befinden sich die Aflatoxine vor alem in den S

men sowie den Epidermisanteilen des Perikarps.

Merkmal e aflatoxinbel asteter Friichte:

Schédlinge kénnen die pflanzeneigene Abwehr gegen Pilzinfektionen schwéchen und
fungieren als Vektoren. So wurden Fral3schaden in frischen Friichten durch Larven des
entdeckten Sennes-Schadlinges Ephestia elutella (Hubner) (Lepidoptera; Pyralidae)
as ein Indiz fur mogliche Aflatoxinbelastungen ermittelt. In 65 untersuchten Proben
konnte der Aflatoxingehalt zu ca. 50 % auf den Anteil der von diesem Insekt besché:
digten Friichte zuriickgefiihrt werden. Ein weiteres Merkmal war der Reifegrad. Uber-
reife Frichte zeigten bel Feldsammlungen eine erhdhte Aflatoxinbelastung. In ge-
trockneten Frichten konnten noch keine geeigneten Kriterien gefunden werden, die
auf Aflatoxinbelastungen hindeuten.

Die Aflatoxinbildung vor der Ernte:

Die Aflatoxinbelastungen in Frischware betrugen zwischen nicht nachweisbar und 255
Hg/kg. Von 65 Proben waren 55 % mit weniger as 2 pg/kg und 25 % der Proben wa
ren mit mehr as 10 pg/kg Aflatoxinen belastet. Etwa die Hélfte der stdindischen
Fruchternte von C. senna Uberschreitet européische Aflatoxingrenzwerte schon vor der

Ernte.

Behandlung von C. senna fructus mit Neem — Praparaten:

In Petrischalenversuchen erwies sich NeemAzal T/S® as wirksames Préparat fir die
Bekampfung der Larven des Schadling Ephestia elutella. In Feldversuchen konnte die
Wirkung von NeemAza T/S® auf den Schadling redoch nicht mehr nachgewiesen
werden. Der Anteil Frichte, die aufgrund deutlicher Fral3schaden manuell aussel ektiert

werden konnten, lag im stidindischen Anbau in der Regel bei weniger als 2 %.

In Laborversuchen bewirkten Neem — Préparate eine Verminderung der Aflatoxin-
synthese von A. flavus. Die Reduzierung der Aflatoxinbildung war bel Neemblatt-
Wasser-Extrakt starker als bei NeemAzal T/S® ausgeprégt. Die verwendeten Neem —
Praparate konnten jedoch die Aflatoxinsynthese nicht unter kritische Werte driicken.
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In Feldversuchen waren die Auswirkungen von NeemAzal T/S® auf die Aflatoxin

synthese nicht mehr nachweisbar.

Einfluss der Trocknung auf die Aflatoxinkontamination:

Es wurde festgestellt, dass sich bei der Trocknung die Aflatoxinkonzentrationen in der
Regel mehr als verdoppeln. Bei gering belastetem Ausgangsmaterial und schlechtem
Trocknungsverfahren stieg die Aflatoxinkonzentrationen wahrend der Trocknung um
ein Vielfaches. Die Trocknungsbedingungen waren wesentlicher Faktor der Aflatoxin
bildung. Die meisten Aflatoxine wurden bel der Trocknung im Schatten gebildet, ge-
folgt von der Trocknung in den Dorfern und der kontrollierten Sonnentrocknung. Am
geringsten war die Aflatoxinbildung wahrend der Trocknung im Hohenheimer Solar-

trockner.

Einfluss der Lagerung auf den Aflatoxingehalt:

In 33 mehrfach untersuchten Chargen wurden nach einer mindestens vierwdchigen
Lagerung in Indien doppelt so héufig Konzentrationsabnahmen wie Konzentrationszu-
nahmen festgestellt. C. senna unterscheidet sich so von vielen anderen Frichten mit
Aflatoxinproblemen, bei denen unter vergleichbaren Lagerungsbedingungen die Kon-
zentrationen eher zunehmen. Es ist anzunehmen, dass bel der Trocknung von C. senna

Stoffe gebildet werden, die die Aflatoxinbildung von A. flavus erschweren.

