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Neve Aspekte zur Selektion unbedenklicher Penicillivm-Arten
Manfred Gareis, Ralf Rotheneder und Wolfgang Rédel (Kulmbach)

chimmelpilze werden seit alters her neben Bakterien und Hefen als erwiinschte Mi-

kroorganismen bei der Herstellung von Lebensmitteln eingesetzt. Traditionell mit

Schimmelpilzen veredelte und gereifte Produkte sind weltweit verbreitet, wobei es
sich in Europa vor allem um bestimmte Kasesorten (Camembert, Roquefort u. a.) und
Fleischerzeugnisse (z. B. Salami, Siidfiroler Speck, Serrano) handelt. Die Schimmelpil
ze fiihren bei den Lebensmitfeln zu einer Verbesserung des Aromas und tragen zur Kon-
servierung der Produkte bei. Verwendet werden in Europa primir Arten der Schimmel-
pilzgattung Penicillim. Eine Vielzahl von Stammen dieser Gattung ist aber als Bildner
einer Reihe von foxischen Stoffwechselprodukten, den Mykotoxinen, bekannt. Fiir den
Einsatz im Lebensmittelbereich sollten daher nur solche PenicilliumStimme in Frage
kommen, die dem Anspruch der gesundheitlichen Unbedenklichkeit weitestgehend

genugen.

Schimmelpilz-Starterkulturen
zéhlen nach § 2 des Lebensmittel
und  Bedarfsgegenstdndegesetzes
(LIMBG) zu den Lebensmittelzusatz-
stoffen, konnen aber ohne Zulas-
sung verwendet werden. Dennoch
mussen sie eine Reihe von Anforde-
rungen erfillen: Im Vordergrund sfe-
hen die fechnologische Fignung,
asthefische Anspriiche des Verbrau-
chers (Farbe, Aussehen) sowie die
gesundheitliche  Unbedenklichkeit.
FUr die Lebensmittelsicherheit hat der
letztgenannte Aspekt grébte Bedeu-
fung.

Es ist durchaus schwierig, das fo-
xinogene Potential der verschiede-
nen Penicillium-Stémme auszuschlie-
Pen beziehungsweise nachzuwei-
sen, da die Bildung von Mykotoxi-
nen von einer Reihe extemer Fakto-
ren, wie den Substrateigenschaften
oder dem pH- und aw-Wert (Séure-
grad und mikrobiell verfigbares
Wasser) abhdngt.  Erschwerend
kommt hinzu, dass Schimmelpilze
auch mehrere Mykotoxine gleichzei-
tig produzieren kénnen.

Da unter diesen Stoffwechselpro-
dukten auch Verbindungen bislang
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unbekannter Natur auftrefen  kon-
nen, reichen Analysen, die lediglich
auf den Nlachweis bereits bekannter
Mykotoxine ausgerichtet sind, nicht
aus, um eine Starterkultur im Hin-
blick auf ihr toxinogenes Potential zu
charakterisieren.  GleichermaBen
genigt es nicht, die foxischen Ei-
genschaften von Schimmelpilzen nur
nach Anzucht auf kinstlichen Néhr
medien zu iberprifen, da lebens-
mittel andere Substrateigenschaften
aufweisen und somit einen anderen
Einfluss auf eine mogliche Toxinpro-
duktion ausiiben. Die Anforderun-
gen an mikrobiologisch sichere Kul-
furen verlangen daher nach umfas-
senderen Selekfionsmethoden.

Um den Gesundheitsschutz der
Verbraucher zu gewdhrleisten, ist
ein Verfahren wiinschenswert, das
sowohl die Wachstumseigenschaf-
ten der Schimmelpilzlsolate auf dem
Lebensmittel beriicksichtigt, als auch
den Nachweis méglicher unbekann-
fer, biologisch aktiver Metfabolite
durch biologische Testsysteme ga-
rantiert.

