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Mitt. Gebiete Lebensm. Hyg. 72, 380—395 (1981)
Eingegangen 1. Juli 1981. Angenommen 27. Juli 1981

Mykotoxine in schimmelgereiften Kisen
— eine Literaturiibersicht*

Mycotoxins in Mould-ripened Cheese — a Review

U. Schoch
Institut fiir Toxikologie der ETH und der Universitit Ziirich, Schwerzenbach

Einleitung

Durch die zunehmende Bedeutung von Schimmelpilzen als Kontaminanten
von Lebensmitteln gewannen die bewufit mit Schimmeln beimpften Nahrungs-
mittel wie Rohwiirste oder Kise an Interesse im Hinblick auf eine mogliche
Mykotoxinbildung.

Im folgenden soll der Problemkreis Mykotoxine und Kise aufgrund von Lite-
raturrecherchen etwas eingehender beleuchtet werden, wobei das Schwergewicht
auf die Bedeutung der Schimmel als solche, die Bildung und die Eigenschaften
der Toxine und deren Vorkommen im Kise gelegt wird.

Schimmelpilze und Kise

In der natiirlichen Bakterienflora der Milch sind normalerweise alle Bakte-
rienarten enthalten, die fiir die Herstellung der verschiedenen Kisesorten not-
wendig sind, ferner jedoch auch Keime, die bei zu starker Entwicklung zu emp-
findlichen Fabrikationsstérungen und fehlerhaften Kisen fithren konnen (1).
Durch die Bearbeitung der Milch beziehungsweise des Bruches sowie durch
geeignete Temperatur- und Feuchtigkeitsverhiltnisse in den Reifungsriumen
kommen die erwiinschten Bakteriengruppen oder auch Schimmelpilze wihrend
der Herstellung und Reifung bevorzugt zur Entwicklung. Thre Titigkeit im richti-

gen Zeitpunkt wihrend der Herstellung und Reifung ist von wesentlichem Ein-
fluf auf die Eigenschaften der Kise.

* Vortrag gehalten am 5. Mirz im Rahmen der Vorlesung «Aktuelle Probleme der Toxiko-
logie» am Institut fiir Toxikologie ETH/Uni Ziirich
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Bei allen Kisesorten leitet eine mehr oder weniger kriftige Milchsiduregiarung
den Herstellungsvorgang ein. Dadurch werden pH-Werte geschaffen, die fur die
weiteren Reifungsvorginge eine wesentliche Voraussetzung sind. Der Sduerungs-
vorgang wird im Camembert durch die Milchsaurestreptokokken Str. lactis, Str.
cremoris oder auch Str. diacetilactis ausgeltst, die dann von anderen Strepto-
kokken und Lactobazillen abgeldst, d. h. zahlenmissig iibertroffen werden.

An die Milchsiuregiarung anschliefend erfolgt eine starke Bewachsung der
Oberfliche des Kises durch Hefe und Oidien, der das Schimmelwachstum folgt.
Vom 4. oder 5. Tage an kann man auf dem Kise bereits mit blofem Auge das
Myzel des Camembertschimmels erkennen, der zunichst als feiner Flaum
erscheint und nach 8—10 Tagen den ganzen Kise in einen weiflen Pelz einhiillt.
Wie beim Camembert besteht auch bei Blauschimmelkisen, wie dem Roquefort,
dem Gorgonzola oder dem Stilton, um nur die bekanntesten zu nennen, die
Oberflichenflora aus Streptokokken und Lactobazillen sowie einer groffen Zahl
an Hefen und einigen Pilzen. Vier bis sechs Tage nach der Fabrikation werden die
einzelnen Kiselaibe gestochen, d. h. mit Nadeln werden feine Locher in die
Kisemasse gebohrt, entlang denen sich dann die Schimmelpilze entwickeln und
sich dadurch das fiir Edelpilzkdse charakteristische gedderte Schnittbild ergibt.

Welche Arten Schimmelpilze werden in der Kisefabrikation eingesetzt? Wie
gelangen diese Schimmelpilze 1n den Kise? Welches i1st ithre Aufgabe innerhalb
der Fabrikation? Die in ilteren Technologien iibliche Zugabe von betrichtlichen
Mengen Salz zum Kise, das bei Original-Roquefort auch heute noch geschieht,
bewirkt eine automatische Selektion der Schimmelpilze, in dem nur die Entwick-
lung von Penicillien méglich ist (2). Untersuchungen tiber den Stoffwechsel haben
gezeigt, dafl die Widerstandskraft der in den geaderten Kisen vorhandenen Peni-
cillien gegeniiber Salz hoher ist als bei allen anderen Schimmelpilzarten. In dlte-
rer Literatur findet man oft ganz bizarre Bezeichnungen der als Reifungskultur
eingesetzten Schimmelpilze. Obwohl der Leser solcher Berichte gewisse Zusam-
menhinge zwischen den einzelnen Bezeichnungen vermuten konnte, brachte erst
Pitt (3) mit seinem taxonomischen Gesamtwerk tiber Penicillien Ordnung in dieses
Wirrwarr, indem er die verschiedenen in der Kisetechnologie verwendeten Schim-
melpilze den beiden Klassen P. roqueforti und camemberti wie folgt zuordnete:

Penicillium rogueforti Thom Penicillium camemberti Thom

= P. casei Staub = P. caseicolum Bainier
= P. roqueforti Sopp candidum Roger apud Biourge
= P. gorgonzolae Weidemann album Epstein
apud Biourge camemberti Sopp
= P. stilton Biourge rogeri Wehmer apud Lafar
P. aromaticum casei Sopp
P. roqueforti var.
weidemannii Westling

= P. roqueforti var. viride
Dattilo-Rubbo

| .