Regionale und saisonale Unterschiede:

Es wurde kontinuierlich Ware aus den beiden Hauptanbaugebiete in Tamilnadu und in
Gujarat (Kutch) Gber mehrere Jahre untersucht. Sennesfriichte aus Gujarat waren we-
niger belastet als Frichte aus Tamilnadu. In Tamilnadu waren 23 % von 83 Proben mit
weniger als 4 pg/kg belastetet, in Gujarat waren es 54 % von 74 Proben. Proben mit
mehr als 10 pg/kg kamen in Tamilnadu (43 %) haufiger als in Gujarat (26 %) vor. Ge-
ringe Aflatoxinbelastungen wurden in Tamilnadu in erster Line bei der ersten Ernte
erzielt. In Gujarat waren vor allem die Ernten in den kihleren und durch geringe L uft-
feuchtigkeit ausgezeichneten Wintermonaten kaum aflatoxinbelastet. Neben den kli-
matischen Unterschieden hatte auch die in Gujarat praktizierte Ernte und Trocknung
ganzer Strauchteile Vorteile bezuglich der Aflatoxinbildung gegentiber der in Tamil-

nadu praktizierten getrennten Frucht- und Blatternte.

Herkunftspezifischen Unterschiede:

Es wurden aus dem Sudan stammendes Saatgut der C. senna acutifolia in Indien kulti-

viert und Unterschiede beziiglich der Pilzresistenz und Aflatoxinbildung gegeniber
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Zusammenfassung

indischer C. senna angustifolia ermittelt. In Indien geerntete Friichte afrikanischen
Saatguts zeigten bei der Bebritung in Petrischalen deutlich geringeren Pilzbefall und
geringere Aflatoxinbelastungen. Die Maximalkonzentration betrug 35,2 pg/kg gegent
Uber 2.503,4 pug/kg in Frichten indischen Saatguts.

In drei Feldversuchen mit Saatgut beider Herkinfte in Indien betrug die Maximalkon-
zentration 15,7 pg/kg in C. senna angustifolia gegentiber 6,9 pg/kg in Frichten der C.
senna acutifolia. Pflanzen des afrikanischen Saatguts hatten unter sidindischen
Wachstumsbedingungen jedoch eine deutlich reduzierte Bliteninduktion und Frucht-
bildung gegentiber den Pflanzen aus |okalem Saatgut.

Zusammenhédnge zwischen Pilzkeimzahlen und Aflatoxinkonzentrati onen:

In 52 Probenpulvern aus Sonnen- und Schattentrocknung mit Aflatoxinbelastungen
zwischen 0,4 pg/kg bis 177,5 pg/kg wurden Pilzkeimzahlen von 14.000 bis
1.585.000/g ermittelt. Die Pilzkeimzahlen in schattengetrockneten Proben waren in der
Regel hoher als in sonnengetrockneten Proben. Die Gattung Aspergillus dominierte in
alen untersuchten Proben. Dabel Uberwogen keimbildende Sporen von Aspergillus
niger (ca. 60 %) die der Aspergillus flavus-Gruppe (ca. 20 %). Pilze, die nicht zur Gat-
tung Aspergillus zdhlen, wie Mucor, Penicillium, Rhizopus und Hefen, waren mit ins-
gesamt ca. 20 % deutlich geringer vertreten. Es gab signifikante Korrelationen zwi-
schen Aflatoxinkonzentrationen und der Anzahl gekeimter Pilzsporen. Die Korrelation
zwischen Pilzkeimzahlen von A. flavus und Aflatoxinkonzentrationen in sonnenge-
trockneten Proben betrug r = 0,81. Die Komplexitét von unterschiedlichen Aflatoxin-
bildungspotenzialen einzelner Pilzstédmme und deren spezifischen Wachstums- und
K onkurrenzbedingungen wurde deutlich, indem auch bei sehr geringer Keimzahl von
A .flavus hohe Aflatoxinbelastungen auftreten konnten. Es konnte kein Pilz identifi-

ziert werden, der eine signifikante Reduktion von Aflatoxinen bewirkte.
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Zusammenfassung

Um die Produktion von C. senna fructus in Indien gemaid européischer Qualitétsrichtlinien
weiterhin zu gewdahrleisten und ggf. mengenmaldig auszubauen, muissen Konzepte zur Ver-
meidung der Aflatoxinbildung vor der Ernte und wéhrend der Trocknung weiter betrieben und

weiter entwickelt werden bzw. effektive Detoxifizierungverfahren gefunden werden.