Zu diesem Zweck ist an der Bun-
desanstalt  fir  Fleischforschung

(BAFF) ein dreistufiges Selektions-
schema entwickelt worden. Es wur-
de bereits eingesefzt, um lebensmit-
telgeeignete Penicillium-Stémme fir
die Rohwurstveredelung zu Uberpri-
fen.

DAS SELEKTIONSSCHEMA

Das  Auswahlverfahren  umfasst
drei aufeinander folgende Schritte
der Beurteilung (Abb. 1):

m Aussehen der Schimmelpilze im
Hinblick auf die Verbraucherer-
warfung, zusammen mit einer che-
motaxonomischen Gruppierung,

m technologische Fignung,

m foxikologische Charakterisierung
und gesundheitliche Unbedenk-
lichkeit.

In die experimentellen Unfersu-
chungen wurden 249 Schimmelpilz-
Isolate der Gattung Penicillium aus
der Stammsammlung der BAFF ein-
bezogen. Bei diesen handelte es
sich gréBtenteils um P nalgiovense
(n=113) und P camemberti (n=69),
daneben um P, chrysogenum (n=18)
und sonstige Arten, die samilich von
Lebensmitteln isoliert wurden.

Erster Schritt:
Aufleres Erscheinungsbild
Schimmelpilze wurden auf kinstli-
chen Nahrmedien angezogen. Iso-
late, die deutlich von den Anforde-
rungen der Verbrauchererwartung
und der technologischen Eignung
abwichen, wurden ausgesondert.
Wesentliche Gesichtspunkfe waren
hierbei die Farbe und Exsudatbil-
dung (Flussigkeitsabsonderung] der
einzelnen Isolate (Abb. 1). Daneben
wurden auch der Koloniedurchmes-



ser sowie die Hohe und Dichte des
Pilzgeflechtes fir die Beurteilung her-
angezogen.

Diese kulturmorphelogischen Ver-
fahren fihrten zu- einem 'Ausschluss
von - insgesamt - 102 - Penicillium-
Isolaten,- da sich diese in ihrem Er
scheinungsbild deutlich von der Ver-
brauchererwartung - unterschieden

(Tab: 19,

Zweiter Schritt:
Technologische Eignung

Fur diesen Selekfionschritt mussten
Salamis: hergestellt und mit ‘den’ ent-
sprechenden Isolaten - beimpft wer-
den. Die Rezepiur, Herstellung und
Reifung der Rohwiirste richtete sich
nach - traditionellen” Vorgaben.  Zur
Beimpfung mit den Schimmelpilzlso-
latenwurden die Rohwirste in' Spo-

rensuspensionen getauchi und ansch-
lieBend- in-Klimakammern verbracht.
Dort reiften die Salamis unter standar
disierfen Bedingungen. Fir die tech-
nologische Beurteilung  der Penicilli
untlsolate wurden unter-anderem die
CleichmaBigkeit ~der Koloniedusbil-
dung, der Koloniedurchmesser, die
Farbe oder auch die Kentamination
mit Fremdkeimen herangezogen.
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Mit Hilfe der Dinnschichtchromao-
tographie wurden Sekundarmetabo-
lite — also die Stoffe, unter denen
sich Mykotoxine befinden kénnen —
aufgefrennt und die Schimmelpilze
chemotaxonomischen Gruppen zu-
geordnet (vgl. Abb. 1). Hierzu wur-
den jeweils die Isolate mit gleichem
Aufirennungsmuster als  zusammen-
gehdrig eingestuft. Mit Hilfe dieser
Cruppierung war es moglich, die
Isolate im Hinblick auf ihre technolo-
gische Fignung fir die Rohwurstver-
edelung zu charakferisieren. Die Pri-
fungen innerhalb des zweiten Selek-
fionsschrittes fuhrte zur Aussonde-
rung weiterer 62 Penicilliumrisolate.