B Ba-Ee-
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Dunkelblau-griine Kolonien, samt- Weifle — leicht griinliche Kolonien,
artiges Myzel, schnelles Wachstum flockiges Myzel

Anwendung in Edelpilzkisen Anwendung in Weichkisen mit
(Roquefort, Gorgonzola, Stilton) Schimmelbildung
(Camembert, Brie, Neufchitel)

Die Schimmelpilze werden heute in Form von Reinkulturen, die in dafiir spe-
zialisierten Laboratorien vermehrt und gebrauchsfertig zubereitet werden, in die
Milch gegeben. Durch exakte Differenzierung einzelner Stimme der gleichen Art
kann zudem spezifischen Anforderungen der Kisefabrikanten, z. B. beziiglich
der MyzelhShe oder der Wachstumsgeschwindigkeit, Rechnung getragen werden.
Die Produzenten der Original-Roquefort beschreiten auch hier einen eigenen
Weg, indem sie die Kise auch heute noch in den Felshéhlen der Umgebung rei-
fen lassen. Die erwiinschten Schimmelsporen sind in diesen Hohlen in so gro-
en Konzentrationen vorhanden, daff Fremdschimmel gar nicht zum Auskeimen
kommen konnten. Die Kise werden also gewissermassen «spontan gesteuert» ver-
schimmelt.

Bei der Beimpfung der Kise mit Schimmel unterscheidet man zwischen drei
Verfahren, namlich:

1. Direktes Versetzen der Kesselmilch mit Schimmelkultur,

2. Zugeben der Schimmelkultur ins Salzbad,

3. Versprithen der Schimmelkultur in wisseriger Losung auf dle Kiselaibe.

Bedingt durch ihre hohe proteolytische und lipolytische Aktivitit werden die
Penicillien als die Hauptbeteiligten an der Reifung und der Geschmacksbildung
angesehen. Wihrend beim Weilschimmelkase die Reifung, bedingt durch das
Oberflichenwachstum, von aussen nach innen verlauft, erfolgt diese beim Blau-
schimmelkise gleichzeitig den gestochenen Adern entlang im ganzen Kise. Das
Durchlochern der Laibe ist nach Ansicht verschiedener Autoren (4) vor allem fiir
das Entweichen von CO, und nicht primair fiir den Sauerstoffzutritt notwendig.
P. roqueforti kann sich vor allem aufgrund seiner im Gegensatz zu anderen Pil-
zen hoheren CO,-Toleranz und der geringeren Sauerstoffbediirfnisse bevorzugt
entwickeln.

Unter dem Einfluf} der Proteasen wird der Kisestoff durch hydrolytische
Spaltung tiber mehrere Stufen teilweise bis zu den Grundbausteinen, den Amino-
sauren, abgebaut. Neben den Aminosduren und Peptiden entsteht immer auch
Ammoniak. Die Wirkung der Schimmellipasen ist vor allem fiir die Ge-
schmacksbildung bedeutsam. Die Fette werden durch die lipolytische Spaltung
zu Methylketonen umgewandelt.

Zum Verstindnis der Mykotoxinbildung soll ganz kurz der Stoffwechsel der
Kiseschimmel gestreift werden. Die Komponenten Kohlenhydrate, Fette und
Proteine werden im Primarstoffwechsel entlang bekannter Wege metabolisiert.
Bei den Mykotoxinen handelt es sich um sekundire Metabolite. Sekundire Stoff-
wechselprodukte leiten sich in ihrer Biosynthese von primiren Metaboliten ab.
Eine in diesem Zusammenhang zentrale Stellung besitzt Acetyl-CoA. Beziiglich
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des Nutzens dieser sekundiren Verbindungen fiir den produzierenden Organis-
mus besteht keine einheitliche Meinung. Glauben einige Autoren, es handle sich
um akkumulierte Stoffe, die durch ihre Entstehung eine Entlastung des Stoff-
wechsels als solchen bewirken, vermuten andere, daf} es sich um Abwehrstoffe
handelt, die dem Organismus in seiner Umgebung gewisse Vorteile verschaffen (5).

