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Die gesundheitliche Unbedenklichkeit von 
Penicillium caseicolum, P. camemberti und P. roqueforti. 

II. Biologische Prüfung auf Toxinbildungsvermögen an Zellkulturen. 

Von U. KRUSCH, A. LOMPE, G. ENGEL und K. E. v. MILCZEWSKI 

1. Einleitung 
Edelschimmelkäse wird unter Verwendung von P. caseicolum, 

P. camemberli und P. roqueforti als Reifungsorganismen in gro­
ßem Umfange hergestellt. Da in der Literatur wiederholt über die 
Bildung toxischer Stoffwechselprodukte durch Schimme lpilze 
dieses Namens berichtet wurde (Hinweise bei [1]), sollten die ge­
nannten Penicillium-Arten auf ihre toxikologische Unbedenk­
lichkeit geprüft werden. Wie bereits beschrieben wurde ( 1), erga­
ben chemisch-physikalische Untersuchungen an Extrakten aus 
Kulturmaterial, daß mit der Bildung von Aflatoxin en, Sterigmato­
cystin, Diacetoxyscirpenol, Patulin, Penicillinsäure, Och rato­
xin A, Citrinin und Citreoviridin nicht zu rechnen ist. Dies schließt 
jedoch nicht aus, daß bisher unbekannte oder schlecht nachweis­
bare Schadstoffe gebildet werden, die derzeit nur auf der Basis ih­
rer biologischen Wirkung zu erfassen sind. Deshalb wurden Ex­
trakte aus 36 Stämmen von P. caseicolum, 5 Stämmen von P. ca­
memberti und 18 Stä mmen von P. roqueforti mit einem früh er be ­
schriebenen Zellkulturtest (2) untersucht. Zusätzlich wurden Ex­
trakte aus anderen Pilzstämme n in die Versuche einbezogen. 

2. Material und Methoden 

Kulturen: Neben den im vorhergegangenen Bericht ( 1) 
nach ihrer Herkunft aufgeführten 70 Pilzstämmen wurden 
bei dieser Untersuchung vier weitere berücksichtigt: 
P. roqueforti NRRL 849 (Stamm Nr. 6768) wurde uns 
freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. H. K. FRANK (Karls­
ruhe) überlassen; dieser Stamm bildet PR-Toxin (3, 4); der 
Penicillinsäurebildner P. cyclopium CBS 43473 (67 59) und 
der Ochratoxinbildner Aspergillus ochraceus CBS 58968 
(6514) wurden vom Centraalbureau voor Schimmelcultu­
res (Baarn/Niederlande) bezogen; außerdem wurde ein 
weiterer Stamm von Geotrichum (Oospora, 6871) unter­
sucht. 

Biologische Prüfung 

In Anlehnung an ein von uns erarbeitetes Verfahren (2) 
erfolgte die Prüfung der Extrakte an Kulturen von zwei 
Zell-Linien Flow 4000 C 2 (epithelähnlich) und Girar­
di Heart (ATCC-CCL 27). In Glaspetrischalen (20 cm2

) 

wurden 2x 105 (Flow 4000) bzw. 3x 105 (Girardi Heart) Zel­
len eingesät, drei Tage vorgezüchtet und anschließend 
nach Kulturmediumwechsel vier Tage mit extrakthalti­
gem Medium be handelt ; zur Auswertung wurden die Zel­
len fixiert und mit Hämatoxylin-Eosin gefärbt. 

50 ml Kulturmaterial entsprechende Mengen der im 
Stickstoffstrom getrockneten Extrakte wurden in je 5 ml 
Dimethylsulfoxid gelöst, durch Filtration entkeimt, in 
Zellkulturmedium verdünnt und je 5 ml pro Kulturgefäß 
appliziert. 

Pro Extrakt eines Pilzstammes wurden je 3 Kulturen 
der beiden Zell-Linien mit den Verdünnungen 1 : 100 und 
1: 1000 (bezogen auf den Gehalt an Extraktstoffen im Pilz­
kulturmaterial) behandelt. Auf Anwendung höherer 
Konzentrationen wurde verzichtet, um unspezifische, d. h. 
nicht eindeutig auf Toxinwirkung beruhende Beeinträch­
tigungen der Zellkulturen zu vermeiden. Die Auswertung 
der gefärbten Kulturen erfolgte a) durch Bestimmung der 
Populationsdichte (Zellzahl/Flächeneinheit) und zellmor­
phologischer Kriterien, b) Ermittlung von Mitosedaten 
(Anteil der e inzelnen Mitosestadien an der Gesamtzahl 
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der erfaßten Mitosen) und c) des Anteils der Metaph ase­
zellen mit Chromosomenquellung an der Zahl der bewer­
teten Metaphasen. Zu a) wurden wenigstens 3000 Zellen 
pro Kultur erfaßt, zu b) und c) wenigstens 200 Mitosestadi­
en/ Kultur. Die Daten der Parallelansätze wurden mit de­
nen der entsprechenden Kontrollen verglichen (x2-Test für 
b) und c), t-Test für a)); signifikante Abweichungen von 
den Werten der Kontrollen wurden als »auffällig « bewer­
tet. 