Dritter Schritt: Toxikologi-
sche Charakterisierung
und gesundheitliche
Unbedenklichkeit

Die Prifung auf Unbedenklichkeit
erfolgte mit biologischen Tesfsysfe-
men sowie mit immunchemischen
und  dinnschichtchromatographi-
schen Methoden (vgl. Abb. 1).
Waehrend die beiden letzigenann-
ten Methoden zum gezielten Nach-
weis bekannter Mykotoxine dienten,
konnten mit Hilfe der biologischen
Testsysteme die  zytotoxischen (=
zellschédigenden),  antibiofischen
und mutagen Wirkungen der Schim-
melpilze untersucht werden. Do-
durch lieBen sich auch Effekte durch
bisher unbekannte toxische Stoffe
aufspiren.

Neben der Prifung auf antibioti-
sche und mutogene Substanzen, die
mit weitgehend bekannten Testsyste-
men vorgenommen wird, kam als
weiferes biologisches System der so
genannte MTT-Zellkulturtest zum Ein-
satz. Bei diesem Test I@sst sich die
zellschadigende Wirkung von Pro-
ben Uber eine Farbreakiion nach-
weisen: Gesunde Zellen sefzen den
gelben Farbstoff MTT vollstandig zu
violett gefdrbten Verbindungen um.
Eine fehlende oder unvollstandige
Umsetzung weist auf zellschadigen-
de Inhaltsstoffe der Probe hin. Die
Aussagekraft des Tests hangt ganz
entscheidend von der Verwendung

FORSCHUNGSREPORT 2/1999

Schritt I: duBeres Erscheinungsbild

Wurstherstellung

Eingruppierung der Isolate anhand ihrer
Sekundiirstoffwechselprodukie

Schritt lll: toxikologische Charakterisierung und gesundheitliche Unbedenklichkeit

Mykotoxin-Analyse mittels
TLC/HPLC/EIA

Test von Rohextrakten auf:
— Mutagenitiit (AMES-Test)
— antibiotische Akfivitit

— Lytotoxizitiit (MTT-Test)
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Antibiofische Akfivitiit

MTT-Zellkultur-Test




geeigneter Zielzellen ab: Die Zellen
sollen einerseifs eine genigend
hohe Empfindlichkeit gegeniber
Mykotoxinen aufweisen, anderer-
seifs aber robust genug sein, um
Matrixeffekte der Rohextrakte auszu-
schliefen.

Zur Untersuchung der Penicillium-
Isolate wurden Rohextrakte verwen-
det, die zum einen von schimmelge-
reiften Salamiwirsten stammtfen und
zum anderen von Kulturen, die auf
kinstlichen Nahrmedien gewach-
sen waren.

Spuren  bekannter  Mykotoxine
(Ochratoxin A, Citrinin] wurden le-
diglich in Kulturexirakten von sieben
Isolaten, in keinem Fall jedoch in
den gereiffen Produkfen detekfiert.

Von den untersuchten Penicillium-
Stammen erwiesen sich 24 Stamme
unabhéngig von den Kulturbedin-
gungen als nicht zytotoxisch. 38
Stamme zeigten im MTT-Test eine zy-
fotoxische  Wirkung nur nach An-
zucht auf kinstlichem Né&hrmedium
(Malzextrakt-Agar), jedoch nicht auf
Salami. 7 Isolate zeigten sowohl auf
Malzextrakt-Agar als auch auf Sala-
mi eine zyfofoxische Wirkung. Auf
fallend war das Verhalten von 5 un-
tersuchten Kulturen. Bei ihnen war
eine zyfofoxische Wirkung nur nach
Anzucht auf Salami zu beobachten
— ein klarer Hinweis darauf, dass
die Bildung von Mykotoxinen von
dem Substrat abhdngt, auf dem die
Pilze wachsen.

Neben den substratabhdangigen
Unterschieden in der Zytotoxizitat
waren auch deutfliche Artunterschie-
de zwischen den beiden Spezies P
camemberti und P nalgiovense fest-
zustellen. So zeigten P. camemberti-
Kulturen sowohl auf Salami als auch
auf Malzextrakt-Agar insgesamt ge-
ringere zytotoxische Wirkung als P
nalgiovenseKulturen.  Bemerkens-
wert war weiterhin das gleichzeitige
Vorkommen von ,nicht” und ,stark”
zytotoxischen Isolaten aus beiden
Uberpriften Spezies.

