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Gesundheitsgefahrdung durch falsche Lagerung?

Mikrobiologische Untersuchungen von Champignons, die unterschiedlich ge-

lagert wurden

Mit mikrobiologischen Methoden und Aflatoxintests untersuchten wir Champignons nach zwei Tagen
Lagerung in verschiedenen Verpackungen bei unterschiedlichen Temperaturen. Die Ergebnisse erga-
ben, dass man die Pilze am besten in der luftdurchlassigen Originalverpackung lagert.

1 Einleitung und Fragestellung

»-.. die Deutsche Gesellschaft fiir Myko-
logie hat mit einem Test nachgewiesen,
dass 70 Prozent der Phfferlinge fiir die
Gesundheit der Konsumenten gefihrlich
sein konnen.“ [16] Nach diesem Ra-
diobeitrag begann im Jahre 2010 unsere
Arbeit iiber die Gesundheitsgefihrdung
durch Speisepilze. Doch auch wenn die
Lebensmittelkontrollen  funktionieren,
kann der Verbraucher die Qualitit der
Lebensmittel noch nach dem Kauf er-
heblich beeintrichtigen: zum Beispiel
durch falsche Lagerung von Champig-
nons (Agaricus bisporus). Unsere Idee war
es also, dem Verbraucher eine Empfeh-
lung hinsichdich der Art der Lagerung
zu geben.

Bei unseren Versuchen lagerten wir
Champignons zwei Tage in drei haus-
halesiiblichen  Verpackungen bei un-
terschiedlichen ~ Temperaturen  und
untersuchten sie anschliefSlend mikrobio-

logisch. Das Vorkommen von Mikroor-
ganismen, wie zum Beispiel Schimmel-
oder Hefepilzen in Lebensmitteln ist ein
Kriterium fiir deren Qualitit. Weil einige
Schimmelpilzspezies das carcinogene Af-
latoxin bilden, fithrten wir Aflatoxintests
durch. Das Auszihlen der Agarplatten
bei mikrobiologischen Untersuchungen
kostet immer sehr viel Zeit. Daher ent-
wickelten wir ein Computerprogramm,
das die Agarplatten fiir uns auszihlt. Na-
tiirlich gibt es solche Programme schon,
diese sind aber fiir uns unerschwinglich

und kosten bis zu 149.000 € [17].
Wir stellten uns folgende Fragen:

Sind die untersuchten Champignons
nach zwei Tagen Lagerung hygienisch
einwandfrei oder mdoglicherweise ge-

sundheitsgefihrdend?

Ist die Temperatur bei der Lagerung rele-
vant fiir die Qualitit der Champignons?

Spielt die Art der Verpackung wihrend
der Lagerung eine Rolle fiir die Qualitit
der Champignons?

Steht die Anzahl der Schimmelpilze in
den Proben in Korrelation zu der Aflato-
xinkontamination?

Bietet ein Computerprogramm eine effi-
ziente Moglichkeit, Kolonien auf Agar-
platten zu zihlen?

2 Schimmelpilze und Aflatoxine

»~Auf Nahrungsmitteln ist das Wachstum
von Schimmelpilzen [...] hiufig mit der
Bildung von Mykotoxinen [...] verbun-
den.“[3] Es gibt ,,mehr als 300 verschie-
dene Mykotoxine® [26]. Doch ,[...]
nicht alle Schimmelpilze bilden Mykoto-
xine. Meist sind es nur bestimmte Arten,
wobei sich das Toxinbildungsvermogen
bei einer Art wiederum von Stamm zu
Stamm stark unterscheiden kann.“ [26]
Bereits in unserer letzten Jugend-Forscht-



Arbeit haben wir Champignons auf die
Mykotoxine Aflatoxin und Deoxynivale-
nol (DON) getestet. Wir konnten jedoch
nur Aflatoxin in den Proben nachweisen
und testeten daher nur auf dieses. Als
bekannteste Aflatoxinbildner gelten die
Schimmelpilzarten Aspergillus flavus und
Aspergillus parasiticus [3, 29].

»[...] die optimale Wachstumstempe-
ratur der [...] [aflatoxinbildenden As-
pergillen liegt bei 25-40 °C und der
optimale Temperaturbereich fiir die My-
kotoxinbildung bei 20-30 °C [...]“ [20].
Daher miisste sich ein Unterschied in
der Aflatoxinkontamination der Cham-
pignons bei deutlich unterschiedlichen
Lagerungstemperaturen ergeben. Des
Weiteren breiten sich ,Schimmelpilze
[...] gerne im feucht-warmen Milieu
aus.“ [26] Demnach miissten Lagerungs-
varianten mit mehr Luftaustausch in den
Tests besser abschneiden.

