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1. Einleitung

Unter den ubiquitdr vorkommenden Schimmelpilzen bilden eine pro-
zentual geringe Zahl von Arten toxische Stoffwechselprodukte (45). Bis
heute sind eine etliche Anzahl verschiedener Toxine, nach ihrer Herkunft
als Mykotoxine bezeichnet, nachgewiesen, und ihre Identifizierung zeigte
eine grofle Vielfalt in deren chemischer Struktur auf (2, 4, 29) (Tab. 1). Die
einzelnen Mykotoxine kénnen bei Siugetieren als Karzinogene, Hepato-,
Nephro- oder Neurotoxine sowie hamatomférdernd oder Gstrogen wirken.
So sind bereits verschiedene Mykotoxikosen bei Mensch und Tier be-
schrieben worden (2). Unter den Mykotoxinen haben die Aflatoxine die
stirkste Bedeutung erlangt, da ihre akute Toxizitdt mit der von Strychnin
zu vergleichen ist und sie zu den stdrksten oral wirkenden, bisher bekann-
ten Karzinogenen zu rechnen sind. Gebildet werden sie vor allem von As-
pergillus flavus LINK ex FRIES und Aspergillus parasiticus SPEARE und
deren Varietidten (11).

In der Milchwirtschaft sind Pilze und Hefen weit verbreitet, teils er-
wiinscht als Reifungsflora auf der Oberfliche oder im Innern von Késen,
teils unerwiinscht als Infektionsflora (30). Edelpilzkise, Weichkise und
Sauermilchkise mit Schimmelbildung zdhlen zu jenen Kisen, bei denen
bestimmte Pilzarten wihrend der Reifung auf Aussehen, Geruch und Ge-
schmack einen malBgeblichen Einfluf3 ausiiben. An Pilzen, die zur Herstel-
lung von Kisen verwendet werden, sind zu nennen:

— Penicillium (P.) caseicolum, P. camemberti, P. candidum bei der Her-
stellung von WeiBschimmelkdsen wie Camembert und Brie sowie
Sauermilchkisen mit Schimmelbildung und anderen wie Ziegenkise
und Neufchitel;

— Penicillium roqueforti bei Késen mit blaugrinem Innenschimmel, z. B.
bei Roquefort, Fromage bleu, Blue cheese, Edelpilzkisen; bei Gorgon-
zola (P. gorgonzola) und Stilton werden eng verwandte Arten einge-
setzt.

Im folgenden soll nun anhand der Literatur untersucht werden, ob un-
ter diesen zur Kisefabrikation benutzten Schimmelpilzen Mykotoxinbild-
ner vorhanden sein kénnen und welche Risiken sie fiir die menschliche
Gesundheit darstellen.
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Tab. 1. Einige Mykotoxine und mykotoxinbildende Pilzarten.

Toxingruppen Toxine Pilzarten
Alkaloide Lysergsturederivate  Claviceps purpurea; .
Clavinalkaloide CL fusiformis; Cl. paspali
Anthrachinone Islandicin Penicillium islandicum ;
Luteoskyrin P. rugulosum
Rugulosin
Butenolide Patulin P. patulinum; P. expansum;
P. urticae; Aspergillus clavatus
Cumarin Aflatoxine A. flavus;
(substituiert) Bi1, Bz, G1, G2, M1, My A. parasiticus
Ochratoxin A P. viridicatum; A. ochraceus
Sterigmatocystin A. versicolor; A. nidulans
Cyclopeptide Islanditoxin P. islandicum
Nonadride Rubratoxin B P. rubrum; P. purpurogenum
Phenolische Zearalenon Fusarioum graminearum;
Makrolide F. culmorum; F. oxysporum;
F. fricinctum
Piperazine Sporidesmin Pithomyces chartarum
Pyrone und Citrinin P. viridicatum; P. eitrinum
Pyrane Citreoviridin P. citreo-viride
Terpenverbindungen T-2 Toxin, Diace- F. tricinctum, F. graminearum,
(Scirpens) toxyscirpenol, Fusa- F. solani, F. nivale
(Trichothecene) renon, Nivalenol
Roridin, Verrucarin ~ Myrothecium roridum, M. verrucaria
Satratoxin Stachybotrys atra
Steroide Sporofusarin F. tricinctum
Poafusarin F. poae, F. lateritium

2. Das PR-Toxin

Penicillium roqueforti wird schon seit langem als Reifungskultur fiir
verschiedene Blauschimmelkisespezialititen verwendet. P. roqueforti
kommt jedoch auch auf verschiedenen Nahrungsmitteln vor; so wurde er
in Fetten, verschiedenen Kisesorten, Brot, Fruchtsiften, Beeren, Trauben,
Marmelade und Konfitiiren (46), auf Reis (51, 52), in Schinken und Roh-
wurst (26), auf ungarischer Salami (19), auf ruménischer Dauerwurst (38),
aber auch in fermentierter Silage (50) nachgewiesen.