Aufgrund der Ergebnisse wurden
in diesem dritten Selekfionsschritt
weitere 72 Isolate ausgesondert, so

dass von den urspringlich tberprif-
ten 249 Isolaten nur 13 Isolate, also
lediglich 5 %, dem Anforderungs-
profil enfsprachen (Tab. 1).

Schimmelpilze fur den Lebensmit-
telbereich sind im Hinblick auf den
Verbraucherschutz méglichst in ihrer
gesamten biologischen  leistungs-
fahigkeit mit den jeweiligen neue-
sten  Maglichkeiten der Wissen-
schaft auf ihre gesundheitliche Un-
bedenklichkeit zu Gberprifen und zu
beurteilen.

kannte, moglicherweise gesundheit-
schadliche Metabolite zu detektie-
ren. Zellschadigende Effekte waren
insgesamt dann haufiger zu ver
zeichnen, wenn die Isolate auf
Malzextrakt-Agar angeziichtet wur-
den, jedoch konnten dadurch keine
Rickschlisse Uber das Verhalten der
einzelnen  Penicillium-Stamme  auf
dem eigentlichen Ziel-Produkt, der
Salami, gezogen werden. Eine zu-
satzliche Uberprifung der auf dem
lebensmittiel gewachsenen Schim-
melpilze erscheint also in jedem Fall
notwendig, um die gesundheitliche
Unbedenklichkeit eines Isolats beur-
feilen zu kénnen.

Selektions-  Kriterium Anzahl verbleibender Anzahl verworfener
schritt Isolate Isolate
| iuBeres Erscheinungshild 249 (100 %) 102 (41 %)
Il technologische Eignung 147 (59 %) 62 (25%)
1] toxikologische Sicherheit 85 (34%) 72 (29 %)
geeignete Isolate 13 (5%

Der im lebensmittel- und Bedarfs-
gegenstdndegesetz  (IMBG) ver-
wendete Begriff der ,gesundheitli-
chen Unbedenklichkeit” wird im Ge-
setzestext nicht ndher erlGutert, was
ein Problem bei der Beurteilung von
SchimmelpilzStarterkulturen  dar-
stellt. Der negative Nachweis eini-
ger weniger bekannter Mykotoxine
ist hier sicher nicht ausreichend. Ein
derartiger  Ausschluss  bedeutet
nicht, dass ein bestimmter Schimmel-
pilz nicht in der lage ware, diese
oder weitere Toxine unfer anderen
Produktionsbedingungen zu erzeu-
gen. Diesen Gesichtspunkten ist bei
der Erstellung eines Anforderungs-
profils  for  Schimmelpilz-Starter
kulturen vor allem Rechnung zu tra-
gen.

Die vorliegende Arbeit zeigt,
dass der MTTZellkulturtest eine ge-
eignefe Methode ist, um Unterschie-
de innerhalb der einzelnen Penicilli-
umArten und der lIsolate aufzu-
decken und vor allem auch unbe-

Dariiber hinaus missen zum Ein-
zeltoxin-Nachweis auch Verfahren
aus der Analytik und andere biolo-
gische Tesfsysteme wie zum Beispiel
Antibiotika-Assays und Mutagenit&t
stests herangezogen werden.

Insgesamt hat sich gezeigt, dass
das vorgestellte Verfahren geeignet
ist, um Pilzstdmme nach den Anfor-
derungskriterien ,Verbrauchererwar-
tung”, ,fechnologische Eignung”
und ,gesundheitliche Unbedenklich-
keit" zu selektieren. Dabei wurde
deutlich, dass — zumindest bei die-
ser konkreten Untersuchung — nur re-
lativ wenig SchimmelpilzIsolate den
gestellten  Anforderungen enfspre-
chen und sich fir den Einsatz im Le-
bensmittelbereich empfehlen. =
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