Aflatoxine sind hochgiftig und gesund-
heitsgefihrdend. ,Dabei ist aber zu be-
achten, dass nicht jedes der verschiede-
nen Aflatoxin-Typen die gleiche Toxizitit
besitzt. Als das toxikologisch relevanteste
gilt das Aflatoxin B1.“ [11] ,Aflatoxine
sind stark lebertoxisch (Lebernekrosen)
und Carcinogene.“ [1] Durch die schnel-
le Resorption im Darm kann das Aflato-
xin B1 sehr schnell in die Blutbahn und
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damit zu den Organen gelangen. Dort
erfolgt eine Metabolisierung [11]. ,Die
giftige Wirkung ist auf ihre durch Leber-
enzyme katalysierte Umwandlung in ein
Epoxid zuriickzufithren. Dieses reagiert
spezifisch mit den Guaninbasen [...] der
DNA und fithrt so zu DNA-Schidigun-
gen.“ [27] Das kann dazu fiihren, dass
es bei der DNA-Replikation und —Tran-
skription zu Fehlpaarungen kommt. Bei
den betroffenen Zellen kann es wieder-
um zur Entartung der Zellen und zur Bil-
dung von Tumoren kommen [11].

3 Methoden

Insgesamt fithrten wir drei Versuchsrei-
hen mit Doppelbestimmungen durch.
Bei Doppelbestimmungen fiihrt man
zum Beispiel bei Probe A den Aflatoxin-
test zweimal durch, je nach der Abwei-
chung der Werte kann man dann eine
Aussage zur Aussagekraft der Testergeb-
nisse machen.

3.1 Durchfiihrung der
versuche

»Champignons [halten] ca. drei Tage®
[15]. Einige Hersteller garantieren, dass
die Champignons innerhalb von 24
Stunden beim Verbraucher im Super-
marke angelangt sind [13], demnach la-
gerten wir sie dann zu Hause zwei Tage

Lagerungs-

in drei haushaltsiiblichen Lagerungsar-
ten: Erstens in der Originalverpackung,

zweitens in einer Tupperbox und drittens
lose auf einem Teller. Auflerdem lager-
ten wir sie jeweils bei unterschiedlichen
Temperaturen: bei Zimmertemperatur
sowie im Kiihlschrank. Eine weitere Por-
tion Champignons froren wir in einer
Gefriertiite in einem handelsiiblichen
Tiefkiihlschrank ein. Fiir unsere Un-
tersuchungen haben wir Champignons
von REWE verwendet, da diese in einer
Plastikverpackung mit Léchern wenig
gequetscht gelagert waren.

3.2 Herstellen der Agarplatten

Nach eingehender Recherche [9] und
unseren Erfahrungen aus den letzten Jah-
ren haben wir uns fiir Sabouraud-Agar
entschieden. Auf diesem Nihrboden ver-
mehren sich einzelne Organismen, wie
z.B. Pilze oder Bakterien stark, die sicht-
bar werdenden Kolonien kénnen dann
ausgezihlt werden [7].

Den Agar haben wir in hitzebestindige
Purexflaschen (250 ml) eingewogen und
mit Aqua destillata aufgefiille. Um den
Agar zu sterilisieren, wurde er autokla-
viert, wobei er iiber 100°C erhitzt wurde.
Kurz vor dem GiefSen gaben wir noch
250 ul des Antibiotikums Ampicillin
(100 mg/ml) pro Purexflasche hinzu und
gossen nach und nach die Platten. Die-
ses Antibiotikum haben wir verwendet,
um das Wachstum der Bakterien zu un-

Abb. 1: Herstellen der Verdiinnungsreihe. Zum Zerkleinern der Pilze verwendeten wir jedoch kein Becherglas sondern eine Plastiktiite.




terdriicken. So kann man die Schimmel-
pilze besser zihlen, da insgesamt nicht so
viele Kolonien auf den Agarplatten sind.
Unter einer Clean Bench haben wir dann
iiber einem Bunsenbrenner die Flaschen-
offnungen abgeflammt und dann den
Agar in eine — nur ein kleines Stiick —
gedffnete Agarplatte gegossen. Anschlie-
Bend wurde die Platte kurz geschwenkt,
damit sich die Fliissigkeit gleichmifig
verteilt.

3.3 Beimpfen der Agarplatten
Zunichst haben wir eine dekadische
Verdiinnungsreihe mit sechs Verdiin-
nungsstufen hergestellt und dann alle
Verdiinnungsstufen ausplattiert. Hier-
fiir verwendeten wir eine physiologische
Kochsalzlésung (0,9 %ig; autoklaviert),
damit die Zellen nicht durch Osmose
zerstort werden.