3. Ergebnisse und Diskussion 

Untersucht wurden Pilzstämme aus Sammlungen und 
von Starterkulturherstellern (Gruppen A 1 bis A4 in Tab. 1) 
sowie Isolierungen von Käse (Gruppen B2 bis B4 ). Extrakte 
aus 5 Stämmen von P. camemberti (Ai) und aus 35 Stäm­
men von P. caseicolum (A2 , B2 ) erwiesen sich im Zellkul­
turtest als unwirksam. Der zunächst bei zwei Stämmen von 
P. caseicolum bestehende Verdacht auf Toxinbildungs­
vermögen konnte im Wiederholungsversuch mit neuen 
Extrakten durch überzeugend negative Befunde beseitigt 
werden. Der von GIBEL et al. (5) als toxige n verdächtigte 
Stamm 6769 von P. ca.seicol um (Gruppe A4 ) zeigte im Zell­
kulturtest keine Wirkung; dieses Ergebnis entspricht den 
von FRANK et al. (6) im Langzeitversuch an Ratten erhal­
tenen negativen Befunden. 

Von 7 P. roqueforti-Stämmen aus Starterkulturen und 
Sammlungen (Gruppe A.i) sowie von 10 aus Käse isolier­
ten Stämmen der gleichen Art (B3 ) wurden Extrakte ge­
wonnen, die im Zellkulturtest unwirksam waren. Jedoch 
Extrakt aus dem wegen seines PR-Toxin-Bildungsvermö­
gens bekannten P. roqueforti NRRL 849 (6768, in Gruppe 
A4 ) verursachte in Kulturen beider Zell-Linien Chromo­
somenquellung. 

P. roqueforti-Stämme bilden in Hefeextrakt/Sac­
charosemediurn offensichtlich regelmäßig Roquefortin, 
das bei dem hier angewendeten Extraktionsverfahren in 
hoher Ausbeute gewonnen wird (1); auch ist gemäß Litera­
tur (8, 9) zu unterstellen, daß PR-Toxin in Hefeextrakt/Sac­
charosemedium von einem Teil der Käserei-Stämme in er­
heblichen Mengen gebildet werden kann und mit dem von 
uns angewendeten Extraktionsverfahren erfaßt wird. Für 
beide Verbindungen fehlen in Ermangelung a usreichen­
der Mengen an Reinsubstanz Detailuntersuchungen über 
die Wirksamkeit bei Zellkulturen. Nach früheren Untersu­
chungen (2) an anderen Mykotoxinen ist im Zellkulturtest 
mit einer Zytozidie bei Konzentrationen zu rechnen, die 
größenordnungsmäßig denen der im Tierversuch ermittel­
ten LD 50-Werte entsprechen. Da die LD 50 für Roque­
fortin 15-20pg/g (i.p.; Maus) und für PR-Toxin 1111g/g 
(i. p.; Ratte) beträgt (10, 3), ist damit für die Empfindlich­
keit der Zellkulturen ein oberer Grenzwert gesetzt; ein un­
terer Grenzwert für Roquefortin ergibt sich aus eigenen 
Untersuchungen, gemäß denen eine Menge von 0, 7 pg/ ml 
Zellkulturmedium keine erkennbaren subletalen Wirkun­
gen hervorruft. 