Aus Reismehl wurden zwei Stimme von R. roqueforti (Stamm-Num-
mern MR 212-2 und 219-2) isoliert, die nach subkutaner Injektion des Kul-
turfiltrats und des methanolischen Extrakts des festen Substrats bei Miu-
sen eine schwache Toxizitdt aufwiesen (18, 24). Der Stamm MR 212-2
wurde auf einem flissigen Czapek-Medium bebriitet und aus dem Kultur-
filtrat mit Aktivkohle, Acetonitril und Fliissigkeitschromatographie drei
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Substanzen extrahiert, die nach intraperitonealer Injektion an Miusen to-
xisch wirkten (20):
— ein erstes Toxin mit der Formel C;H,,0; oder C;H;,0; besall eine Lak-
tonfunktion und war von relativ schwacher Toxizitét,

- das zweite Toxin erzeugie starke Verdnderungen der Leber und Hi-
morrhagien im Verdauungskanal, und

— dasg dritte war ebenfalls wieder von schwacher Toxizitit.

Bereits 1956 wurden einige fatale Intoxikationen beim Vieh dem Ent-
stehen von P. roqueforti auf Kornersilage zugeschrieben (50), und auch
Still et al. (48) isolierten diesen Pilz von Kornern und Silage, die fiir
Aborte bei den Kiihen verantwortlich gemacht wurden, und extrahierten
aus der Reinkultur ein Toxin; jedoch zeigte ein P. roqueforti-Stamm, der
gewdhnlich fiir die Roquefort-Herstellung verwendet wird, keine toxische
Wirkung. Extrakte von Reinkulturen von P. roqueforti, isoliert aus toxi-
schen Futterproben, und von P. roqueforti NRR 849 zeigten bei oraler oder
intraperitonealer Verabreichung an Ratiten eine letale Wirkung, wobei die
mittleren letalen Mengen 115 bzw. 11 ppm betrugen (53). Eine partielle
Charakterisierung der kristallinen Komponenten ergab die Formel C,;H,(QO,.
Verschiedene chemische Umsetzungen zeigten, daB drei C-Methylsubsti-
tuenten, eine Acetoxy-, eine Aldehyd- und eine «, f-ungeséttigte Keton-
gruppe sowie zwei Sauerstoffatome entweder in der Epoxid- oder Ather-
form vorhanden waren. Dieses Mykotoxin wurde als PR-Toxin bezeich-
net und seine Struktur durch Derivatbildung mit Hilfe spektroskopischer
Methoden durch Wei et al. (54) ermittelt und durch Moreau et al. (32) be-
stitigt; es handelt sich dabei um ein Sesquiterpen (Abb. 1). Die LDy, be-
triagt bei intraperitonealer Applikation fiir Ratten und Miuse ungefihr
7 mg/kg (34). Dieses Toxin beeintrichtigt den Stoffwechsel in der Leber,
indem es die RNA- und Protein-Synthese inhibiert (34-36).
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Abb. 1, Struktur des PR-Toxins, Cy7HyOq.

Sporen aus einem P. roqueforti-Stamm, der bei der Reifung von ver-
schiedenen Késen des Types Bleu d’Auvergne verwendet wird, wurden in
einem Medium von 150 g/l Saccharose und 20 g/l Hefeextrakt bebriitet und
daraus vier Metaboliten im prozentualen Verhéiltnis von 30 :30:20:20
isoliert (33). Die zweite Verbindung stimmte in ihren physikalischen und
spektroskopischen Daten mit denjenigen des PR-Toxins iiberein. Die
Struktur der Gbrigen drei wurde ebenfalls aufgeklirt, doch wird iiber de-
ren eventuelle Toxizitdt nichts ausgesagt. Erst kiirzlich wurde von einem
neuen Stoffwechselprodukt, Eremofortin, berichtet, das aus P. roqueforti-
Kulturen und durch Biotransformation erhalten wird (31). Auch wurden
In-vitro-Untersuchungen iiber den Stoffwechsel dieser Substanz wie auch
des PR-Toxins beschrieben (6).
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Verschiedene Autoren haben sich mit dem Einfluf der Kulturenbe-
dingungen auf die Ausscheidung eines Mykotoxins durch verschiedene
Stdamme von P. roqueforti (39, 43), mit der PR-Toxinbildung bei P. roque-
forti-Stédmmen (38) und mit der Toxin-Produktion von 50 Penicilliumstim-
men, die in der Kéasefabrikation verwendet werden, beschiftigt (25). Piva
et al. (39) verwendeten den Stamm CBS 221-30, der dem Stamm NRRL 849
von Wei entspricht, ferner die Stimme Al und A6, die in der Kisefabrika-
tion eingesetzt werden.