Als erstes wurden 5 g Pilze abgewogen,
in eine Plastiktiite gegeben, steril mit
einem Hammer zerkleinert und danach
mit 45 ml Kochsalzlésung verdiinnt.
Hier war das erste Abnehmen von Fliis-
sigkeit méglich. Von dieser Fliissigkeit
haben wir 0,5 ml abgenommen und mit
4,5 ml Kochsalzldsung verdiinnt. So be-
kamen wir unsere zweite Verdiinnungs-
stufe von 10 (1:100). Fiir jede weitere
Verdiinnungsstufe haben wir jeweils 0,5
ml des vorherigen Ansatzes mit 4,5 ml
Kochsalzlgsung vermengt. So erhielten
wir Verdiinnungen von 107, 10%, 10°

und 10 (Methode nach SiifSimuth [10]).

Wir haben jeweils 100 pl Fliissigkeit der
gewihlten Verdiinnung mit einem Dri-
galskispatel auf die Agarplatten ausplat-
tiert (sieche Abb. 1, S. 37).

3.4 Bestimmung der Schimmelpilze
Zur Bestimmung der Schimmelpilze
sind wir mit unseren Agarplatten ins
Speziallabor fiir angewandte Mikrobiolo-
gie nach Berlin-Adlershof gefahren [23].
Hier wurden die Agarplatten gedffnet
und Proben zum Mikroskopieren ent-
nommen. Mit Hilfe der Bestimmungs-
literatur wurden die Schimmelpilze be-
stimmt [4, 10].

3.5 Aflatoxintest

Um auf Mykotoxine zu testen, wird {ib-
licherweise in der Lebensmittelindustrie
die Hochleistungsfliissigkeitschromato-
graphie (HPLC) verwendet. Diese stand
uns nicht zur Verfiigung, dementspre-

chend verwendeten wir einen semiquan-
titativen Schnelltest, der zwar ungenauer,
dafiir aber wesentlich unkomplizierter in
der Durchfiihrung ist. Wir wihlten den
Schnelltest von R-Biopharm ,RIDA®
QUICK Aflatoxin“ (Art. Nr.: R5204).
Dieser Test ist eigentlich fiir Getreide,
Datteln und Cashewkerne geeignet [8].
In [8] wird das Testprinzip wie folgt
beschrieben: ,Der immunchromatogra-
phische Test in Form eines Teststreifens
basiert auf einer Antigen-Antikdrper-
Reaktion. Ein spezifischer anti-Aflatoxin
Antikérper erkennt die Aflatoxinmole-
kiile in den Proben.“ [8]

Zur Durchfiihrung zerkleinerten wir 5 g
Champignons, gaben 10 ml Methanol
(70 %) hinzu und schiittelten das ver-
schlossene Réhrchen 4 Minuten lang
mittels Vortexer. Darauthin haben wir
die Probe etwas sedimentieren lassen,
damit wir 50 pl des klaren Uberstan-
des mit 100 pl des Laufmittels mischen
konnten. Davon haben wir 100 pl in den
Teststreifen eingesetzt. Enthielt die Pro-
be Aflatoxin, sahen wir nach kurzer Zeit
eine rote Kontrollbande. Nach 4 min,
8 min beziechungsweise 16 min kont-
rollierten wir, ob sich eine zweite Bande
zeigte. Je nachdem, wann und wie stark
sich die Testbande zeigte, konnten wir
den Aflatoxingehalt der Champignon-
probe ablesen [8]. Wir fithrten bei je-
der Pilzprobe den Aflatoxintest zweimal
durch (Doppelbestimmung), um zu aus-
sagekriftigen Ergebnissen zu kommen.

3.6 Computerprogramm zum Auszdh-
len von Kolonien

Es gibt bereits Computerprogramme,
die zum Auszihlen von Kolonien ver-
wendet werden, doch diese sind sehr
teuer. Also beschlossen wir selber ein
Programm zu schreiben.

Unser Computerprogramm arbeitet mit
Ausschnitten von fotografierten Agar-
platten. Wir haben es in der Program-
miersprache ,Java“ geschrieben. Diese
Ausschnitte miissen bislang noch mit
einem Bildbearbeitungsprogramm bear-
beitet werden, um die nétigen Kontraste
zu erhalten. Wenn das Bild in das Com-
puterprogramm  geladen ist, muss der
Nutzer einen Toleranzradius in Pixeln
eingeben. Dieser Radius sollte in etwa
dem Radius der Kolonien entsprechen.

Das Computerprogramm gibt die be-
rechnete Anzahl von Kolonien aus. In
Abb. 2 ist es anhand der schwarzen Pixel
mdglich zu erkennen, wo die Kolonien
auf der Agarplatte urspriinglich lagen.
Der tiirkise Kreis zeigt den eingegebe-
nen , Toleranzradius® an.

4 Ergebnisse und Auswertung
Tab. 1 zeigt die Zusammenfassung der
Ergebnisse.

4.1 Verdiinnungsreihe zur Keimzahl-
bestimmung

Die Ergebnisse bezichen sich auf den
dritten Tag nach dem Ansetzen der Agar-

Es wurden 8 Kolonien berechnet.
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Abb. 2: Bearbeitete Darstellung des Fotos der Originalplatte (links) und Ausschnitt des Ergebnisses

des Computerprogramms (rechts).