Schwerpunkte zukUnftiger Arbeiten sollten sain:

> Die Ubertragung der positiven Eigenschaften von C. senna acutifolia afrikanischer
Herkunft auf indische C. senna angustifolia mit Beibehaltung oder Erhdhung des B-

tragspotenzias;
» Die Entwicklung geeigneter Selektierverfahren zur Detoxifizierung;
> Dieweitere Verbesserung der Nacherntekonzepte,

» Die Vermeidung von Aflatoxinen durch Verdrangung aflatoxinproduzierender Pilze

mittels atoxigener Pilzstamme;

» Die Vermeidung von Aflatoxinen mit Hilfe von fungizieden Substanzen, die Entwick-

lung oder Toxinproduktion toxigener Pilze unterbinden.
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8. Summary

Studies on occurrence and avoidance of aflatoxin and insect damage
in Cassasenna L. in India

Senna (Cassia senna L., Caesalpiniaceae) is known since centuries as a highly effective and
safe laxative. It is worldwide one of the most important medicinal plants with a rising de-
mand. India is for many decades the most important country for cultivation and export of this
plant with third highest export volume after Papaver somniferum L. and Plantago psylliumL..
Since C. senna is adapted to drought and saline conditions and does not require high soil qual-
ity, it is usualy produced at locations, which are not suitable for production of food crops. In
India most of the cultivation of C. senna is done in the particularly dry south-eastern region
(Federal State of Tamilnadu) and on the peninsula Kutch in Federal State of Gujarat. Attempts
are undertaken to establish the production of senna also in desert areas of Rajasthan. For
farmer C. senna is an important source of income, especially during dry seasons. Recently,
the export of senna pods, especialy into European markets, has been seriously dfected by
aflatoxin problems. Aflatoxins are highly toxic substances produced of the fungi Aspergillus
flavus and A. parasiticus.

The following study was undertaken to collect data on the occurrence of aflatoxins and to
develop an appropriate production method in order to meet European quality standards in In-
dian senna production. In a five year study samples of senna production from two main e
gions of cultivation (Tamilnadu, Gujarat/Kutch) have been taken continuously, and special
laboratory test, drying and field trials where undertaken. More than 1000 samples have been
analysed for aflatoxin content by HLPC method with previous enrichment of toxins by im

muno-affinity-colums and detection after derivatisation in KOBRA-cell.
In particular the main objectives of this study were:

» toidentify which parts of the plant are contaminated with aflatoxin,
to seeif there are visible characteristics of an aflatoxin contamination,
to determine the pre- harvest aflatoxin production,

to assess the impact of insect pests on aflatoxin content,

YV V V V¥V

to study the effect of neem applications on Ephestia elutella (Lepidoptera; Pyralidae)

and on aflatoxin production,
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to determine the influence of various drying procedures on aflatoxin content,
to determine the impact of different storage methods on the aflatoxin production,
to identify seasonal and regional differences of aflatoxin production,

to identify resistances in different varieties of C. senna to fungus infections,

YV V VY VYV VY

to find correlations between fungus counts and amount of aflatoxin produced

The results can bee summarised as follows:

Aflatoxine in C senna:

With the applied HPLC-method AFB1, AFB2, AFG1 and AFG2 were identified. The far
outweighing part of aflatoxin consisted of the highly toxic AFB;. The other toxins AFBy,
AFG; and AFG; were only found at minor concentrations.

Contaminated parts of the plant:

Only in fruits of C. senna aflatoxin concentrations were found to exceed critical limits. In
contrast, leaves of Indian C. senna were to a large extent free of aflatoxin. If found, concen

trations were 100 times less than in pods.

Usually, within a sample only a few fruits (approx. <1%) contained aflatoxins. Most of the
aflatoxin load came from even less fruits with very high contamination. Within the fruits afla-

toxins were concentrated mainly in the seeds and in the epidermis.

Visible characteristics of an aflatoxin contamination:

Visible characteristics of an aflatoxin contamination has been found in fresh fruits damaged
by larvae of the insect Ephestia elutella (Huebner) (Lepidoptera; Pyralidae). In 65 examined
samples the aflatoxin content could lead back too approx. 50 % on the portion of fruits that
damaged by this insect. The insect weaken the resistance of the plants against fungi and can
act as a vector of aflatoxigenic fungi. In single pod that had been damaged by Ephestia
elutella aflatoxin up to 3,375 ug/kg was detected. A further characteristic of aflatoxin concen
tration of pods before harvest was the status of maturity. Overripe fruits from field collections
mostly showed increased aflatoxin content. In dried fruits still no suitable criteria was found,

which point to aflatoxin.
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Pre-harvest aflatoxin production:

In 65 fresh samples of senna pods, collected in Tamilnadu at different times of seasons during
severa years, the content of aflatoxins varied between not detectable and 255 pg/kg. 55 % of
the samples were loaded with less as 2 ng/kg and 25 % of samples loaded with more than
10 pg/kg aflatoxin. More than half of south-Indian senna production exceeded European afla
toxin limits already before harvest.