Das Kulturmedium bestand aus einem Hefeextrakt Difco 2 % mit Zusdtzen
von verschiedenen Kohlenstoffquellen (Glukose, Saccharose, Milchsdure) in va-
riablen Konzentrationen mit einem pH von 4,5. Das Toxin wurde aus dem Fil-
trat des Kulturmediums mit Chloroform extrahiert und auf zwei Kieselgel- und
einer Sephadex LH 20-S#ule gereinigt. Die Identifizierung des Toxins erfolgte
durch Diinnschichtchromatographie und NMR-Spektroskopie.

Es zeigte sich, da8 die Produktion des PR-Toxins sehr stark von den Kultur-
bedingungen abhingig ist. Die Faktoren, die geeignet sind, eine PR-Toxinbil-~
dung zu verhindern, sind: ungeniigende Beliiftung, die Gegenwart von Natrium-
chlorid oder eines Faktors, der die ionischen Krifte erhéht, die ErhShung des
pPH auf Werte nahe beim Neutralpunkt und im besonderen das Fehlen von Sac-
charose; denn das Mykotoxin scheint sich nur in einem Milieu zu entwickeln,
das reich an Saccharose ist. Gerade diese fiir eine PR-Toxinbildung ungiinsti-
gen Bedingungen sind groéfitenteils bei den Blauschimmelkisen vorhanden:
schwache Beliiftung, Abwesenheit von Kohlenhydraten, Gegenwart von NaCl
und sogar eine Tendenz zur Erhéhung des pH.

Vier Stdmme wvon Penicillium roqueforti THOM wurden aus Gorgonzola,
Stilton, Danish Blue und Finnish Blue isoliert und auf fiinf verschiedenen Me~
dien kultiviert (43). Die verschiedenen Medien erméglichten nicht bei jedem
Stamm eine Toxinbildung. Jedoch produzierten alle vier Stimme auf dem Sac-
charose(15 %/o)-Hefeextrakt(2 */o)-Medium das PR-Toxin. Dabei konnte vom
Stamm HPB 111275 nach 21 Tagen bei 25 °C bis zu 770 mg/Liter PR-Toxin im
Medium nachgewiesen werden, wihrend nach 43 Tagen bei 15 °C die Ausbeute
60-70 %0 des bei 25 °C maximalen Ertrages ausmachte. Auch zeigte sich bei der
Untersuchung des zeitlichen Verlaufs der Toxinbildung, dafl die Produktion des
PR-Toxins im Medium bei 25 °C um den 20. Tag das Maximum erreichte, nach~
her drastisch abnahm und bei 15 °C erst vom 20. Tag an stark zunahm.

Orth (38) studierte die PR-Toxin-Bildung bei einer Blauschimmelkise-Star-
terkultur, bei drei Isolaten von verschiedenen Blauschimmelkéisen des Handels
und bei Isolaten von verschiedenen Nahrungsmitteln: Dosenleberwurst, Korken
von Rotweinflaschen, NuBeis, Dessertcreme, Brot, Roquefort-Kultur A und B
des Bakteriologischen Institutes der Siiddeutschen Versuchs- und Forschungsan-
stalt fiir Milchwirtschaft in Weihenstephan. Als Vergleichsstamm fiir die PR~
Toxin~Bildung wurde der von Wei et al. verwendete P. roqueforti NRRL 849 be-
nutzt.

Diese Stimme wurden in einem sterilen Medium von 20 g Reis und 10 ml 1 %o~
iger Magermilchpulverlésung bei 15 und 30 °C wihrend 14 Tagen im Dunkeln
bebriitet. Die Isolierung erfolgte durch Extraktion mit Chloroform und die
Identifizierung mittels Diinnschichtchromatographie und Massenspektrometrie.

Das PR-Toxin konnte bei 15 °C in den Isolaten von Nufleis (310 ppb), Korken
einer Rotweinflasche (935 ppb) und von Dessertereme (960 ppb, bei 30 °C 31 pph)
nachgewiesen werden. Der Vergleichsstamm NRRL 849 erzeugte 935 ppb bei
15°C und 726 ppb bei 30 °C. Daraus kann angenommen werden, daB das ver-
wendete Substrat flir den Test auf die PR-Toxinbildung geeignet war. Alle {ib-
rigen Isolate, darunter auch die Isolate aus den 3 verschiedenen Blauschimmel-
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kisen wie auch die Starterkultur, zeigten keine PR-Toxin-Bildung auf Reis als
Nihrmedium.