Verpackung Temperatur KBE [%] hochgerechnete
Schimmelpilzanzahl [%]

Originalverpackung Kiihlschrank 44,80 24,8 2
Originalverpackung Zimmer 68,42 56,8 5
Tupperbox Kiihlschrank 34,78 55,5 10
Tupperbox Zimmer 64,10 6,1 20
Lose Kiihlschrank 11,01 5,4 12
Lose Zimmer 15,57 9,1 15
Gefrierbeutel Tiefkiihl 8,69 1,9 20

Tab. 1: Zusammenfassung der Ergebnisse / KBE: koloniebildende Einheiten pro ml Pilzsubstanz / Hochgerechnete Schimmelpilzanzahl: Anzahl der Schim-

melpilze pro ml Pilzsubstanz.
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Abb. 3: Vergleich der Kolonie bildenden Einheiten (KBE) in % bei verschiedenen Lagerungsbedingungen.

platten. Wir bestimmten koloniebilden-
de Einheiten (KBE) pro ml Pilzsubstanz
nach einer in der Mikrobiologie gingigen
Art. Dabei wurden die Verdiinnungsstu-
fen mit den Koloniezahlen, bei denen
man den geringsten Fehler erwartet, am
stirksten gewichtet [10].

Um das Problem der verschiedenen An-
fangskeimzahlen beim jeweiligen Kauf
der Pilze zu beriicksichtigen und um
die verschiedenen Versuchsreihen mit-
einander vergleichen zu konnen, haben
wir fiir jede Versuchsreihe den hochsten
hochgerechneten Wert gleich 100 % und
die anderen Werte der Versuchsreihe ins
Verhiltnis zu diesem Grundwert gesetzt.
Aus den drei Versuchsreihen haben wir
dann den Mittelwert der Prozentsitze ge-
bildet und grafisch dargestellt (s. Abb. 3
und Tab. 1).

In Abb. 3 fillt auf, dass im Kiihlschrank
gelagerte Champignons jeweils weni-
ger mit Mikroorganismen kontaminiert
sind als die bei Zimmertemperatur ge-

lagerten. Die geringste Keimzahl wie-
sen die tiefgekiihlten Champignons auf
(8,7 %), wobei sie allerdings nicht mehr
ansprechend aussahen. Im Gegensatz
dazu waren die bei Zimmertempera-
tur in der Originalverpackung gelager-
ten Champignons am stirksten belastet
(68,4 %). Zwar haben die Champignons,
die in der Originalverpackung im Kiihl-
schrank aufbewahrt wurden, prozentual
eine geringere Keimzahl (44,8 %) als die
Champignons, die in der Originalverpa-
ckung bei Zimmertemperatur (68,4 %)
aufbewahrt wurden, jedoch haben sie ins-
gesamt noch den schlechtesten Wert von
den im Kiihlschrank gelagerten Cham-
pignons. Bei den in der Tupperbox un-
tergebrachten Pilzen verhilt es sich dhn-
lich, die Werte sind nur etwas geringer:
Die bei Zimmertemperatur gelagerten
(64,1 %) schneiden schlechter ab als die
im Kiihlschrank gelagerten (34,8 %). Die
geringste Keimzahl haben bei unseren
Versuchen die lose aufbewahrten Cham-
pignons. Der Unterschied zwischen
Kiihlschrank (11 %) und Zimmertem-

peratur (15,6 %) ist hier nicht so hoch.
Trotzdem ist die prozentuale Keimzahl-
belastung bei den lose gelagerten Pilzen
im Kiihlschrank geringer.

4.2 Aflatoxintest

Die Ergebnisse der Aflatoxindoppelbe-
stimmungen waren gleich, sodass wir
hier keine Verfilschung der Tests erwar-
ten. Uns haben die Aflatoxintests wichti-
ge Informationen iiber die Gesundheits-
gefihrdung der getesteten Champignons
geliefert. Der erlaubte Hochstgehalt fiir
die Summe der Aflatoxine B1, B2, G1
und G2 betrigt laut der Kontaminanten-
Verordnung 4 pg/kg (entspricht 4 ppb).
Dieser Wert bezieht sich nicht speziell
auf Champignons, sondern auf alle nicht
extra aufgefiihrten Lebensmittel [5].