Neben P. camemberli, P. caseicolum uncl P roqueforti 
wurde eine Anzahl weiterer Pilzstämme unte rsucht. Die 
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Tabelle 1 Ergebnisse der Prüfung von Pilzextrakten im Zellkulturtest 

Befunde bei Zellkulturen• 

Flow 4000 C 2 Gi ra.rd i Heart 

Gruppe Bezeichnung Stamm·Nr. p l.) M p Q M 

A1 P. camemberti 6739, 6752, 6743 } Thom 6852, 6807 

A, P. caseicolum 6722, 6754, 6732 

l Bainier 6744, 6745, 6822 
6823 , 6824, 6825 
6826, 6827 , 6828 
6853, 6854, 6851 
6801, 6803 , 684 9 

A, P. roqueforti 6753, 6800, 682 1 

} Thom 6848, 6829, 6830 
6850 

A. Penicillium sp. 6802 + 
Penicillium sp. 6805 
Penicillium sp. 6770 + + + 
Scop ulariopsis 6806 
P. caseicolum 6769 
Bainier 
P. roqueforti 6768 + + + 
Thom 

B, P. caseicolum 6832 , 6833, 6834 

l Bainier 6836, 6835 , 6840 
6808 , 6809, 6856 
6837, 6838, 6839 
6810, 6812, 683 1 
6855, 6841 

B, P. roqueforti 6746, 6747, 6815 

l Thom 6816, 6817, 6818 
68 13, 6845 , 6814 
6846 

B, Penicillium sp. 6844 
Penicillium sp. 6842 + + 
Pe nicillium sp. 6843 
Penicillium sp. 6820 + + + +++ + 
Geotrichum sp. 6804 ++ +/- + + + 
Geotrichum sp. 6857,6811 } 6819, 6871 

P. cyclopium West. 6759 + + + + + + ++ 
A. ochraceus Wilh. 6514 + + + + + + + 

Merkmal: P = Populationsdichle; Q = Chromosome nq ue llung; M = Mitosedaten 
+ = Wirkung schwach bei Testverdünnung 1

/ 100 

+ = sehr de utliche Wirkung bei Testverdünnung 1
/ 100 

+++ = sehr deutliche Wirkung bei Testverdünnung 1
/ 1000 

Prüfung der Extrakte zweier für französische Starterkultu­
ren verwendeter Stämme (6805 und 6806 in Gruppe A4 ) er­
gab keine Hinweise auf Toxinbildungsvermögen . Unter 
vier weiteren aus Käse isolierten Penicillium-Stämmen 
(Gruppe B4 ) waren zwei, deren Extrakte auf Zellkulturen 
toxisch wirkten. Einer dieser Stämme (6820), wahrschein­
lich eine Kontamination auf französischem Weichkäse mit 
Gewürzbelag (Verpackung in Weinlaub), bildete Patulin 
und Citrinin (1). Der andere (6842), von Gorgonzola iso­
liert, lieferte einen Extrakt mit nur schwacher Wirkung 
(Tab. 1) . Von fünf aus Geotrichum (Oospora)-Stämmen 
gewonnenen Extrakten rief einer (St. Nr. 6804 in Gruppe 
B4 ) Schädigungen der Zellkultur hervor. Dieser Befund 
ließ sich mit einem weiteren analogen Extrakt reproduzie­
ren. 

Zwei zur Kontrolle mitgeführte bekarinte Toxinbildner, 
P. cyclopium (6759) und A. ochraceus (6514), wurden im 
Test durch die Wirkung ihrer Extrakte eindeutig erfaßt; 

dies bestä tigt, daß zur Prüfung von Rohextrakten der Zell­
kulturtest geeignet ist. Seiner Brauchbarkeit zum 
Nachweis von Mykotoxinen sind an anderer Ste lle um­
fangreiche Untersuchungen gewidmet (2); bekannte, we­
gen ihrer chronischen und/oder carcinogenen Wirkung 
gefürchtete Mykotoxine ließen sich mit außerordentlich 
hoher Empfindlichkeit nachweisen, die die chemischer 
Methoden z. T. übertraf (Tab. 2). Es ist zu erwarten, daß 
diese hohe Empfindlichkeit auch ge genüber anderen 
chronisch wirkenden Mykotoxinen beste ht. Aufgrund 
chemisch-physikalischer Analysen konnten k eine befrie­
digenden Aussagen über das Vorkommen von Rubrato­
xin B im Kulturmaterial von P. caseicolum und P. roque­
forti gemacht werden (1) . Aus den Befunden des Zellkul­
turtests ist abzuleiten, daß weniger als 1 µg/ml im Kultur­
material enthalten waren, d. h . be i den genannten Arten 
ist praktisch nicht mit einer Rubratoxinbildung zu rech­
nen . 
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Tabelle 2 Nachweisgrenzen für Mykotoxine im Zellkulturtest (zitiert nach [2]) 