Das Vermdgen einiger von Orth benutzter P. roqueforti-Isolate, toxische
Substanzen zu bilden, wurde im Hithnerembryotest durch Mintzlaff u. Machnik
(28) tiberpriift. Dabei zeigten im Gegensatz zum chemischen PR-Toxin-Nachweis
6 von 7 Pilzstimmen eine toxische Wirkung, fiir die wahrscheinlich bisher noch
unbekannte toxische Stoffwechselprodukte verantwortlich sein kénnen.

Bei 47 Penicilliumstdmmen aus verschiedenen Késesorten (27 P. roqueforti,
2 P. camemberti und 18 weiteren Penicillium-Stimmen) und 1 P. roqueforti-
Stamm aus einer Probe von Agyptischem Boden und zwei Stimmen aus ver-
schimmeltem Brot haben Lafont et al. (25) die Toxinbildung studiert.

Die Stimme wurden auf einem modifizierten, fliissigen Czapekmedium ge-
halten. Myzel und Medium wurden 2mal mit Aceton-Wasser und die wiiBrige
Phase mit Chloroform extrahiert. Der Nachweis des PR-Toxins erfolgte diinn-
schichtchromatographisch und durch UV-Bestrahlung. Die Toxizitit der Ex-
trakte wurde durch drei biologische Testverfahren bestimmt: Wachstumsverzé-
gerung von Hilhnerembryonen, Verzégerung der Teilung von Zellkulturen und
die akute Toxizitdt bei Miusen.

Die Resultate zeigen, dal ungefidhr die Héilfte der untersuchten Stimme
keine toxischen Wirkungen aufwiesen und die Extrakte von 15 Stimmen im we-
sentlichen frei von einer toxischen Wirkung bei den drei Tests waren, wihrend
die Extrakte von 6 Stammen nur bei einem sehr positive Resultate ergaben und
neun Stidmme bei zwei der verwendeten Systeme. Nur ein P.-Stamm ergab bei
allen 3 Tests ein Kklares positives Resultat. Es wird angenommen, dal3 verschie-
dene Substanzen in variablen Mengen fiir die erzeugten Wirkungen verant-
wortlich gemacht werden miissen. Das PR-Toxin war in den Extrakten nur sel-
ten vorhanden. Es ist jedoch schwierig, mit diesen Resultaten zu beurteilen,
welche Rolle toxische Metaboliten von Penicillium-Stimmen in Kise fiir die
menschliche Toxikologie und die Gesundheit spielen. Auch ist zu erwihnen,
daBl die bei den Miusen injizierten Mengen des Extrakts von 100 mg Trocken-
kultur, bezogen auf ihr Korpergewicht, sehr grofien Mengen von Myzel ent-
spricht. Es ist vorldufig nicht mdéglich, aus diesen Resultaten zu extrapolieren.

Insgesamt ist festzustellen, daB unter normalen Fabrikationsbedingungen
von Blauschimmelkisen mit P. roqueforti als Starterkultur das PR-Toxin nicht
produziert wird. So 148t sich mit Piva et al. (39) sagen: « 'l était permis de
s'inquiéter de Pexcrétion d’'une mycotoxine chez une souche de Penicillium ro-
queforti dans des conditions de culture in vitro bien particuliéres, nos résultats
montrent qu'il est hautement improbable gqu’'une souche de Penicillium puisse
secréter cette substance dans les conditions de 1'affinage des fromages. »

3. Roquefortin und andere Alkaloide von Penicillium roqueforti

Penicillium roqueforti-Stimme koénnen auflerdem auch Alkaloide pro-
duzieren, wie bereits verschiedene Autoren gezeigt haben (1, 3, 49). Oh-
momo et al. (37) konnten verschiedene kristalline Alkaloide isolieren und
charakterisieren. Sie fanden das bereits bekannte Festuclavin (6,8-dime-
thylergolin) und zwei andere Alkaloide, die als Roquefortin A und B be-
zeichnet und fiir welche die Struktur 7-Acetoxy-6,9-dimethylergolin und
6,9-Dimethylergolin-7-0l vorgeschlagen wurden. Ein viertes Alkaloid Ro-
quefortin C konnte strukturell nicht charakterisiert werden. Nach diesen
Autoren kinnen diese Toxine in verschiedenen Késen des Typs Roquefort
in Mengen von 0,2 bis 3,6 ppm Roquefortin A vorhanden sein.