Nur die Champignons, die in der Ori-
ginalverpackung im Kiihlschrank ge-
lagert wurden, weisen eine zugelasse-
ne Aflatoxinkontamination von nur
2 ppb auf. Bei allen anderen Proben lag
die Aflatoxinkontamination iiber der
zugelassenen Héchstmenge von 4 ppb
(s. Tabelle 1 und Abb. 4). Mit einer relativ
geringen Aflatoxinkontamination waren
auch die in der Originalverpackung im
Zimmer gelagerten Pilze belastet (5 ppb).
Die lose gelagerten Champignons (kiihl:
12 ppb; Zimmer: 15 ppb) sowie die kiihl
gelagerten Champignonsin der Tupperbox
(10 ppb) liegen im Vergleich unserer Pro-
ben im Mittelfeld. Im Gegensatz dazu hat-
ten die Champignons in der Tupperbox
bei Zimmertemperatur und die tiefge-
kiihlten Champignons eine Aflatoxinkon-
tamination von etwa 20 ppb. Insgesamt
ist zu erkennen, dass der Verbraucher auf-
grund der Aflatoxinkontamination seine
Champignons lieber im Kiihlschrank la-
gern sollte.



4.3 Bestimmung der Schimmelpilze
4.3.1 Quantitative Schimmelpilzbe-
stimmung

Auch bei der Schimmelpilzanzahl haben
wir die Schimmelpilze auf den Agarplat-
ten auf 1 ml Pilzsubstanz hochgerechnet
und dann die prozentuale Schimmel-
pilzanzahl berechnet (s. Tabelle 1 und
Abb. 5).

Der hochste Wert liegt bei 56,8 % (Ori-
ginalverpackung Zimmer) und der ge-
ringste bei 1,9 % (Tiefkiihl). Ebenfalls
sehr hoch ist die Schimmelpilzkonta-
mination bei den in der Tupperbox im
Kiihlschrank gelagerten Champignons
(55,5 %). Im Mittelfeld liegen die lose
bei Zimmertemperatur gelagerten
Champignons (9,1 %), wihrend die im
Kiihlschrank in der Originalverpackung
gelagerten Champignons deutlich darii-
ber liegen (24,8 %). Die lose kiihl gela-
gerten Pilze (5,4 %) sind etwa genauso
stark belastet wie die Champignons, die
in der Tupperbox im Zimmer (6,1 %)
aufbewahrt wurden.

4.3.2 Qualitative Schimmelpilzbe-
stimmung

Es gibt viele verschiedene Schimmelpilz-
gattungen, einige davon sind gesund-
heitsgefihrdend. Zwar konnten wir Af-
latoxine nachweisen, doch auch andere
Schimmelpilze kénnen giftige Stoffe
bilden, auf die wir nicht getestet haben.
Daher wollten wir alle Schimmelpilze
bestimmen, damit wir Aussagen treffen
koénnen, ob eventuell weitere toxische
Substanzen in unseren Champignons
enthalten sein konnten. Es hitte die
Méglichkeit bestanden, weitere Myko-
toxin-Schnelltests durchzufiihren, diese
sind jedoch sehr teuer und nicht unbe-
dingt fiir Champignons geeignet.

Bei der Bestimmung der Schimmelpilze
haben wir finf verschiedene Schimmel-
pilzgattungen gefunden und zwar die
Gattungen Penicillium, Cladosporium,
Fusarium, Paecilomyces und Mucor, je-
doch keinen Aspergillus.

In der Tab. 2 ist die Gesamtanzahl der
jeweiligen Schimmelpilze aus den Versu-
chen dargestellt.

Die wenigsten Schimmelpilzspezies
konnten wir bei den kiihl in der Origi-
nalverpackung gelagerten Champignons
nachweisen. Hier wurden nur zwei Cla-
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Abb. 4: Vergleich der Mittelwerte der Aflatoxinkontamination bei verschiedenen Lagerungsbedin-

gungen. Der erlaubte Hochstwert liegt bei 4 ppb.
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Abb. 5: Vergleich der hochgerechneten Schimmelpilzanzahlen in % bei verschiedenen Lagerungsbe-

dingungen.

dosporien (siche Abb. 7) bestimmt. Hin-
gegen fanden wir bei den Champignons
der Originalverpackung im Zimmer die
meisten Schimmelpilze (insgesamt 154
Schimmelpilze). Davon waren alleine
140 Paecilomyces auf den Agarplatten
gewachsen. Zudem noch 8 Cladospo-
rien, 1 Penicillium (siehe Abb. 6) und
5 Mucor (sieche Abb. 8 und 9). Auch die
in der Tupperbox im Kiihlschrank auf-
bewahrten Champignons wiesen mit
30 Fusarien (siche Abb. 10) und 14 Cla-
dosporien eine hohe Anzahl Schimmel-
pilze (insgesamt 43 Schimmelpilze) auf.
Mit 16 Schimmelpilzen (1 Fusarium,
13 Paecilomyces, 1 Cladosporium und
1 Mucor) liegen die Champignons der
Tupperbox bei Zimmertemperatur im
Mittelfeld. Bei den lose im Kiihlschrank
aufbewahrten Champignons haben wir
nur Cladosporien (21) gefunden. Fast
jede Schimmelpilzgattung (2 Penicillien,
2 Cladosporien, 3 Paecilomyces, 2 Mucor)

Abbildungen rechte Seite:

Abb. 6: Konidientrdger eines Schimmelpilzes der
Gattung Penicillium durch ein Mikroskop fotogra-
fiert (400fach vergréBert), Foto: SLM GmbH.