In Abbildung 1 sind die Biosynthesewege grobschematisch aufgezeichnet,
entlang denen die von P. roqueforti und P. camemberti bis jetzt bekannten
Mykotoxine gebildet werden. Auf der einen Seite finden wir die Polyketide

PR-ToxIn
MYCOPHENOLSAURE
PENICILLINSAURE FETTSAUREN

PATULIN

MaLonyL-CoA:  x MaLonvL-CoA + AceTyL-CoA

!

AceTyL-CoA
HisTIDIN AcETAT
RoauerorTIN (C) fe— Rog, D MEVALONSAURE w{ CYCLOPIAZONSAURE
TRYPTOPHAN
TRYPTOPHAN METHIONIN
CHANOCLAVINE
[soFuMIGACLAVIN A [SOFUMIGACLAVIN B | I & FESTUCLAVIN

(Roa, A) (Roa. B)

Abb. 1. Biosynthesewege einiger Mykotoxine von P. roqueforti/camemberti

Mycophenolsiure (5), Patulin (6), Penicillinsiure (6) und PR-Toxin (7), bei denen
es sich um ringkondensierte Polymethylketone handelt, und auf der andern Seite
die von Aminosauren abgeleiteten Alkaloide Roquefortin, Isofumigaclavin A
und B (8) und Cyclopiazonsaure (9). Beziiglich der Nomenklatur von Roquefor-
tin und Isofumigaclavin A und B gibt es gewisse Unterschiede. Japanische Auto-
ren (10) bezeichnen Roquefortin als Roquefortin C und Isofumigaclavin A und B
als Roquefortin A und B. Die Identitit der Substanzen wurde bestatigt. Cyclopia-
zonsdure ist das bisher einzige bekannte Toxin, das von P. camemberti gebildet
wird. Die anderen genannten Toxine wurden als Metaboliten des Blauschimmels
P. roqueforti gefunden (Abb. 2).

383

Mitt. Gebiete Lebensm. Hyg., Band 72 (1981)



0 CH

i P 3
Hate N’ HO= C=CH,=CHy=C=CH=CH
H.C 2 0
P CH3 CH30

L OH O CHy

NH Mycophenolsaure
Cyclopiazonsaure oH, R=COCH;,

Isofumi i
RO umigaclavin A
- R=H
CHy Isofumigaclavin B
|-
H
Roquefortin 0 0 HaCO
SN S -
H
Q _CHO gre o =
CH3C00
CHc3:H3 CH, Patulin Penicillinsaure
PR-Toxin

Abb. 2. Mykotoxine von P. roqueforti und P. camemberti

Bildungsbedingungen

In diesem Abschnitt sollen diejenigen Faktoren, die auf die Bildung der
genannten toxischen Verbindungen einen Einflufl haben koénnen, besprochen
werden. Dazu sind neben der Temperatur, der Inkubationszeit, der Feuchtigkeit
und dem pH-Wert auch das Nihrstoffangebot zu zihlen.

Bei den Penicillien handelt es sich um mesophile Pilze, deren Wachstumsop-
timum bei 20—25 °C liegt. Optimale Wachstumstemperaturen sind haufig auch fiir
die Toxinproduktion optimal. Bei geniigend langer Inkubationszeit entwickeln
sich diese Pilze auch bei Kiihlschranktemperaturen und Mykotoxine kénnen nach-
gewiesen werden (11). Nicht nur Cyclopiazonsiure, auch PR-Toxin und Roquefor-
tin konnen bei Kisereifungstemperaturen auf geeignetem Medium synthetisiert
werden (12). Auffallend ist hierbei, daf§ PR-Toxin, wie aber auch andere Mykoto-
xine, nur wihrend einer bestimmten Zeitspanne nachgewiesen werden kann und
anschlieBend wieder verschwindet.

Beziiglich des Einflusses der Temperatur lifit sich festhalten, dafl die bei der
Kiseproduktion vorherrschenden Temperaturverhiltnisse eine Toxinbildung
nicht ausschliefen. .

Eine nicht zu vernachlafigende Auswirkung hat die Inkubationsdauer auf die
Toxinproduktion. In der Regel nimmt die Menge nachweisbaren Toxins mit
zunehmender Dauer zu und erreicht zu einer bestimmten Zeit ein Maximum.
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Diese optimalen Inkubationszeiten stehen jedoch zu der Temperatur in einer
bestimmten Relation, denn Penicillinsdure zum Beispiel kann bei 16 °C bereits
nach 18 Tagen in maximaler Menge nachgewiesen werden, wihrend es bei einer
Inkubationstemperatur von 27 °C 30 Tage daurert (13). Ob die Menge Toxin bei
den genannten Temperatur-Zeit-Verhiltnissen gleich ist, wird durch die Produk-
tionsrate bestimmt und kann nicht vorausgesagt werden.

Der pH-Wert des Mediums scheint auf die Toxinbildung einen nur geringen
Effekt zu haben (14). Vorbedingungen fiir das Synthetisieren von Toxinen ist das
Wachstum des Schimmelpilzes. Pilze bevorzugen saure Medien mit pH-Werten
zwischen 4,5 und 6,5. Im alkalischen Bereich ist ihr Wachstum eingeschrinkt.
Mehr oder minder parallel zum Wachstum verlduft die Toxinproduktion.