Aus dem Mycel von 2 Wochen alten Kulturen von Penicillium roque-
forti (Stamm CS1) auf Hefeextrakt-Saccharose-Medium haben Scott et al.
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(44) zwei kristalline, N-enthaltende Stoffwechselprodukte extrahiert und
die Struktur durch chemische und spektroskopische Studien bestimmt.
Die in stirkerer Menge vorhandene Komponente (20-30 mg/l) wurde als
Roquefortin bezeichnet und weist folgende Struktur auf (Abb. 2).
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Abb. 2. Struktur des Roquefortins, Cy,H,sN;O,.

Roquefortin hat neurotoxische Eigenschaften, und die LDj, (Intra-
peritoneal, minnliche Miuse) betrug 15-20 mg/kg (14). Es entspricht dem
von Ohmomo et al. bezeichneten Roquefortin C. Das andere Stoffwechsel-
produkt war Isofumigaclavin A, C;gH,,N,0, (9-Acetoxy-6,8-dimethylergo-
lin), Dabei handelt es sich um das Sterecisomere des Fumigaclavins A und
diirfte dem Roquefortin A von Ohmomeo et al. (37) entsprechen. Durch Hy-
drolyse des Isofumigaclavins A entsteht das Isofumigaclavin B (6,8-dime-
thylergolin-8-0l).

Mit einer diinnschichtchromatographischen Methode zur Analyse von
Blauschimmelkésen auf Roquefortin und Isofumigaclavin A und B (Nach-
weisgrenze: 0,03-0,05 ppm Roquefortin und etwa die Hifte davon fiir Iso-
fumigaclavin} konnte Roquefortin in allen untersuchten 16 Proben aus 7
verschiedenen Léndern nachgewiesen werden; die héchste Konzentration
(6,8 ppm) war in einem ausgewihlten Stlick mit einem visuell starken
Schimmelgehalt im Zentrum des Késes zu finden (42). In diinischen, italie-
nischen, hollédndischen, franzésischen und deutschen Blauschimmelkisen
wurden maximal 1,3 ppm Roquefortin gefunden (8). Die Resultate von drei
Kiseproben, die in Stiicke mit visuell feststellbarer oder ohne Schimmel-
bildung zerteilt wurden, zeigen eine variable Verteilung der internen
Schimmel und deuten darauf hin, dafi keine oder nur eine geringe Wan-
derung von Roquefortin in nichtverschimmelte Partien des Kises statt-
findet (42). Isofumigaclavin A konnte bis zu 4,7 ppm bestimmt werden, und
in einigen Proben waren Spuren von Isofumigaclavin B vorhanden. Beim
Studium der Wachstumsbedingungen fiir die Produktion von Roguefortin
und anderer Metaboliten des P. roqueforti zeigte sich, dafl alle vier unter-
suchten Stimme, aus Gorgonzola, Stilton, Danish Blue und Finnish Blue
isoliert, Roquefortin auf dem Saccharose-Hefeextrakt-Medium bei 25 °C
produzierten (43). So betrug die maximale Menge an Roquefortin bei 25 °C
nach 16 Tagen ungefidhr 100 mg/Liter im Myzel und bei 15 °C nach 49 Ta-
gen 60 bis 70 % der bei 25 °C erreichten maximalen Menge. Isofumigacla-
vin A wurde bei 15 °C dreimal mehr gebildet als bei 25 °C. Es ist jedoch
von Interesse zu erwihnen, dafl die Reifung der Blauschimmelkise im all-
gemeinen wihrend 3 Monaten bei 9 bis 12 °C erfolgt. Aufgrund der be-
schrinkten toxikologischen Daten iliber Roquefortin miissen bei der Be-
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wertung der méglichen Bedeutung des Vorkommens und der in Kise ge-
fundenen Mengen weitere Untersuchungen abgewartet werden.

4. Zur Frage von karzinogen wirkenden Metaboliten in Schimmelkiisen
und in Penicillium-Stimmen

Verschiedene Mykotoxine weisen neben ihrer akuten Toxizitit auch
eine krebserzeugende Wirkung bei Versuchstieren auf (2). So sind die
Aflatoxine B, und G zu den stirksten Karzinogenen zu rechnen (11).
Uber die Bedeutung der Aflatoxine in der Milchwirtschaft sei auf das Do-
kument 98 des Internationalen Milchwirtschaftsverbandes verwiesen (21).
In diesem Zusammenhang interessiert lediglich die Frage, ob Schimmel-
kése und Penicillium-Stdmme Aflatoxine und/oder andere krebserzeugen-
de Wirkstoffe enthalten oder produzieren.

