Erkrankungsrisiko
gezielt senken

Forschungsprojekt zur Pravention von Backerasthma abgeschlossen

Ingrid Sander, Eva Zahradnik, Annette Lehrack, Heinz Kaiser, Barbel Kniel, Monika Raulf-Heimsoth

Trotz riicklaufiger Erkrankungszahlen durch Praventionserfolge der Berufsgenossenschaft Nahrungsmittel und Gaststétten (BGN)
in den vergangenen zehn Jahren gehort das Backgewerbe bei beruflich bedingten obstruktiven allergischen Atemwegserkran-
kungen (BK4301) zu den am haufigsten betroffenen Branchen. Ausléser sind neben den Mehlstduben auch Enzymstdube. Auch
aus diesem Grund startete das BGFA 2006 das Forschungsprojekt ,,Enzymhaltige Staube*. Die Untersuchung zur Bestimmung und
Reduzierung des allergenen Potenzials in enzymhaltigen Stauben von pulverformigen Schiittgiitern fiir das Backgewerbe dauerte
rund zwei Jahre und wurde im ,Programm zur Férderung der Industriellen Gemeinschaftsforschung (IGF)“ des Bundesministe-
riums fiir Wirtschaft und Technologie iiber den Forschungskreis der Erndhrungsindustrie e.V. geférdert*. Werden die Ergebnisse
von Herstellerseite umgesetzt, profitieren Unternehmen aus dem Backgewerbe von niedrigeren Allergenexpositionen.

Anlass fiir das Forschungsprojekt waren die immer noch hohen
Zahlen von Berufserkrankungen bei Béckern. Die Berufsgenos-
senschaften gaben im Jahr 2003 fiir Leistungsféille im direkten
Zusammenhang mit der Berufskrankheit 4301 im Backgewerbe
37,5 Millionen Euro aus (Dr. Butz, DGUV). Diese Kosten und
dariiber hinaus der Arbeitsausfall von beruflich Erkrankten
miussen Jahr fiir Jahr von den Unfallversicherungstragern und
dem Backgewerbe aufgefangen werden.

Pravention durch Staubvermeidung

Zu den effektivsten MaRnahmen bei der Pravention des Ba-
ckerasthmas zahlt neben einer Reduktion des entstehenden
Gesamtstaubes auch die Vermeidung einer Inhalation des
Allergens alpha-Amylase. Nicht nur Forschungsergebnisse des
BGFA zeigten, dass auch andere Enzyme, die Xylanasen - die
zur Verbesserung der Backeigenschaften zugesetzt werden -
potente Inhalationsallergene sind [1-4]. In England lieR sich in
den Jahren von 1998-2003 durch eine Praventionsstrategie, die
insbesondere auf die Verringerung einer Exposition gegen Brot-
backmittel setzte, eine Verringerung der Neu-Sensibilisierungen
mit Beschwerden um 80 Prozent gegeniiber dem Zeitraum von
1993-1998 erzielen [5].

Gefordertes Forschungsprojekt

Angeregt durch die Forschungsergebnisse zur Allergenitat von
Xylanasen initiierte der Verband der Backmittel- und Backgrund-
stoffhersteller ein Forschungsvorhaben, das die Untersuchung
und Entwicklung von Verfahren zur Vermeidung der Inhalation
von Enzymstaub, inshesondere von Xylanasestaub, beinhaltete.
Die Fordermittel fiir das Projekt stammten aus dem Bundes-
ministerium fiir Wirtschaft und Technologie (BMWi) - Arbeits-
gemeinschaft industrieller Forschungsvereinigungen (AiF) und
wurden {iber den Forschungskreis der Erndhrungsindustrie e.V.
(FEI) vergeben. Die AiF bietet ein Netzwerk fiir die Realisierung
innovativer Forschungsideen aus Wirtschaft und Wissenschaft.
Projektpartner war das Institut fiir Lebensmittel- und Umweltfor-
schung e.V. Nuthetal (ILU). Dort wurden in enger Kooperation mit
der Backmittelindustrie neue Verfahren zur Produktentstaubung
entwickelt und in Verstaubungsexperimenten iiberprift. Auler-
dem wurden deren Auswirkung auf die Backféahigkeit der Produkte
getestet. Die Aufgabe des BGFA im Projekt war es, das allergene
Potenzial verschiedener mikrobieller Xylanasen zu iiberpriifen,
sowie immunologische Messverfahren fiir diese Xylanasen zum
sensitiven Nachweis in den Stduben herkommlicher beziehungs-
weise optimierter Backgrundstoffe zu entwickeln.