Abb. 7: Konidientrdger eines Schimmelpilzes der
Gattung Cladosporium durch ein Mikroskop foto-
grafiert (400fach vergroBert). Foto: SLM GmbH.

Abb. 8: Konidientrdger eines Schimmelpilzes der
Gattung Mucor durch ein Mikroskop fotografiert
(400fach vergroBert). Foto: SLM GmbH.

Abb. 9: Luftmycel eines Schimmelpilzes der
Gattung Mucor durch ein Mikroskop fotografiert
(100 fach vergréBert). Foto: SLM GmbH.

Abb. 10: Makrokonidien eines Schimmelpilzes
der Gattung Fusarium durch ein Mikroskop foto-
grafiert (400fach vergréBert). Foto: SLM GmbH.
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haben wir bei den lose im Zimmer ge-
lagerten Champignons festgestellt, sowie
insgesamt 17 Paecilomyces und 4 Clado-
sporien bei den tiefgekiihlten Champi-
gnons. Allgemein fanden wir sehr viele
Cladosporien und Paecilomyces, hingegen
kaum Penicillien.

4.3.3 Computerprogramm

Je weniger die Kolonien zusammenge-
wachsen waren und je stirker sie sich im
Foto von ihrem Untergrund abhoben,
desto besser stimmte die vom Compu-
terprogramm festgestellte Anzahl mit der
vom Menschen gezihlten Anzahl iiber-
cein.

Wir haben jeweils 21 Agarplatten, auf
denen nur Hefekolonien waren, fotogra-
fiert, per Hand gezihlt und den Com-
puter zihlen lassen. Zudem haben wir
darauf geachtet, dass die Kolonien nicht
zu stark zusammengewachsen waren. Als
Nachweis, dass ein Zusammenhang zwi-
schen Zihlung und Berechnung besteht,
wird eine lineare Regressionsanalyse

durchgefiihrt.

In Abb. 11 ist der Zusammenhang zwi-
schen gezihlten und berechneten Koloni-
en mit einem konstanten Toleranzradius
von 20 Pixeln dargestellt. Der berechnete
Verhilenisfaktor y betrigt hier 0,9549x.
Das bedeutet, dass im Schnitt fiir eine
gezihlte Kolonie das 1,05 —fache berech-
net wird. Der Korrelationskoefhizient
R mit dem Wert 0,924 gibt an, dass ein
hoher Zusammenhang besteht. Denn
R = 0 bedeutet keinen Zusammenhang
und R = 1 einen vollkommen proportio-
nalen Zusammenhang [21].

Am Anfang hatten wir einen konstanten
Toleranzradius, doch uns ist aufgefallen,
dass der Toleranzradius von der Anzahl
der Pixel pro Kolonie abhingt und dass
ein variabler Toleranzradius somit noch
sinnvoller wire.

Bei dieser Auswertung schaut sich der
Mensch das ausgewertete Bild an und
beurteilt, ob das Ergebnis zufriedenstel-
lend ist. Wenn nicht, wird der Toleranz-
radius verindert und die Auswertung
noch einmal gestartet. Dabei wird der
Toleranzradius in Fiinferschritten verin-
dert, da Einerschritte zu viel Zeit in An-
spruch nehmen wiirden und dies keinen
gravierenden Unterschied mehr machen

wiirde (R = 0,998). Abb. 12 verdeutlicht,
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Abb. 11: Zusammenhang gezahlter und berechneter Kolonien mit konstantem , Toleranzradius”.
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Abb. 12: Zusammenhang gezahlter und berechneter Kolonien mit variablem ,Toleranzradius”.

dass es nahezu keine Streuung mehr gibt.
Dies bestitigt der Korrelationskoefhzient
R = 0,997. Dies zeigt einen beinahe
perfekten linearen Zusammenhang zwi-
schen den per Hand gezihlten und den
vom Computer berechneten Kolonien.
Der Computer berechnet hierbei immer

das 1,03-fache.

5 Diskussion

Wir haben nur Aflatoxine in den Champi-
gnons nachgewiesen. Durch die vorhan-
denen Schimmelpilze konnten aber auch
noch weitere Mykotoxine wie z.B. Ochra-
toxin A oder Deoxynivalenol vorhanden
sein. Diese sind unter anderem immun-
suppressiv. oder nephrotoxisch [18].
Aber schon allein die nachgewiesenen
Aflatoxine machen unsere untersuch-
ten Champignons gefihrlich genug:
Aflatoxine gelten als giftig fiir den
Menschen. Aus diesem Grund wur-
de in der Kontaminanten-Verordnung
vom 19.3.2010 einen Héchstgehalt von
4 ppb fiir die Summe der Aflatoxine B1,
B2, G1 und G2 in allen nicht extra auf-
gefiihrten Lebensmitteln festgelege [5].
Das bedeutet, dass nur eine Lagerungs-
methode fiir Champignons in Bezug auf
die Aflatoxinkontamination verwendet

werden diirfte: Die Originalverpackung
im Kiihlschrank.