Effect of neem treatments:

NeemAza T/S® has proven to be effective against Ephestia elutella in petridishes. In field
trails NeemAzal T/S® treatment did not lead to a detectable reduction of insect damages. Vis-
ual detectable infestation by Ephestia elutella in south Indian senna was usually found in less
than 2 % of fruits.

Neem preparations where reducing aflatoxin formationby Aspergillus strains under labora-
tory conditions. Neem |eaf-water-extract was more effective than NeemAzal T/S®. The reduc-

tion of aflatoxin produktion did not reach critical limits and was not detectable in field trails.

Influences of the drying procedue:

The production of aflatoxins was studied in drying processes in villages and under controlled
condition on an own drying place, as well as drying by the Hohenheim solar dryer. During the
process of drying large amounts of aflatoxins were produced. Under normal conditions, con-
centrations of aflatoxin doubled during process of drying. Bad drying procedure like shade
drying or drying in to big heaps alowed aflatoxin concentrations to multiple during the proc-
ess of drying. Aflatoxin formation had been highest in shade drying, followed by drying in
villages and controlled sun-drying. Drying with the Hohenheim solar dryer led to the lowest
aflatoxin production during drying.

Influences of storage:

Concerning the aflatoxin development during storage, C. senna differs from many other fruit
having aflatoxin problems. The storage of C. senna pods in India led more frequently to de-
creases than to increases of aflatoxin contaminations. In 33 lots examined several times there
as been twice as much decreases of aflatoxin than increases after a minimum of four week
storage. It is accepted that during the drying process of C senna, chemicals are formed that
avoid or make the synthesis of aflatoxin for toxigenic strains of A. flavus more difficult. Bio-

chemical bases of this phenomenon is not clear.

Regional and seasonal differences:
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The observation of the two main cultivation areas in Tamilandu and in Gujarat (Kutch) over
severa years lead to the result that the area of Gujarat (Kutch) is less affected by aflatoxin
than the area in Tamilnadu. In Tamilnadu, only 23 % of 83 samples had less than 4 pg/kg
aflatoxins whereas in Gujarat this were 54 % of 74 samples. Samples with aflatoxin loads
above 10 pg/kg had been in Tamilnadu 43% and in Gujarat only 26%. Variances can bee ex-
plained by different method of cultivation and diverse climatic conditions. Harvesting and
drying of senna in whole branches like in Gujarat leads to lower aflatoxin production in pods
than the separate harvest of leaves and pods, as it is practiced in Tamilnadu. In winter and
spring season in Gujarat low humidity (< 50 %) and cool temperatures (< 20 °C) nearly in
hibit aflatoxin production during that period. Highest aflatoxin contaminations occurred dur-
ing summer season in Tamilnadu, where drought conditions occur combined with high h+
midity of the air (> 70 %) and temperatures above 25 °C.

Differences between C. s. angustifolia and C. s. acutifolia:

Fruits of senna plants from seeds of Sudanese origin, C. s. acutifolia harvested in India,
showed in petridishes clearly a lower fungal attack than pods of C. s. angustifolia. Also afla-
toxin concentrations were far lower in those pods. The maximum concentration in C. s. acuti-

folia from petridishes has been 35.2 pg/kg where as 2,503.4 ug/kg in C. s. angustifolia .

In three field tests in south India with both varieties the maximum aflatoxin concentration in
pods had been 6.9 pg/kg in C. s. acutifolia and 15.7 pg/kg in C. s. angustifolia. C. s. acutifolia
of African origin had a higher resistance against aflatoxin formation but showed a clearly re-
duced bloom induction and fruit formation under south Indian growing conditions as com:

pared to plants from local seeds.

Correlations between funqus counts and aflatoxin content:

52 sample powders from sun and shade drying processes and aflatoxin concentrations le-
tween 0.4 pg/kg to 177.5 pg/kg had, when cultivated on bengal-rose-agar, total fungus counts
from 14,000 to 1,585,000/g. Fungus counts in shade-dried samples were usually higher than
in sun-dried samples. The genus Aspergillus dominated in al examined samples. Germinated
spores of Aspergillus niger had been approx. 60 %, those the Aspergillus flavus group approx.
20 % and others like Mucor, Penicillium, Rhizopus and yeasts with together approx. 20 % of
all germinated spores of samples. There were significant correlations between aflatoxin con
centrations and number of germinated spores. The highest correlation was observed between
number of germinated A. flavus spores and aflatoxin content in sun-dried samples (r = 0,81).