* Das Forschungsvorhaben AiF 14785 BG wurde im ,,Programm zur Férderung der Industriellen Gemeinschaftsforschung (IGF)* vom
Bundesministerium fiir Wirtschaft und Technologie (via AiF) iiber den Forschungskreis der Erndhrungsindustrie e.V. (FEI) geférdert.

(Bewilligungszeitraum: 01.06.2006-30.09.2008).
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B. subtilis
Xyl 1

A. niger
Xyl 2

A. niger T. reesei

Xyl 1 Xyl 3 Xyl

Weizen- Roggen- A. oryzae
mehl mehl a-Amylase

Weizenmehl 1
Roggenmehl 0,670 1
a-Amylase 0,110 0,058 1
A.nig Xyl 1 0,031 0,002 0,276
A.nig Xyl 2 0,057 0,027 0,568
A.nig Xyl 3 0,018 0,000 0,274
T.ree Xyl 0,057 0,017 0,435
B.sub Xyl 0,114 0,047 0,115

1
0,558 1

0,981 0,590 1

0,685 0,761 0,691 1

0,288 0,185 0,230 0,407 1

Tabelle: Korrelationsanalyse der IgE-CAP-Klassen von 51 Backerseren (siehe Abb. 1). Ein Korrealationskoeffizient r2 von 1 entspricht einer per-
fekten Korrelation, ein Koeffizient von 0 zeigt keinerlei Korrelation. Korrelationskoeffizienten >0,6 wurden hervorgehoben.

Allergische Sensibilisierungen bei Backern

In einem selektierten Kollektiv von 51 Backern mit beruflichen
Beschwerden, deren Seren in den Jahren von 2003-2006 im BGFA
eingingen, wurde die Haufigkeit von Sensibilisierungen gegen
typische Béckerallergene untersucht. Dafiir wurden spezifische
IgE-Antikorper, die im Falle einer Sensibilisierung gegen Aller-
gene gebildet worden sind, im ImmunoCAP-System gemessen.
Von den Industriepartnern des geforderten Projektes wurden
auRerdem Backmittel-Xylanasen aus verschiedenen Produkti-
onsstammen zur Verfligung gestellt, deren Allergenitat nach
Bindung an Streptavidin-ImmunoCAPs [6] untersucht werden
konnte. Neben der Héaufigkeit der Sensibilisierungen ist auch
die Konzentration der spezifischen IgE-Antikérper anhand der
Hohe der CAP-Klasse erkennbar (Abbildung 1). Die CAP-Klasse
6 entspricht dabei der hochsten IgE-Konzentration.
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Abb. 1: Sensibilisierungsfrequenz und -starke anhand spezifischer
IgE-Antikorper in Seren von 51 Backerpatienten. Neben Weizen- und
Roggenmehl sowie der a-Amylase aus Aspergillus oryzae wurden
drei verschiedene Xylanasen aus dem Produktionsstamm Aspergillus
niger (A.nig Xyl 1 - 3), eine Xylanase aus Trichoderma reesei (T.ree
Xyl) und eine aus Bacillus subtilis (B.sub Xyl 1) getestet.