Nach Groll (17) ist die Gefahr eines Befalls mit aflatoxinbildenden
Schimmelpilzen bei Camembertkise duBerst gering, wenn nicht sogar aus-
geschlossen. So wurden zwei und sieben Tage alte Camembertkise mit
Sporen von Aspergillus flavus bespriiht; es lieR sich jedoch kein Wachs-
tum dieses Pilzes erzeugen, und ein Nachweis von Aflatoxin B, war in je-
dem Falle negativ. Daraus wurde geschlossen, daB der fiir den Camembert
eingesetzte Pilz Penicillium candidum Fremdinfektionen durch aflatoxin-
bildende Schimmelpilze verhindert.

In 5 Blauschimmel-, 2 Roquefort- und 3 Camembert-Kisen (47) wie
auch in 4 Weiischimmel- und 3 Blauschimmel-Kdsen (41) konnten keine
Aflatoxine, in je 40 Proben von getrockneten, entfetteten camembertihn-
lichen und Rokpol-Kisen wurden weder Aflatoxin B, noch G; gefunden
(5). Bei Késen mit Oberflichenschimmel (45 Proben Camembert, 15 Brie,
1 Weichkise mit Schimmel) und Késen mit Innenschimmel (2 Edelpilzkise,
1 Bergazola) war der qualitative Nachweis auf Aflatoxin B, in allen Pro-
ben negativ (17, 22). In verschiedenen Kisesorten des Handels (197 Proben,
darunter 38 Camembert und 5 Edelpilzkise) konnten die Aflatoxine By,
B;, G, und G, nicht nachgewiesen werden, jedoch Aflatoxin M,, das je-
doch aus der fiir die Kisefabrikation verwendeten Milch stammte (23).

Unter 8 Stimmen von Penicillium roqueforti und 19 von P. caseicolum,
die auf ihre Fihigkeit untersucht wurden, Aflatoxine und antibiotische
Substanzen zu produzieren, bildete kein Stamm Aflatoxine oder war anti-
biotisch aktiv (10). In je 8 Stimmen von Penicillium candidum, P. camem-
berti und P. roqueforti aus polnischen Kisereien wurden weder Aflato-
xin By noch G, gefunden (5).

70 Schimmelpilzstdmme als Starterkuliuren oder als Isolate von Kisen
(36 Stimme P. caseicolum BAINIER, 5 P. camemberti THOM und 17 P. ro-
queforti THOM) wurden in einem fliissigen Medium von 10 %o Saccharose
und 2 %, Hefeextrakt wihrend 10-14 Aagen bei 27 °C bebriitet (9, 27); der
aus dem Myzel mit Acetonitril/Chloroform hergestellte Extrakt
diinnschichtchromatographisch und spektralanalytisch auf das Vorhan-
densein von Aflatoxinen (Bi, B, Gi, G, M,), Sterigmatocystin, Diacet-
oxyscirpenol, Ochratoxin A, Patulin, Citrinin, Penicillinsdure und Citreo~
viridin untersucht. In den 58 Extrakten aus den Stimmen, die in den Ki-~
sereien verwendet werden, konnten keine dieser erwihnten Toxine nach-
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gewiesen werden, wihrend bekannte Toxinbildner zu positiven Ergebnis-
sen fiihrten. Einzig ein Penicillium sp.-Stamm, aus einem franzosischen
Weichkidse mit Gewiirzbelag isoliert und als Kontamination bewertet,
hatte die Fihigkeit, Patulin und Citrinin zu bilden. Bei der Uberpriifung
derselben Extrakte an Zellkulturen (Girardi heart und Flow 4000 KII)
wirkten 2 Extrakte von P. caseicolum schwach toxisch, alle anderen Ex-
trakte aus P. caseicolum, P. camemberti und P. roqueforti waren inaktiv,
wihrend Kontrollversuche mit bekannten Toxinbildnern wiederum posi-
tive Ergebnisse aufwiesen (27).