The complexity of different aflatoxin potentials of individual fungus strains and their specific
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growth and competition conditions became clear by the observation, that also samples with
very small number of A flavus spores could have high aflatoxin contaminations. No fungus

could be identified which caused a significant reduction of aflatoxins.

To ensure and quantitatively improve the production of C. senna fructus in accordance with
European quality guideline concepts of pre- and post-harvest control and effective detoxifying
methods for aflatoxin has to be continued and further developed.

Emphasis of future work should be:
» development of suitable detoxifying selecting procedures,
> the further improvement of the post-harvest concepts,

» thetransmission of resistance propertiesto fungi from C. senna acutifolia African ori-

ginto Indian C. senna angustifolia with retention or increase of yield potentials,

» avoidance of aflatoxin by displacement of aflatoxin producing fungi by means of

atoxigener A. flavus strains or with specific fungicide substances.
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11. Anhang

11.1. Validierung der Probennahmefir die Aflatoxinbestimmung in C.

senna fructus

Aus einer 180 kg grof3en, gut durchmischten Menge Sennesfriichte wurden drei Proben & 1

kg, drei Proben a2 kg und drei Proben &5 kg gezogen. Diese wurden auf < 2 mm vermahlen.

Die gewonnenen neun Pulver wurden in einer Trommel homogenisiert, und von jedem Pulver

wurden drei Aflatoxinbestimmungen durchgefuhrt. Anschlief3end wurde eine einfaktorielle

Varianzanayse durchgefihrt.

Tab. 28:

Aflatoxinkonzentration (S By, By, Gi, G2) in den unter schiedlichen Probengr6lzen

1 kg Mischpraobe

2 kg Mischprobe

5kg Mischprobe

Pulver  Pulver Pulver Pulver Pulver Pulver Pulver Pulver Pulver
1 2 3 1 2 3 1 2 3
1 74 6,1 4.9 7,3 56 6,9 7,0 6,55 7,6
2 10,0 6,3 6,3 7,3 73 7,6 - 10,5 74
3. 10,4 6,4 52 11,1 6,2 81 12,3 8,55 8,7
Mittelw. 9,3 6,3 5,55 8,6 6,4 75 9,7 8,5 7.9
Statistik

Mittelw. 1 kg = 7,0
SQT = 30,520
SQZ = 24,080

SQI = 6,440

Fvers = 11,217
Ftab (2/6) = 5,14

Mittelw. 5 kg = 6,1
SQT = 19,109
SQZ = 7,269

SQI = 11,840
Fvers = 1,842

Ftab (2/6) = 5,14

Mittelw. 10 kg = 8,68
SQT = 26,510

SQZ = 3,69

SQI = 23,03

Fvers = 0,401

Ftab (2/5) = 5,79

Durch die Vergrofierung der Mischprobe von 1 kg auf 5 kg ist die Streuung der Aflatoxinre-

sultate innerhalb der Wiederholungen der unterschiedlichen Probengréfien verringert worden.
Die Streuung zwischen den drel Wiederholungen der 1 kg-Proben betrug SQZ=24,08 wah
rend sie bei den drel 5 kg-Proben bis auf SQZ=3,69 zurtickgegangen ist. Die Varianzanayse
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fuhrte zu dem Ergebnis, dass die zu vermahlende Mischprobe aus mindestens 2 kg Friichten

bestehen muss, um ein représentatives Aflatoxinresultat zu erhalten.

11.2. Gerdateder HPLC-Analyse

Probenmuihlen mit 2 mm Sieb

Wolf mit 3 mm Lochscheibe

Trocknungsschrank

Jodzahlkolben oder Erlenmeyerkolben; 200 oder 300 ml

Braun-Mixer 4142

Ultra-Turrax

Messzylinder 250 ml

Spritzen

Zentrifuge mit Zubehor

Pipetten, diverse

Vac-Elut Einheit mit Zubehor

Ultraschallbad

KOBRA-Zéle

HPLC-Niederdruckanlage bestehend aus. Probengeber Merck 655A-40, Saulen
ofen Merck, Niederdruck-Pumpe Merck L-6200, Fluoreszenzdetektor Merck F-
1050, Datensystem zur Auswertung.