Fast alle selektierten Backer waren gegen Weizen- und Rog-
genmebhle sensibilisiert. Die hochste Frequenz bei den Enzymen
erreichte die a-Amylase aus Aspergillus oryzae (31%) gefolgt
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von den Xylanasen, deren Produktionsstamm der Schimmelpilz
Aspergillus niger war. Sensibilisierungen gegen Enzyme ohne
eine gleichzeitige Sensibilisierung gegen Mehle traten nur in zwei
Fallen auf. Aufféllig war aber, dass es fiir die Enzyme A. niger
Xylanase 1 und die a-Amylase einige Seren mit besonders hoher
IgE-Konzentration gab. Oft waren Patienten nicht nur gegen ein
Enzym sensibilisiert, sondern gegen mehrere. Die Korrelations-
analyse der IgE-CAP-Klassen in dem Patientenkollektiv (Tabelle)
zeigte hohe Ubereinstimmungen zwischen den verschiedenen
A. niger Xylanasen (Korrelationskoeffizient zwischen A. niger
Xylanase 1 und Xylanase 3 von r2=0,981), und auch zwischen den
Xylanasen aus A. niger und der T. reesei Xylanase (Korrelations-
koeffizient zwischen A.niger Xylanase 2 und T. reesei Xylanase
r2=0.761). Fiir die Weizen- und Roggenmehle ist bekannt, dass
die hohe Korrelation der IgE-Werte durch homologe Strukturen
bedingt ist, mit denen die IgE-Antikorper kreuzreagieren. Die
Vermutung liegt nahe, dass es auch bei den verschiedenen
Xylanasen libereinstimmende kreuzreaktive Strukturen gibt.

Neuentwicklung von immunologischen Messverfahren

Obwohl ein Enzym anhand der spezifischen von ihm katalysierten
biochemischen Reaktion nachgewiesen werden kann, und dies
in alteren Studien auch zur Quantifizierung in einatembaren
Stauben genutzt worden ist, wurden aus folgenden Griinden fiir
die Quantifizierung von Backmittel-Xylanasen immunologische
Testverfahren auf Basis polyklonaler Antikdrper vorgezogen:

* Immunologische Verfahren kdnnen in der Regel zwischen
Enzymen gleicher Funktion aus verschiedenen Spezies
unterscheiden, enzymatische Testverfahren nicht. Eine
Unterscheidung zwischen mehleigenen und mikrobiellen
Xylanasen gelingt daher besser mit immunologischen Ver-
fahren.

* Immunologische Verfahren erfassen im Gegensatz zum
enzymatischen Test auch inaktivierte Enzyme, soweit die
Antikorperbindungsstellen (Epitope) unverandert sind.
Wahrend die enzymatische Aktivitat bei Denaturierung oder
Proteolyse fast immer verloren geht, bleibt die immunologi-
sche Aktivitat dabei hdufig erhalten.

* Testverfahren auf Basis polyklonaler Antikorper simulieren
die Erkennung des menschlichen Immunsystems. Anders
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formuliert bedeutet das, wenn ein Enzym so stark verdndert
ist, dass es im immunologischen Test nicht mehr erkannt
wird, liegt der Schluss nahe, dass es auch vom menschli-
chen Immunsystem nicht mehr erkannt werden kann.
* Immunologische Tests sind empfindlicher als enzymatische
Testverfahren.
Diese Vorteile immunlogischer Testverfahren sind so erheblich,
dass der Aufwand, spezifische Antikorper gegen die nachzuwei-
senden Enzyme herzustellen, in Kauf genommen wurde. Fir
zwei Aspergillus niger Xylanasen (A.nig Xyl1 und A.nig Xyl2),
die getestete T. reesei Xylanase und die Bacillus subtilis Xylanase
wurden zweiseitige immunologische Messverfahren (sogenannte
Sandwich-ELISA) auf Basis von Kaninchenantikorpern entwickelt.
Die Messverfahren waren sehr sensitiv und spezifisch und wurden
anhand von 30 Backmitteltestmischungen erfolgreich validiert,
denen Enzyme in verschiedenen dem BGFA unbekannten Kon-
zentrationen zugesetzt worden waren.