Der Wassergehalt ist ein weiterer Einfluf3faktor fiir das Pilzwachstum und die
Toxinausscheidung. Dabei ist die Feuchtigkeit unmittelbar an der Oberfliche des
Gutes, an der die Pilzsporen in einem Mikroklima leben, von Bedeutung. Dieser
Wassergehalt lalt sich sinnvoll durch den a,-Wert ausdriicken. Der a,-Wert ist
definiert als Quotient aus Wasserdampfdruck iiber dem Gut zum Wasserdampt-
druck iiber Wasser bei gleicher Temperatur. Wahrend Bakterien minimale Werte
von 0,93—0,96 fiir das Wachstum haben, liegen die entsprechenden Werte fiir
Schimmelpilze etwas tiefer, fiir Penicillien z. B. im Bereiche von 0,82—0,85 (15).
Angaben iiber den genauen Zusammenhang zwischen Feuchtigkeit und Toxin-
bildung sind in der Literatur nur wenige zu finden. Im allgemeinen wird festge-
halten, daf die Wasseraktivitit eines Nihrbodens zwar das Pilzwachstum begren-
zen kann, aber keinen wesentlichen Einfluff auf die Mykotoxinbildung und den
Ablauf anderer biochemischer Prozesse in der Pilzzelle hat, da das notwendige
Wasser nach Anlaufen der Stoffwechselaktivitit durch den Metabolismus in
geniigender Menge gebildet wird (16, 17).

Die Zusammensetzung des Nihrsubstrates spielt eine ebenfalls nicht unwe-
sentliche Rolle fiir die Toxinbildung. Schimmelpilze sind auf eine organische
Kohlenstoffquelle angewiesen. Monosaccharide wie Glucose und andere nieder-
molekulare, wasserlosliche organische Verbindungen kdnnen am raschesten und
von den meisten Schimmelpilzen verwertet werden. Beim Mykotoxinnachweis
direkt im Lebens- oder Futtermittel ist das Substrat gegeben, wobei Nahrungsmit-
tel in der Regel gute Nahrmedien darstellen. Bei mykotoxikologischen Reihen-
untersuchungen werden die Schimmel gewohnlich vom Produkt abisoliert und
auf semisynthetischen Nahrboden bei definierten Bedingungen bebriitet. Ein
sehr schones Beispiel, das den Einflufl des Substrates zeigt, ist in (18) zu finden.
Die gewahlten Bedingungen sind in allen drei Versuchen konstant gehalten. Die
einzige Variable stellt das Medium dar. Wihrend auf YES sowohl Patulin wie
Penicillinsiaure gebildet wird, kann auf Raulin-Thom-Bouillon (RTB) praktisch
nichts nachgewiesen werden. Eine Zwischenstellung nimmt Potato-Dextrose-
Bouillon ein, das vorwiegend aus Kartoffelbestandteilen und etwas Traubenzuk-
ker zusammengesetzt ist. YES besteht aus 15 % Saccharose und 2 % Hefeextrakt.
RTB enthilt demgegeniiber nur 5 % Glucose sowie einige Spurenelemente und
einige stickstoffhaltige Verbindungen. YES scheint als sehr zuckerreiches Nihr-
medium fiir den Nachweis der Toxinbildung gut geeignet zu sein, da auch
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PR-Toxin und Roquefortin auf diesem Substrat durch P. roqueforti synthetisiert
werden konnen (12, 19). Zusammenfassend kann festgehalten werden, dafl offen-
sichtlich mehrschichtige Zusammenhinge zwischen Stammfaktoren der Schim-
melpilze, die hier nicht niher betrachtet wurden, und Umweltparametern beste-
hen, denn das beste Medium fiir Stamm A entspricht nicht a priori dem fiir Stamm
B, die Toxinproduktionsrate ist nicht einheitlich, der am frithesten produzie-
rende Stamm ist nicht zum vornherein der die grofiten Mengen bildende Stamm
und schlieflich beeinflult die Temperatur-Zeit-Relation die Toxinausscheidung.

Biologische Eigenschaften der Kisemykotoxine

In diesem Abschnitt soll auf die Toxizitat und die allgemeinen Auswirkungen
der Kisemykotoxine eingegangen werden.

In Tabelle 1 sind die akuten Toxizititswerte zusammengestellt. Hieraus ist
ersichtlich, daf§ die einzelnen Toxine beziiglich ihrer Giftigkeit sehr unterschied-
lich sind. Wahrend Cyclopiazonsidure und PR-Toxin recht potente Toxine dar-
stellen, bildet Mycophenolsaure als ziemlich schwach toxische Verbindung den
Gegenpol. Roquefortin und Patulin sind etwas schwicher toxisch als die Erstge-
nannten.

Tabelle 1. Akute Toxizitit einiger Mykotoxine

LDsy (mg/kg KG)
Toxin . g
p.o. 5.C. 1.V L.p.