11.3. Chemikalien der HPL C-Analyse

Bidestwasser

Methanol HPL C-Quialitét

Methanol R*

Aceton R

Wasser, gereinigtes R

Kaiumbromid R

Natriumchlorid R
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat R
Natriummonohydrogenphosphat, wasserfreies R
Salpetersdure 65 % R
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Pufferlosung pH 7: 1,25 g NasHPO4, 0,18 g NaH,PO4- H»O und 8,59 g NaCl

in 1 Liter Wasser gel0st
Acetonitril HPLC-Quialitét
AFLAPREP-Immunoaffinitétssaulen Fa. Coring Art.-Nr.: RPD MY C555
Aflatoxin Standard Mix M, Supelco 4-6304

11.4. Validierungprotokoll der HPL C-Analyse fur Aflatoxinein

C. senna fructus

11.4.1. Spezifitét

Die Spezifitét der Methode bedarf keiner gesonderten Daten. Sie ist durch die s
lektive Reinigung der Probenmatrix mittels Immunoaffinitdtschromatographie,
anschlief3ender HPLC-Trennung, Nachsaulenderivatisierung und spezifischer Flu-

oreszenzdetektion gegeben.

11.4.2. Prazision

Fur die Bestimmung der Prézision des Anaysenverfahrens wird die Wiederhol-
standardabweichung herangezogen. Das ist die Standardabweichung, ermittelt bei
der Wiederholung der gleichen Messung aus derselben Probe von dem selben Be-

arbeiter.
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Tab 29:

6 Proben C. senna fructus
n Ha/kg Ha/kg Ha/kg Ha/kg
Aflatoxin B; | Aflatoxin B, | Aflatoxin G, | Aflatoxin &

1 21,6 0,6 n.n. n.n.
2 17,5 0,5 n.n. n.n.
3 16,1 04 n.n. n.n.
4 20,1 0,5 n.n. n.n.
5 19,8 0,5 n.n. n.n.
6 18,5 0,5 n.n. n.n.
Mittelwert 18,9 0,5 n.n. n.n.
Srel 10,5% 13,8 %

Bewertung: Die gefundenen relativen Standardabweichungen von 10,5 % (B1)
und 13,8 % (B2) werden als akzeptabel angesehen. Fir die nicht nachweisbaren
Aflatoxine G1 und G2 lief¥en sich folglich keine Varianzen ermitteln.

11.4.3. Richtigkeit

Zur Validierung der Richtigkeit des beschriebenen Verfahrens steht kein unab-

hangiges zweites Verfahren zur Verfigung. Aufgrund der komplexen Matrix kann

auf eine chromatographische Trennung nicht verzichtet werden. Die Richtigkeit
wird deshalb durch Aufstocken bekannter Mengen Aflatoxine auf die Probe ermit-
telt. Die Richtigkeit gibt die Abweichung des gefundenen aufgestockten Wertes
(x) vom theoretischen (wahren) Wert (1) in % an.
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Anhang

Tab. 30: 6 Proben C. senna fructus aufgestockt um ca. 50 % B1, B2 ,G1 ,G2 und nach
Standardmethode aufgearbeitet
n Wiederfindung B; | Wiederfindung B, | Wiederfindung G; | Wiederfindung G,
1 62,6 % 45,2 % 94,9 % 14,6 %
2 66,6 % 444 % 98,5 % 151 %
3 83,2 % 39,3% 95,7 % 14,2 %
4 106,6 % 44,0 % 97,3 % 152 %
5 98,5 % 43,0 % 95,4 % 15,3 %
6 77,1 % 40,0 % 97,5 % 13,8 %
Mittelwert 70,8 % 43,0 % 96,4 % 14,7 %
Srel 154 % 75% 1,9% 28%

Bewertung: Eine Wiederfindung zwischen 50 und 100 %, bel der Bestimmung der
Aflatoxine in pflanzlichen Drogen im pg/kgBereich ist als ausreichend anzuse-
hen. Die 0. a. Tabdlle weist fir B1 71 % und G1 96% eine gute, fir B2 eine noch

akzeptable Wiederfindung aus. Knapp 15 % fur G2 ist nicht ausreichend. Der
Grund durfte in dem unterschiedlichen Ruckhaltevermdgen fur die verschiedenen

Aflatoxine in der Immunoaffinitétssaule liegen.
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