Entstaubungsmalnahmen mit preisgekronter Benetzungsap-
paratur

Vielfach werden marktiibliche Backmittel- und Backmischungen
durch verschiedene MalRnahmen entstaubt. Den Projektpartnern
stand an der IGV - Institut fiir Getreideverarbeitung GmbH Nu-

Abb. 2: ,MoisTec” Benetzungsapparatur, die 2008 mit dem Praventi-
onspreis der BGN ausgezeichnet wurde.

thetal eine neue Benetzungstechnologie zur Verfiigung, die erst
kiirzlich mit dem Praventionspreis 2008 der BGN ausgezeichnet
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worden ist. Diese unter dem Namen ,,MoisTec” vermarktete
Technologie (Abb.2) ermdglicht die gleichméaRige Benetzung
der Mehl- und Backmittelpartikel mit Fliissigkeit, wodurch die
Partikel miteinander verkleben. Die so ,aggregierten” Mehle und
Backmischungen zeigen eine geringere Staubentwicklung und
kénnen dazu beitragen, die Einatmung von Staub und damit das
Risiko fiir Allergien und Backerasthma zu verringern.

Das “MoisTec” Verfahren wurde im Rahmen dieses Projektes ein-
gesetzt, um Backmischungen und Backmittel mit Enzymen durch
Benetzung mit Wasser oder Ol zu entstauben. Dabei wurden den
Backgrundstoffen unterschiedliche Fliissigkeitsanteile zugesetzt
und nachtraglich tiberpriift, ob die Verarbeitungseigenschaften
und die Backfahigkeit sowie die Qualitat der fertigen Backwa-
ren sich von unbehandelten Proben unterschieden. Insgesamt
konnten keine EinbuRen der entstaubten Produkte in diesen
Eigenschaften festgestellt werden.

Erfolg der neuen EntstaubungsmaRnahmen

Nicht-entstaubte Backmischungen und eine Modellbackmischung,
welche die nachweisbaren Enzyme A.oryzae a-Amylase, A. niger
Xylanase 1, T. reesei Xylanase und B. subtilis Xylanase enthielt,
wurden im MoisTec Verfahren mit Wasser oder steigenden Zu-
gaben von Pflanzendl entstaubt. Dabei war die maximale Zugabe
von Ol oder Wasser von der Zusammensetzung der Produkte
abhangig, damit technische Eigenschaften wie zum Beispiel die
Rieselfahigkeit nicht verschlechtert wurden.

Um den Erfolg dieser Entstaubungsvarianten zu testen, wurde
folgendermalien vorgegangen:

* Verstaubung der Proben im Staubkanal bei den Projektpart-
nern

* Sammlung der Staubfraktionen auf Filtern (E-Staub und
A-Staub entsprechend der einatembaren bzw. alveolengan-
gigen Fraktion nach DIN EN 481)

* Wiegen der Staube und Bestimmung der E-Staub und A-
Staubkoeffizienten (mg Staub/kg verstaubtes Produkt)

* Extraktion der Filter [7] sowie Messung der Enzyme mit den
immunologischen Assays am BGFA mit Bestimmung der
Enzym-Staubkoeffizienten (pg Enzym im Staub/verstaubtes
Produkt mit 1g Enzym).
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Abb. 3: Entstaubung einer Modellbackmischung mit vier zuge-
setzten Enzymen. Oben (A) ist der Einfluss verschiedener Benet-
zungsvarianten auf den einatembaren Staub (E-Staub) und die
Enzyme im E-Staub dargestellt, unten (B) sind diese Effekte fiir
den alveolengéngigen Staub (A-Staub) gezeigt. Die B.subtilis
Xylanase lag in den A-Stauben unter der Nachweisgrenze.

Die Ergebnisse der Verstaubungsexperimente sind exemplarisch
fir die Modellbackmischung mit den vier zugesetzten messharen
Enzymen gezeigt (Abbildung 3).