In allen Versuchen hatten kiihl gelagerte
Champignons eine bessere Qualitit als
bei Zimmertemperatur gelagerte Cham-
pignons (siche Abb. 3 bis 5). Nur im
Hinblick auf die Schimmelpilzkontami-
nation der in der Tupperbox gelagerten
Pilze hatten kiihl gelagerte Champignons
eine schlechtere Qualitit. Moglicher-
weise lag das daran, dass sich im Kiihl-
schrank in der Tupperbox Feuchtigkeit
bildet, die das Schimmelpilzwachstum
fordert: ,,Schimmelpilze sitzen nicht auf
dem Trockenen® [25].

Tiefgekiihlte Champignons kann man
nicht mehr so gut verarbeiten, sie sind
etwas matschig. Zwar wiesen sie bei der
Keimzahlbestimmung (8,69 %) sowie
hinsichtlich der Schimmelpilze (1,9 %
und 17 Paecilomyces) eine niedrige Kon-
tamination auf, aber ihre Aflatoxinbelas-
tung war mit 20 ppb deutlich zu hoch.
Das kénnte daran liegen, ,dass wihrend
des Tiefkiihlens Eiskristalle wachsen, die
die empfindlichen Zellen zerstdren.”
[14] Die hohe Aflatoxinbelastung kénnte
daher kommen, dass ,Mykotoxine [...]
entweder in das Substrat, auf dem die



[Schimmel]pilze wachsen ausgeschieden,
oder in den Zellen eingelagert und dann
freigesetzt [werden], wenn das Pilzmycel
(Zellverbund der Pilzfiden) auseinander

bricht.“ [26]

Hinsichdlich ~ der  hochgerechneten
Schimmelpilzanzahlen haben die un-
verpackten Champignons die besten
Ergebnisse erzielt. Auch bei den Keim-
zahlbestimmungen konnten sie brillie-
ren. Im Gegensatz dazu kamen sie bei
den Aflatoxintests schlechter weg. Die
Aflatoxinbildung wird (neben Tempera-
tur und Feuchtigkeit) auch von anderen
Umweltfaktoren, wie das Vorhandensein
von molekularem Sauerstoff, beeinflusst.
Kohlenstoffdioxid hingegen hemmt die
Bildung [6]. Vielleicht ist das dann gera-
de bei den lose gelagerten Pilzen der Fall:
viel Sauerstoff und keine erhohte Koh-
lenstoffdioxidkonzentration in der Luft.
Bei der Aflatoxinproduktion gibt es of-
fensichtlich zwischen den verschiedenen
Umweltfaktoren eine Wechselwirkung.

Hinsichtlich der Aflatoxinkonzentration
konnte sich im Vergleich die Original-
verpackung durchsetzen. Diese sind an-
dererseits bei der Keimzahlbestimmung
und vor allem bei der hochgerechneten
Schimmelpilzanzahl auf der Strecke ge-
blieben. Schlecht schnitten wie erwartet
vor allem die Pilze in der Tupperbox ab.
Die Tupperbox eignet sich schon deshalb
nicht zur Lagerung von Champignons,
weil man Champignons laut Stiftung
Warentest in einem luftdurchlissigen
Gefifl lagern sollte [24]. Unsere Ergeb-

nisse bestitigen dies.

In keinem wunserer Versuchsansitze
stimmt die Anzahl der Schimmelpilze
mit der Aflatoxinkontamination {iber-
ein. Besonders auffillig ist dies bei den

bei

Zimmertemperatur: Sie wiesen eine sehr

originalverpackten Champignons

geringe Aflatoxinbelastung auf und besa-
Ben im Gegensatz dazu im Vergleich die
meisten Schimmelpilze. Andersherum
waren die tiefgekiihlten Champignons
stark mit Aflatoxin belastet, wihrend
sie bei den Schimmelpilzen am besten
abschnitten. Auch bei den anderen Ver-
suchen lief§ sich keine Korrelation fest-
stellen. Das konnte daran liegen, dass
wir keinen Schimmelpilz der Gattung
Aspergillus bestimmen konnten, der als
Aflatoxinbildner am bekanntesten ist.
Fiir Europa gelten sie [die Aflatoxine]

deshalb als ,importierte Toxine“ [19].
Aus diesem Grund sind die hohen Afla-
toxingehalte eher schwer zu erkliren. Da
wir weder den gesamten Pilz noch die
piirierte unverdiinnte Pilzsubstanz ver-
wendet haben, ist es also durchaus mog-
lich, dass wir deshalb keinen Aspergillus
in den ausplattierten Verdiinnungsstufen
nachweisen konnten. ,,Da unterschiedli-
che Schimmelpilzarten inkonstant My-
kotoxine produzieren, kann man aus
dem Ausmaf$ der Verpilzung [...] nicht
sicher auf das Vorhandensein und die
Menge eines evtl. produzierten Mykoto-
xins schlieflen.” [22]