Wirkun gs-
merkmal Grenzkonzen tration 1) der Wirkung nachgewiesen durch 

Zytozidie Mykotoxin im Tier- Mitosedaten C hromosomenquellung 
versuch 2

) a-') b'I a b a b 

Aflatoxin B1 C,H 3 X 10-6 1 X 10-s 3 X 10-B (1 X 10- 10
)
4

) 3 X 10- IO ~ 1 X 10- 11 

G1 C,H 1 X 10-5 > 3 X 10- S 1 X 10-7 1 X 10-7 1 X 10-B ~ 3 X 10- 7 

G1 C,H 3 X 10-5 > 3 X 10- s 1 X 10-6 1 X 10-6 1X10-B n. t.') 

S lerigmatocystin C, H 3 X 10-6 3 X 10-6 1 X 10-7 (3 X 10- 9 ) 3 X 10- 9 ~ 1 X 10- !0 

Patu lin c 1 X 10-6 3 X 10- 7 ~ 3 X 10-9 1 X 10- 7 1 X 10- 8 1 X 1 o-R 

Penicillin säure c 6 X 10-5 6 X 10-s 2 X 10-6 (6x10- 8 ) 6 X 10-8 ~2 X10-B 

Diace toxyscirpenol 1 X 10-B 3 X 10- 8 3 X 10-IO ( 1 X 10-lO) 1X10-10 lxlo- 10 

Och ratoxin A N + H 3 X 10-5 3 X 10- s ~ 1 X 10-7 (1X10-7
) n. t. n. t. 

Rubratoxin B H,N,T 3 X 10-S > 3 X 10-5 3 X 10- 7 3 X 10- 6 ~ 1 X 10-8 3 X 10- B 

Citrinin N 2 X 10-4 2 X 10- 4 6 X 10-6 (2 X 10- 5) 6 X 10-6 ~ 2 X 10- B 

C itreoviridin 4 X 10-s 4 X 10- 6 4 X 10- 6 

1
) Konzentrationsangab en in g/ml Zellkulturmediu m 

2
) C = Carcinogen; H = Hepatotoxin; N = Nephrotoxin; T = Tera togen 

3
) Versuchsdaten ermittelt an a = Girardi Heart, b = Flow 4000 

4
) Werte in Klammern = nur sporadisch beobachtete Auffä ll igkeiten 

5) n . t. = nicht geprüft 

Diese Untersuchung wurde durch Gewährung zusätzlicher 
Mittel des Bundesministe riums für Ernäh rung, Landwirtsch aft 
und Forsten ermöglicht. 
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5. Zusammenfassung 
KRUSCH, U., LOMPE, A., ENG EL, G., v. MILCZEWSKI, K. E.: 

Die gesundheitliche Unbedenklichkeit von Penici/Jium caseico­
Jum, P. camemberti und P. roq ueforti. II. Biologische Prüfung auf 
Toxinbildungsvermögen an Zellkulturen. Milchwissensch aft 32. 
'ft2) 713-715 (1977). 
56 Penicillium (Mycotoxinbildung) . 

36 Stämme von P. caseicol um, 5 von P. camemberti und 18 von 
P. roqueforti wurden auf ihre Fä higkeit zur Bildu ng von Toxinen 
m itte ls eines biologisch en Tests untersu cht: Nach Vorzucht der 
Penicillien bei 27° C au f H efeextrak t/Saccharose wurde das Kul­
turmaterial extra hiert; mit de n Extrakte n wurden Zellkulturen 
menschlicher Herkunft fü r die Dauer von 4 Tagen b e ha nde lt und 
histologisch bew ertet. Dabe i ergaben sich keine Hinweise auf e in 
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Toxinbildu ngsvermögen von P. caseicol um und P. camemberti. 
Bei P. roqueforti erwies sich einer von 18 Stämmen als toxigen; es 
handelt sich um einen Stamm, über dessen PR-Toxin-Bildungs­
vermögen in der Literatur berichtet wird. Dok.-Ref. 
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36 strains of P. caseicol um, 5 of P. camember ti and 18 of 
P. roqueforti were examined by biological tests for the ir ability to 
form toxins. The microorganisms were cu ltivate d on a yeast-ex­
tract-sucrose medium at 27° C. Human cells were trea te d with cul­
ture extract for four days and then examined h istologically. No to­
xin formation by P. caseicol um or P. camemberti was detected. 
One of the 18 strains P. roq uefor ti was toxigenic. The formation of 
PR toxin by the latter strain h as been reported in the literature. 
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