Die Ergebnisse lassen sich folgendermalRen zusammenfassen:
* Die Modellbackmischung zeigte bei Benetzung mit Pflan-
zendl (3% und 5%) eine deutliche verringerte Menge an
A-Staub. Der E-Staub @nderte sich nur geringfiigig. Auch
die Experimente mit zwei Backmischungen zeigten die
besten Effekte bei Benetzung mit hoheren Olzugaben (maxi-
male Staubreduktion des A-Staubs um 95%), wéahrend beim
E-Staub eine maximale Reduktion um 51% erzielt wurde.
Die Benetzung mit 3% und 5% Pflanzendl zeigte auch fiir
die Enzyme im E-Staub in der Regel die besten Ergebnisse.
Die a-Amylase-Menge konnte um 50% gesenkt werden,
gefolgt von der B.subtilis Xylanase (um 42%) und der
A.niger Xylanase 1 bzw. der T.reesei Xylanase (um ca. 30%).
Nur bei der B.subtilis Xylanase war die Wasserbenetzung
sehr effektiv.

In der A-Staubfraktion wurde trotz der erzielten Staubde-
zimierung oft keine Reduktion der Enzymmenge erreicht.
Mit einigen Entstaubungsvarianten (14% Wasser und 1%
01) kam es sogar zu einer Zunahme der Enzym-A-Staubko-
effizienten, z.B. bei a-Amylase und A.niger Xylanase 1. Das
Staubungsverhalten der T.reesei Xylanase konnte mit keiner
Variante verbessert werden.

Die Enzymstaubkoeffizienten ermoglichen einen Vergleich
des Staubungsverhaltens der verschiedenen Enzyme.
Wahrend die eingesetzte A.niger Xylanase 1 Enzym-E-
Staubkoeffizienten von 3700-5600 pg/g aufwies, lagen diese
bei der T.reesei Xylanase zwischen 250-450 pg/g, bei der
B.subtilis Xylanase zwischen 80 und 380 pg/g und bei der
eingesetzten a-Amylase zwischen 65-160 pg/g. Die Enzym-
A-Staubkoeffizienten der A.niger Xylanase 1 lagen zwischen
25-37 pg/g, bei der T.reesei Xylanase zwischen 5-14 pg/g,
und bei der a-Amylase zwischen 1-9 pg/g. Die B.subtilis
Xylanase war im A-Staub nicht messbar. Es gibt also starke
Unterschiede in der Staubigkeit dieser Enzympréparate; die
A.niger Xylanase 1 staubte wesentlich starker als die ande-
ren Enzyme.

Fazit: Die Ergebnisse zeigen, dass die Entstaubung mit einem
héheren Zusatz an Ol den alveolengéngigen Staub deutlich re-
duziert, wahrend sich der Entstaubungserfolg bei den Enzymen
dagegen vorrangig auf die einatembare Staubfraktion bezieht.
Insgesamt kann aber Enzymstaub besonders effektiv vermieden

BGFA-Info 01/09

[ I ——
FORSCHUNG

werden, wenn von vornherein keine stark staubenden Enzyme in
den Backmitteln und Backmischungen eingesetzt werden.

Bedeutung fiir die Praxis

Mit den entwickelten Verfahren wird Backmittel- und Enzymher-
stellern die Moglichkeit gegeben, die Staubigkeit pulverformiger
Produkte und den Erfolg von EntstaubungsmalRnahmen zu ob-
jektivieren. Damit kann die Staubigkeit von allergenen Enzymen
bestimmt werden und Enzym- und Backmittelhersteller haben
bereits vor erstmaliger Anwendung dieser Rohstoffe ein Instru-
mentarium zur Optimierung beziehungsweise Selektion ihrer
Produkte zur Verfligung. Werden die Forschungsergebnisse auf
der Herstellerseite konsequent umgesetzt, profitieren vor allem
Unternehmen des Backgewerbes. Geringere Allergenexpositionen
fuhren zu einem verringerten Risiko, eine allergisch obstruktive
Atemwegserkrankung (Berufskrankheit 4301) zu entwickeln, und
kénnen so helfen, die mit dieser Berufskrankheit verbundenen
Kosten fiir die Unfallversicherungstrager und somit fiir die
Unternehmen zu senken. Insbesondere Kleinunternehmen, fiir
die Investitionen in andere staubreduzierende MaRnahmen aus
wirtschaftlichen Griinden oft nicht moglich sind, wiirden von der
Umsetzung der Forschungsergebnisse profitieren und in ihrer
Wettbewerbsfahigkeit gestarkt.
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