Das Computerprogramm wertet die
Platten efhzienter aus als wir. Der Kor-
relationskoefhizient bei variablem Tole-
ranzradius ist sehr gut (s. Abb. 5), sodass
das Computerprogramm bereits verwen-
det werden kénnte. Bei hohen Kolonie-
zahlen ist es effizienter als der Mensch,
bei geringen Koloniezahlen zihlt der
Mensch beim derzeitigen Entwicklungs-
stand noch schneller.

Bei den Agarplatten miissen wir vor dem
Einlesen in das Programm die Kontraste
im Bild erhéhen, das kostet Zeit. Aufler-
dem kann das Computerprogramm dicht
zusammen liegende Kolonien teilweise
nicht unterscheiden. Allerdings macht
auch ein Mensch Fehler beim Auszihlen,
z.B. durch den Koinzidenzfehler [10].
Mit dem Computerprogramm kénnen
auch kleine Agarplatten mit Schimmel-
pilzen ausgewertet werden.

Die Auswertung mit dem variablen To-
leranzradius dauert linger als bei einem
konstanten Toleranzradius von 20 Pi-
xeln, ist dafiir aber genauer. Sinnvoll
wire es, das Programm so zu verindern,
dass es automatisch den giinstigsten Tole-
ranzradius bestimmt.

6 Fehlerbetrachtung

Um Lagerungsversuche durchzufiihren,
wire es sinnvoll, die Ausgangskeimzahl
der gekauften Champignons zu bestim-
men. Ein grof§es Problem war, dass keine
Mykotoxintests fiir Champignons auf
dem Markt zu finden waren. Dement-
sprechend mussten wir auf andere Tests
ausweichen. Es besteht die Méglichkeit,
dass unsere Tests dadurch verfilscht sind.
Auffillig war auch, dass wir die typischen
Aflatoxinbildner Aspergillus flavus und

Aspergillus parasiticus nicht auf unseren

Agarplatten bestimmen konnten. Positiv
zu bemerken ist trotz allem, dass wir in
zwei Pilzproben keine Aflatoxine gefun-
den haben. Das deutet darauf hin, dass
sich nicht unbedingt andere Stoffe in den
Champignons befinden, auf die die Tests

reagieren.

Sollte diese Arbeit fortgesetzt werden,
wiirden wir die Methode der Mykoto-
xintests weiterverwenden. Es wire auch
mdglich, die Champignons auf ein wei-
teres Mykotoxin zu priifen, zumal wir ei-
nige mykotoxinbildende Schimmelpilze
identifizieren konnten.

7 Empfehlungen fiir den Kauf und die
Lagerung von Champignons

Wenn man Champignons fiir eine Pilz-
pfanne verwenden méochte, sollte man sie
erst kurz vorher kaufen und nicht lagern.
Beim Kauf sollte man auf folgende Dinge
achten: Es sollte eine Priifung erfolgen.
Die Pilze sollten: ,nicht iiberreif, nicht
alt, nicht tibermiflig wissrig, frei von
sichtbarem Schimmel “ sein [12].

Allgemein sollte man , Lebensmittel von
regionalen Erzeugern kaufen“[2], denn
damit kauft man vermutlich nicht nur
frischere DPilze, sondern schont auch
noch die Umwelt. Auch sollte man auf
den Preis der Champignons achten. Teu-
er heiflt zwar nicht gleich gut, aber unse-
re Tests in einer vorigen Arbeit zeigten,
dass man sich zumindest nicht mit den
billigsten Pilzen zufrieden geben sollte.

Sollte man um eine Lagerung nicht her-
umkommen, ist auf Folgendes zu achten:
Champignons sollten kiihl gelagert wer-
den.

Um eine geringe Aflatoxinkontaminati-
on zu erreichen, sollten sie hierbei in der
Originalverpackung aufbewahrt werden,
das heifdt in einer stabilen, luftdurchlis-
sigen Verpackung und ungequetscht. Die
andere Moglichkeit wire, sie lose aufzu-
bewahren, damit nur wenige Schimmel-
pilze wachsen.

Wichtig ist, die Pilze nicht luftdicht ver-
packe zu lagern!

Zuhause tiefgekiihlte rohe Champignons
weisen eine hohe Aflatoxinbelastung auf
und sehen nicht mehr gut aus — nicht
empfehlenswert!
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