Cyclopiazon-
saure 36—63 (Ratte) 2,3 (Ratte) (20)
PR-Toxin 10 x i.p.-Wert 5,8 (Maus)

11,0 (Ratte) (54)
Roquefortin 15,0—20,0 (Maus) (56)
Mycophenol-  [2500 (Ratte) (27) 550 (Ratte) 973,0 (Maus) (29)
saure 1250 (Maus) (29) 450 (Maus) (27)

700 (Maus) (27)
Patulin 8—15 (Maus)| 15—25 (Maus) 15,0 (Maus) (55)
Penicillinsaure | 600 (Maus) 110 (Maus)| 250 (Maus) 70,0 (Maus) (22)
p.o. = peroral 1.v. = intravends
s.c. = subcutan 1.p. = intraperitoneal
Cycloprazonsdure

Cyclopiazonsiure, intraperitoneal appliziert, wirkt als Neurotoxin (20). Als
weitere Zielorgane dieses Toxins sind die Leber, die Milz, der Pankreas oder auch
die Nieren zu nennen. Bei den beobachteten Lisionen handelte es sich in der
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Mehrzahl der Fille um Nekrosen. Ratten, die mit 8 mg/kg Korpergewicht (KG)
i.p. behandelt wurden, konnten sich bereits 10—30 Minuten nach der Applikation
von Cyclopiazonsdure nicht mehr bewegen. Simtliche dieser Tiere starben inner-
halb von zwei Stunden mit nervosen Symptomen. Mit 4,5 mg bzw. 2,5 mg/kg
KG behandelte Ratten starben alle in einem Zeitraum von 1—3 Tagen. Makros-
kopische Untersuchungen dieser Tiere ergaben selten markante Organverinde-
rungen. Bei sehr hoch dosierten Tieren konnten Zeichen von Nierendegeneratio-
nen festgestellt werden. Gelegentlich konnten auch Lebernekrosen festgestellt
werden. Anzeichen von Lungenschiden wurden nie beobachtet. Mikroskopische
Untersuchungen zeigten Lisionen, die beziiglich der Ausprigung vom Zeitpunkt
des Todes abhingig waren. Da simtliche Weibchen innerhalb von 36 Stunden
starben, die Mannchen jedoch 4—6 Tage tiberlebten, kann von geschlechtsspezifi-
schen Schiden gesprochen werden. Bei i.p.-Verabreichungen wird Cyclopiazon-
sdure rasch absorbiert und die nervosen Symptome treten entsprechend bald auf.
Wird das Toxin oral gegeben, konnen diese Symptome nicht beobachtet werden,
wobei der Grund darin zu suchen ist, daff Cyclopiazonsdure in wasserigen Losun-
gen mit einem pH unter 7 nicht mehr 18slich ist und so viel langsamer absorbiert
wird. Weitere Ubersichtsarbeiten sind von Holzapfel veroffentlicht worden (9,
21).

Patulin und Penicillinsdure sollen nur ganz kurz besprochen werden, da diese
Verbindungen von atypischen P. roqueforti, d. h. in der Kiseindustrie nicht
gebriuchlichen Stimmen, gebildet werden konnen.

Penicillinsédure

Penicillinsdure besitzt gegeniiber Schweinen und Miusen eine mittlere Toxi-
zitat. Bei sublethalen Dosierungen konnte eine antidiuretische Wirkung festge-
stellt werden (22). Organlidsionen betrafen vor allem die Nieren, die Leber und
die Schilddriise. In Mauseleberzellen zeigte das histologische Bild Nekrosen. Auf
die Haut von Kaninchen appliziert, verursacht Penicillinsiure Odeme (23).
Zudem soll diese Verbindung antibakterielle und schwach fungizide Eigenschaf-
ten besitzen (24).

Patulin

Patulin weist gegeniiber Miusen, Ratten oder Kaninchen eine mifig hohe
Toxizitit auf. Charakteristische Autopsiebefunde waren Odeme in Lunge und
Gehirn sowie Blutstauungen in Leber, Milz und Niere. In Ratten besitzt Patulin
eine ausgeprigte antidiuretische Wirkung (25).

Versuche mit Patulin beim Menschen ergaben, daf das Toxin oral verabreicht
Nausea und Magenirritationen verursachen kann. Hautsalben, 1 % Patulin ent-
haltend, fiithrten zu Odemen. Dagegen ergaben Versuche mit Patulin als Antibio-
tikum in Nasensprays keine offensichtlichen nachteiligen Effekte beim Men-
schen (26). Weitere Versuche am Menschen wurden in der Folge wegen der Toxi-
zitdit der Verbindung am Tier nicht mehr durchgefiihrt.
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Mycophenolsdure

Bei Mycophenolsire handelt es sich um eines der iltesten bekannten Schim-
melpilzantibiotika (27). Zusatzlich soll dieses Toxin antivirale (28, 29), fungizide
(30) wie auch antitumorale Aktivititen besitzen (31, 32, 33). Aufgrund der gerin-
gen Toxizitit wurden bereits Hoffnungen wach, dafl mit Mycophenolsiure ein
Chemotherapeutikum gegen Krebs gefunden worden sei, die sich in der Folge
jedoch nicht bestitigten. Toxizititsstudien mit Ratten, Affen und anderen Spe-
zies fithrten dazu, daff Mycophenolsaure als Mykotoxin klassifiziert wurde.