Im Jahre 1971 haben jedoch Gibel et al. (16) nach oraler oder subku-
taner Verabreichung einer Reinkultur des Stammes P. camemberti var.
candidum III C3 aus der Stammsammlung des Instituts fiir Milchforschung
in Oranienburg (DDR) eine kanzerogene Wirkung bei Wistarratten nach-
gewiesen. 20 Tiere erhielten eine Menge von 0,5 ml einer Suspension des
Myzels 3mal in der Woche auf oralem Wege (per Sonde) und 30 Tiere die
gleiche Menge subkutan verabreicht. Mindestens 6 Monate haben 17 von
20 Tieren bzw. 13 von 30 Tieren iiberlebt. Dabei wiesen von der ersteren
Gruppe 4 Tiere Tumore auf, von der zweiten deren 8. Die Autoren denken
dabei an eine Mykotoxinwirkung, haben jedoch das Myzel nicht auf My-
kotoxine untersucht. Auch schlieBen sie wegen der lingeren Aufbewah-
rung der Sporen-Myzel-Aufschwemmung bei einer Temperatur von 6 °C
eine Wirkung von Zersetzungsprodukten durch enzymatische Autolyse
nicht vollig aus. Weitere Untersuchungen von Gibel (15) ergaben, daBl von
zwei weiteren, zur Camembertherstellung in der DDR eingesetzten Pilz-
stimmen einer im Tierversuch ebenfalls kanzerogen wirkte, wihrend der
andere keine Anzeichen einer karzinogenen Wirkung erbrachte.

An Regenbogenforellen wurden ebenfalls Fiitterungsversuche mit Ca-
membert- und Roquefort-Kulturen durchgefiihrt (12). Die Regenbogen-
forelle ist ein in der Aflatoxinforschung besonders erfolgreich erprobtes
Versuchstier, da sie vor Erreichen der Geschlechtsreife sehr empfindlich
gegeniiber Aflatoxinen ist (55). An Kulturen wurden verwendet:

- 2 Pilzstdmme von Penicillium caseicolum BAINIER, Handelskultur fiir
die Herstellung von Camembert,

— Penicillium camemberti var. candidum III C3, von Gibel et al. bei ih-
ren Versuchen verwendet

— Penicillium roqueforti THOM, Handelskultur fiir die Herstellung von
Blauschimmelkise.

Reis wurde mit diesen Pilzstdmmen beimpit und in getrockneter, pulve-
risierter Form mit gemahlenem Handelsfutter vermischt und an die Tiere
verfilittert. Trotz des hohen Anteils des Pilzmyzels an der gesamten Nah-
rung der Tiere, im Durchschnitt etwa 30 %o, iiber die ganze Versuchszeit
von 100 Tagen waren keine Krankheitserscheinungen oder Schiden an
den Lebern der Fische zu vermerken; auch war die Gewichtszunahme bei
den mit verpilztem Futter erndhrten Gruppen gleich oder besser als die
der Kontrollgruppe. Wegen der verschiedenen Tierart und anderen Kulti-
vierungsbedingungen der Pilze kénnen diese Versuche nicht direkt mit
den Ergebnissen von Gibel et al. (16) verglichen werden.

Weitere Fiitterungsversuche haben Frank et al. (13) {iber die karzino-
gene Wirkung von P. caseicolum und P. roqueforti an 740 Sprague-Daw-
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ley-Ratten durchgefiihrt. In einem ersten Teil (A) wurden an 4 Gruppen
von Ratten wihrend ihrer ganzen Lebensdauer verschiedene Kisesorten
(Camembert, Brie, Blauschimmelkise) verfiittert, in einem zweiten Teil (B)
erhielten sie 1mal in der Woche wéhrend ihrer ganzen Lebensdauer 2,5 ml
einer Myzelsuspension von verschiedenen Kulturen durch eine Sonde und
im dritten Teil (C) ebenfalls 1mal pro Woche wihrend 52 Wochen dieselbe
Menge subkutan verabreicht. In der folgenden Tabelle (Tab. 2) sind ver-
schiedene Angaben aus diesem Versuch zusammengestellt: Fiitterungs-
plan, Anzahl der verwendeten Tiere, Menge des verzehrten Kises bzw.
der verabreichten Myzelsuspension pro Tier, die mittlere Lebensdauer in
Monaten, das Auftreten von malignen Tumoren in Prozent und die mitt-
lere Zeit zur Induktion von malignen Tumoren t, in Testmonaten.

Die erhaltenen Resultate zeigen deutlich, daB beim Verfiittern von ex-
tremen Mengen Kise keine signifikant hheren Tumorraten bei den Ver-
suchsgruppen im Vergleich zu den Kontrollgruppen festgestellt werden
konnten. Das gleiche gilt ebenso fiir die orale wie auch fiir die subkutane
Applikation der Myzelsuspensionen. Das Fehlen einer karzinogenen Wir-
kung zeigte sich auch darin, da8 die mittlere Induktionszeit flir maligne
Tumore in allen Versuchsgruppen héher war als bei den Kontrollen. Das
héhere Tumorauftreten in B3, C1-C3 ist nur darum offensichtlich, weil
diese Tiere eine lingere Lebensdauer aufweisen als die Kontrolltiere und
aufgrund ihrer héheren Lebenserwartung auch eine héhere Tumorinzi-
denz zu erwarten ist.