Ratten, denen oral 30 mg/kg KG und Tag verabreicht wurden, verloren im
Verlaufe von 5—7 Wochen an Korpergewicht und wurden lethargisch. Keine
tiberlebte linger als 9 Wochen (31). Affen, mit 150 mg/kg KG und Tag wihrend 2
Wochen behandelt, entwickelten abdominale Schmerzen und litten unter Durch-
fall verbunden mit Blutungen (27). Um mit hohen Dosierungen nicht in den
sublethalen Bereich zu kommen, wurden Kaninchen, welche gegeniiber Myco-
phenolsdure hohere Vertragllchkelt aufweisen, verwendet und wihrend eines Jah-
res taglich mit 80 bzw. 320 mg/kg KG oral behandelt. Nach Ablauf der Versuchs-
dauer konnten keine pathologischen Verinderungen nachgewiesen werden (34).

Rogquefortin

Von Roquefortin sind nur ganz sparliche Informationen beziiglich biologi-
scher Aktivitit vorhanden. So ist bekannt, daf es sich um eine neurotoxische Ver-
bindung handelt (35), die zudem gewisse antibakterielle Eigenschaften besitzt (36).

Von Isofumigaclavin A (= Roquefortin A) ist bekannt, daf} bei einer hohen
Dosierung im Bereich der akuten Toxitit die behandelten Tiere Appetitlosigkeit
zeigten (35). Weiter wurde eine Erweiterung der Blutgefifle und Muskelerschlaf-
fungen festgestellt.

PR-Toxin

PR-Toxin wurde im Zusammenhang mit Rinderaborten zum ersten Mal iso-
liert (37). Es handelte sich bei dieser Verbindung um ein ziemlich starkes Toxin.
Zehn Minuten nach einer i.p.-Injektion von 16—33 mg/kg KG in Ratten hatten
die Tiere die Fihigkeit, ihr Korpergewicht zu tragen verloren. Der Tod erfolgte
innerhalb einiger Stunden bis wenige Tage mit iibermifigen Mengen 6demischer
Fliissigkeiten in der Bauchhaohle (37). Oral behandelte Tiere (Ratten, 160 mg/kg
KG) enwickelten innerhalb von 10 Minuten Atemschwierigkeiten, die bis zum
Tode andauerten. Die gleiche Dosis in junge Ratten (60 g) dosiert, fiihrte inner-
halb von 36 Stunden zum Ableben. Die Sektion zeigte geschwollene, mit Gas
gefillte Biuche und Verdauungsorgane. Histologische Verinderungen bestanden
in Odemen und Blutstauungen in Lungen, Nieren und Gehirn.
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Mutagenitit und Karzinogenitit

Eine einstiindige Behandlung von kulivierten Leberzellen mit PR-Toxin in
einer Konzentration von 2,5 x 10> mol verursachte Einzelstrangbriiche der DNS
(38). Diese Briiche wurden durch Reinkubation der Zellen in frischem, toxin-
freilem Medium nicht wieder repariert. Die Abwesenheit von unplanmaissiger
DNS-Synthese nach PR-Toxin-Aktion lief die Vermutung zu, daf PR-toxinindu-
zierte Lasionen nicht repariert werden kénnen. Die Lasion konnte als Crof-link-
Induktion zwischen DNS und Proteinen identifiziert werden (39). Ahnliche
Crof-link-Induktionen konnten mit Formaldehyd und anderen Aldehyden
gezeigt werden (40). Es scheint demzufolge verniinftig, die Aldhydgruppe des
PR-Toxins als fiir die beobachtete Interaktion verantwortlich zu bezeichnen. Die
durch Formaldehyd induzierten Crof3-links wurden in einem spateren Zeitpunkt
jeweils wieder repariert, was bei PR-Toxin jedoch nicht vorkommt. PR-Toxin
scheint also direkt auf die DNS-Reparatur einzuwirken.

Bei PR-Toxin handelt es sich um eine mutagene Verbindung. Ob sie zugleich
karzinogen ist, kann im Moment aufgrund fehlender Langzeitversuche noch
nicht gesagt werden.