5. Schluff

Die Frage, ob die zur Herstellung von Kése iiblicherweise verwendeten
Pilzstdmme wie Penicillium caseicolum, P. camemberti und P. roqueforti
wie auch der GenuB dieser Kése unbedenklich seien, 148t sich aufgrund
der gesichteten Literatur folgendermafBen beantworten: Es konnten bis
jetzt keine gesundheitlichen Schiden bei Bevélkerungsgruppen mit einem
hohen Verbrauch entsprechender Kisesorten festgestellt werden. Ebenso
lieBen sich an Versuchstieren experimentell keine Schiden verursachen.
Auch kann man annehmen, daBl diese Pilzstimme als ,,Kulturpflanzen® zu
betrachten sind, die man seit Jahren unter Kontrolle hat (12). Die Verwen-
dung von Penicillium caseicolum, P. camemberti und P. roqueforti in der
Kiseherstellung stellt also, was das PR-Toxin wie auch die Frage einer
karzinogenen Wirkung betrifft, keine Risiken fiir die menschliche Gesund-
heit dar. Einschrinkend muB jedoch erwihnt werden, daf§ wir iiber eine
eventuelle toxische Wirkung des Roquefortins und Isofumigaclavins A und
B in Blauschimmelkisen noch zu wenig wissen, um deren Bedeutung fiir
die menschliche Gesundheit abschitzen zu kénnen. Im Interesse des Ver-
brauchers ist es empfehlenswert, die von der Deutschen Forschungsge-
meinschaft (7) aufgestellten Anforderungen fiir die Hersteller von Starter-
kulturen zu beachten.

Zusammenfassung

Schimmelpilzkulturen werden bei der Herstellung von WeiBschimmel- und
Blauschimmelkése verwendet. Es wird liber den gegenwirtigen Stand der
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Kenntnisse zur Frage von Mykotoxinbildnern in Schimmelpilzkulturen der Ki-
sefabrikation berichtet. Verschiedentlich wurde aus Penicillium roqueforti-
Stimmen, die auf speziellen Medien bebrlitet wurden, das PR-Toxin isoliert,
auch aus P. roqueforti-Kulturen, die zur Kiseherstellung verwendet werden.
Doch sind die Bedingungen der Kisereifung fiir eine Produktion dieses Toxins
nicht geeignet. Weitere Stoffwechselprodukte von P. roqueforti wie Roquefortin
und Isofumigaclavin konnten in Kéase aufgefunden werden, doch ist {iber deren
toxische Wirkung wenig bekannt.

Kanzerogen wirkende Mykotoxine konnten in Schimmelk#sen nicht gefun-
den werden, auBler Aflatoxin M,, das jedoch aus der kontaminierten Milch
stammen dirfte. Das Auftreten von Tumoren nach Verfiitterung einer Reinkul-
tur von P. camemberti var. candidum lie auf eine Mykotoxinwirkung schlie-
Ben. Doch haben weitere Tierversuche mit verschiedenen, bei der Kisefabrika-
tion verwendeten Schimmelpilzstimmen diesen Befund nicht bestitigt.

Es lidBt sich aufgrund der gesichteten Literatur sagen, daB der Einsatz von
Schimmelpilzkulturen in der Kisefabrikation kein Risiko fiir den Menschen
darstellt, also toxikologisch unbedenklich ist.

Summary

Mould cultures are used for the manufacture of soft and blue cheese. The
report deals with the present stage of knowledge of the question of mycotoxin-
producers in mould cultures used for cheesemaking. The PR-toxin was isolated
repeatedly from Penicillium roqueforti strains which were incubated on special
media, but also from P. roqueforti cultures used for cheese manufacture. How-
ever, cheese ripening conditions do not favow the production of this toxin.
Other catabolites from P, roqueforti such als roquefortine and isofumigaclavine
have been found in cheese, but there is not much known about their toxic effect.

No cancerogenic mycotoxins have been discovered in these types of cheese,
except aflatoxin M,, which might however originate from contaminated milk.
It must be concluded that the occurrence of tumors after feeding of a pure
P. camemberti var. candidum culture is due to the effect of mycotoxins, On the
other hand, further animal experiments with various mould culture strains
used for cheesemaking have not confirmed these findings.

On the basis of the literature consulted it may be said that the use of mould
cultures for cheesemaking does not involve any risk for human health, that
means it is toxicologically harmless.
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