Wie aus Tabelle 2 hervorgeht, sind die Kisemykotoxine in den verschiedenen
Mutagenititstests noch nicht vollumfinglich gepriift worden. Mycophenolsiure
scheint sowohl aufgrund der biologischen wie auch der mutagenen Eigenschaften
eine relativ harmlose Verbindung darzustellen. Die Daten iiber Roquefortin feh-
len auch in diesem Bereiche weitgehend. Einige Autoren (41) stellten eine Korre-
lation zwischen den Ergebnissen der rec™-Assays und in vivo Karzinogenititsstu-
dien her. Von der Uberemstlmmung positiver Resultate, z. B. mit Aflatoxin oder
Sterigmatocystin, schliefen sie eine mogliche Karzinogenitit von PR-Toxin nicht
aus. Die Problematik solcher Querverleiche lafit sich am Beispiel Patulin zeigen,

Tabelle 2. Mutagenititspriifung verschiedener Mykotoxine

S. typhimurium* B. subtilis rec S. cerevisiae

(57) system (59) D4 /D7
PR-Toxin 5 S s Genkonversion

(58) (60)
Roquefortin 0 0 0
Cyclopiazonsiure — 0 0
Mycophenolsiure = =~ 0
Patulin s o Petite Mutants

(61)

Penicillinsaure = § ol 0

* Teststaimme TA 98, 100, 1535, 1537, gepriift mit und ohne S9.
** Teststaimme TA 98, TA 100: positiv in TA 98 und S9.
*** pH-abhingig: + bei pH 6, — bet pH 7 und pH 8.
0 = nicht gepriift + = positiv — = negativ
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das frither als karzinogen angesehen wurde, heute jedoch aufgrund neuerer Lang-
zeitstudien nicht mehr eindeutig als solches klassiert werden kann (42).

Cyclopiazonsdure wird von verschiedenen Autoren (43, 44) in die Liste der
kanzerogenen Mykotoxine aufgenommen, doch konnte diese Klassifizierung
nicht durch Langzeitresultate bestitigt werden, da solche noch nicht vorliegen.
Wohl fand Giebel (45) in mit Myzelsuspension von P. camemberti behandelten
Ratten Tumore, doch wurde die Identitat der diese Geschwulste verursachenden
Substanz nie geklart. Die Durchsicht der Originalarbeit von Purchase (20), auf-
grund welcher Cyclopiazonsdure als karzinogen zitiert wird, ergab, daf der Autor
zum Schlufl kam, dafl die durch Cyclopiazonsaure verursachten Lebernekrosen
nicht solchen gleichen, die von Leberkarzinogenen wie Aflatoxin erwartet und
gefunden werden. Beziiglich dieses Sachverhaltes sind noch weitere Abklirungen
notig.

Vorkommen der Mykotoxine im Kise

In diesem Abschnitt soll nur auf das mogliche Vorkommen von Mykotoxinen
in schimmelgereiften Kidsen eingegangen werden. Positive Mykotoxinnachweise
in anderen Kisen sind die Folge einer Kontamination durch toxinbildende
Schimmelpilze und das Auftreten der Schimmel an sich schon unerwiinscht.
Mycophenolsiure als schwichste dieser in Blauschimmelkise gefundenen toxi-
schen Verbindungen wurde in einer Untersuchung in 38 von 100 Proben gefun-
den (46). Der Grofiteil der positiven Proben, namlich 30, ergab Konzentrationen
von bis zu 5 ppm. Die Konzentrationen der restlichen Proben lagen zwischen 5
und 15 ppm. Die Mykotoxingehalte wurden aus aliquoten Teilen der Gesamtkise
ermittelt. Der Anteil an toxinhaltigen Proben variierte mit dem Kisetyp. Roque-
fortkise zeigte mit 84 % positiven Proben die hochste Mykotoxinrate, wihrend
die anderen Kisesorten eher geringe Anteile aufwiesen. Die hochsten Konzen-
trationen wurden ebenfalls in Roquefortkise gefunden.

Roquefortin wurde in Blauschimmelkdsen in Konzentrationen von maximal
6,8 ppm nachgewiesen (47). Sdmtliche untersuchten 16 Proben waren roquefor-
tinpositiv. Migration der Verbindung in nicht sichtbar verschimmelte Teile von
Blauschimmelkise 1st minim bis Null. Isofumigaclavin A wurde in Mengen von
bis zu 4,7 ppm nachgewiesen. Nur in Spuren konnte Isofumigaclavin B gefunden
werden.

Cyclopiazonsidure, das bisher einzige bekannte P. camemberti-Toxin, wurde
von LeBars (11) in den Rinden von 11 von 20 Proben des Handels nachgewiesen.
In drei der 11 Fille betrug die Konzentration zwischen 0,05 und 0,1 ug Cyclopia-
zonsiure pro g Kiserinde, in fiinf Fillen zwischen 0,1 und 0,2 xg und in den ver-
bleibenden Proben wurden Konzentrationen von 0,4, 1 und 1,5 ug ermittelt.
Demgegeniiber glauben deutsche Autoren (48), dass Cyclopiazonsiure nur
gefunden werden kann, wenn der Kise bei uniiblichen Bedingungen aufbewahrt
wird. Sie konnten die Verbindung aus Kise nur isolieren, wenn sie diesen vorgin-
gig wahrend funf Tagen bei 25 °C gelagert hatten. Die anschlieffend ermittelten
Konzentrationen ergaben einen Mittelwert von 4 ppm. In einer anderen Untersu-
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chung (49) war in Camembert wihrend der normalen Reifung und einer Lage-
rung bis zu 28 Tagen bei 8—10 °C keine Cyclopiazonsaure nachweisbar. Erst nach
44 Tagen enthielt der Kise 0,6 ppm des Toxins. Von 37 Handelsproben enthiel-
ten 17 den Metaboliten in einem Konzentrationsbereich von 0,1—5,7 ppm, Mit-
telwert 1,3 ppm. Es scheint, dafl bei geniigend langer Lagerung auch bei tiefen
Temperaturen die Verbindung im Kise gebildet werden kann.

Einige P. roqueforti-Stimme bilden unter bestimmten Bedingungen Patulin
und Penicillinsdure (50). Diese Stimme wurden ausnahmslos als Fremdschimmel
aus verschiedenen Lebensmitteln isoliert. Aufgrund der vermuteten genotoxi-
schen Eigenschaften (51) dieser beiden Verbindungen ist es von Interesse zu wis-
sen, ob die als Starterkulturen eingesetzten P. roqueforti diese Toxine zu synthe-
tisieren in der Lage sind. Drei kommerziell erhiltliche P.roqueforti-Stimme
und sieben Isolate von Blauschimmelkisen wurden auf Nihrmedium angesetzt
und wihrend 14 Tagen bei 12 °C bebriitet (52). Wihrend die als Kontrollen mit-
geziichteten bekannt positiven Stimme unter diesen Bedingungen Patulin und
Penicillinsidure bildeten, konnten diese Toxine bei den in der Kiseindustrie ein-
gesetzten Stimmen nicht gefunden werden. Zusitzliche Versuche, in denen Edel-
pilzkise mit diesen bekannt positiven Stimmen hergestellt und gereift wurden,
ergaben auch negative Resultate (50).

PR-Toxin konnte bis heute noch nie in Kisen nachgewiesen werden. Versuche
zur Bestimmung der Wiederfindungsrate ergaben Werte von 25—30 % bei pH-
Werten von 5,6 (19). Diese Rate konnte durch pH-Einstellung des Kises durch
Milchsdure auf pH 4 auf 30—50 % verbessert werden. In autoklaviertem, aber
noch fliissigem Kise konnte nach Zugabe und sofortiger Extraktion nur noch
0,6 % der Toxinmenge gefunden werden. Damit diirfte ein enzymatischer oder
mikrobieller Toxinabbau im Kise ausscheiden. Durch die Verfliissigung wurden
praktisch optimale Kontaktmoglichkeiten zwischen Kasekomponenten und PR-
Toxin geschaffen. Als mogliche Reaktionspartner von PR-Toxin in Kise kom-
men die folgenden Verbindungen in Frage: Aminosiauren, Amine (Tyramin,
Tryptamin, Histamin), Ammoniak oder auch unzersetztes Casein (53). Als Reak-
tionsprodukt von PR-Toxin und Schimmelkise wird PR-Imin gefunden (Abb. 3).
PR-Imin ist eine bedeutend weniger akut toxische Verbindung (LDs, 100—200
mg/kg KG), die in Kise iiber einen Zeitraum von 2—5 Tagen jedoch auch nicht
stabil ist.

Wie obenstehende Beispiele zeigen, mufl trotz des schlechten Nihrmediums
Kise (wenig Kohlenhydrate, viel Protein) mit einem Auftreten von Mykotoxinen
in diesen Nahrungsmitteln gerechnet werden. Die biologischen Eigenschaften
dieser Verbindungen sind zum Teil jedoch noch kaum bekannt, so daf} noch wei-
tere Untersuchungen, vor allem Langzeitversuche, zur Abklirung einer allfilli-
gen Mutagenitit oder Karzinogenitit, notwendig sind.

Aufgrund stammspezifischer Unterschiede synthetisieren nicht simtliche
Stimme Mykotoxine, so dafl vom Einsatz bekannt positiver Stimme abgesehen
werden sollte.

Akute Krankheitssymptome sind auch bei iibermissigem Schimmelkisever-
zehr wegen der nachgewiesenen kleinen Dosen nicht zu erwarten.
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Abb. 3. Bildung von PR-Imin

Zusammenfassung

Aufgrund von Literaturrecherchen wird das Problem Mykotoxine in schimmelgereiften
Kisen mit Schwergewicht auf der Bedeutung der Schimmel, der Bildung und den Eigen-
schaften der Toxine und dem Vorkommen in Kise behandelt.

Résumé

Le probléme des mycotoxines dans les fromages a pite molle et a crofte fleurie est
discuté. Les points principaux sont les suivants: L’importance des moisissures, la synthése
et les qualités des toxines et leur existence dans le fromage.

Summary

According to recent literature, the problem of mycotoxins in mould-ripened cheese is
discussed. The principal points of this review are the significance of the moulds, the forma-
tion and the properties of the toxins, and the occurrence of them in cheese.
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