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Einleitung

Ziel unseres Projektes ist es, die Verschmutzung der Meere durch raffinierte Ole, wie Diesel oder
Rohdl, zu bekdmpfen, indem wir das Abbaupotential von terrestrischen Baumpilzen
(Mykoremediation) nutzen um auftretende Verschmutzungen nicht nur einzuddmmen, sondern
moglichst komplett unschadlich zu machen und abzubauen.

Um diese Problemstellung moglichst effizient zu 16sen, teilten wir unser Projekt in zwei Teile auf.

Im ersten Teil unseres Forschungsprojektes ermittelten wir sowohl die optimalen
Wachstumsbedingungen der Schmetterlingstrammete (einem Baumpilz, der in der Fachliteratur?!
bereits als Destruent fir chemische und biologische Schadstoffe erwdahnt wurde und zudem in den
deutschen Waldern heimisch ist) als auch die Toleranz des Pilzmyzels gegeniiber Kontaminationen
mit verschiedensten Treibstoffarten. Darliber hinaus entwickelten wir eine Methode fiir ein
moglichst effektives Klonieren des Pilzmyzels flir weitere Versuche (siehe Anhang).

Die Herausforderung, die wir in diesem zweiten Teil der Arbeit angehen, ist nun die Konstruktion
einer schwimmfihigen, modular erweiterbaren Barriere, die Ole und Kraftstoffe aktiv aufnehmen
und abbauen kann, sich gleichzeitig aber nicht mit Meerwasser vollsaugt. Hierzu verfolgen wir derzeit
einen Ansatz mit silikonisierter Baumwolle als Behaltnis.

Planung des Baus flr die Barriere

Aktuell werden als Methoden der Bekdmpfung von Olverschmutzungen oftmals Sperren genutzt, um
die flichendeckende Ausbreitung des Oles zu verhindern. In den meisten Fillen werden die Sperren
von Fahrzeugen geschleppt, um die Olteppiche einzuddmmen. Meist ist diese konventionelle
Methode gekoppelt mit dem Nutzen von Skimmern. Dabei wird das verunreinigte Wasser
aufgenommen, indem 6labsorbierende Walzen von der Olschicht umstrémt werden. AbschlieRend
wird das wasserhaltige Ol abgepumpt und von Separatoren gréRtenteils getrennt.

Wir wollten uns an dem Bau fiir die Olbarriere an
beiden vorhandenen Modellen orientieren. Somit
beschlossen wir eine Barriere zu entwickeln, die
zuerst die kontaminierten Wasseroberflachen
raumlich eingrenzt und in der dann die
Schadstoffe direkt tiber das Myzel der
Schmetterlingstrammete aufnehmen
kann.

Der Grundaufbau besteht aus Ringen
unterschiedlicher GroRen, die jeweils mit
dem Pilzmyzel befiillt sind. Um das
verschmutzte Gebiet herum legt man nun
zunachst zwei groReren Ringe als
,Barriere” (dhnlich den kommerziell
genutzten Olsperren). Die Besonderheit
ist jedoch nun, dass man den inneren der \_. g s

beiden Ringe zusammenziehen kann, sl a B (o0 consse
sodass die Ollache auf einen engeren

Raum eingegrenzt wird. Somit kann sich

Abbildung 1: Skizze der Barriere

Tredostoflacke

1 vgl. Cotter, ,,Organic Mushroom Farming and Mycoremediation” (S.351)
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nun der innere Ring mit dem Ol vollsaugen, wihrend der duBere Ring die Ausbreitung der Lache
verhindert. Sobald der innere Ring sich vollgesogen hat, kann ein weiterer duBerer Ring angelegt
werden, der bisherige duRere Ring wird nun zum Inneren und kann nun wieder zusammengezogen
werden, um die kontaminierte Flache noch weiter einzugrenzen. Dieses Prinzip kann so lange
wiederholt werden, bis das Myzel das gesamte Ol absorbiert hat. Das Myzel innerhalb der
vollgesogenen Ringe kann nun (abseits vom Wasser) den Schadstoff zersetzten.

Jedoch muss die Ummantelung der Ringe in der Lage sein, die umzusetzenden Lipide vom
Meerwasser zu trennen. Dazu erprobten wir die Eignung von silikonisierter Baumwolle.
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Uberprifung der lipophilen und hydrophoben Eigenschaften silikonisierter Baumwolle
Bei der Suche nach einer geeigneten Trennungsmethode der umzusetzenden Lipide von Wasser
stieRen wir also auf das Trennungsverfahren mittels silikonisierter Baumwolle. Zur Herstellung von
silikonisierter Baumwolle kann im kleinen MaRstab (Modell) handelsiibliches Silikonspray in einem
ungefdhren Abstand von 5 bis 10 cm auf eine unbehandelte Baumwoll-Stofftragerschicht aufspriht
werden. Das Endprodukt besitzt laut Literatur die Eigenschaft, dass Lipide von auRen in die

Baumwolle eindringen kdnnen, wahrend Wasser die Baumwolle nicht durchdringt - gute
Voraussetzungen also, fiir das Trennen von Ol-Wassergemischen und Benzin-Wassergemischen, die
beispielsweise auf dem Ozean vorkommen. Um dies zunachst zu testen haben wir beschlossen

erstmal einen Vortest zu starten, der uns
verraten sollte, ob unser gewahltes
Trennungsverfahren geeignet ist. Der Vortest
besteht aus der Baumwolle, die wir, wie oben
beschrieben, silikonsiert haben, einem
Wasser-Ol- und einem Wasser-
Benzingemisch, in welche jeweils ein Biindel
des Stoffes gelegt wird. Der Stoff, der zu
einem Blindel gerollt und mit Sdgespanen
gefillt ist, wird allerdings erst auf seine
Wasserdichtigkeit getestet. Dazu haben wir
ihn erstmal in Wasser gegeben.Ein Indikator
flr die Wasserdichtigkeit der Baumwolle sind
die Sagespane auf der Innenseite. Nachdem
der Stoff ca. 10 Minuten im Wasser gelegen
hat, so unsere Prognose, sollten die

Abbildung 3: Vollgesogene Ségespdéne

Sagespane in dem Stoff immer noch trocken sein.

Wie Abbildung 3 erkennen lasst, sind die zu
prifenden Sagespane genauso gefarbt, wie
die trockenen Sagespane, sie sind trocken
geblieben. Daher kann man sagen, dass der
Stoff wasserdicht ist. Jedoch haben wir
auch bemerkt, dass sich auf dem Wasser
ein leichter Silikonspray-Film ansammelte
(siehe Abbildung 4), woraufhin wir die
Menge an Silikonspray, die wir auf die

Baumwolle aufgetragen hatten, Abbildung 4: Silikonfilm auf dem Wasser

verringert haben.
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Daraufhin haben wir dann weitere Versuche (siehe Abbildung 5) zur groben Aufnahmefahigkeit
getatigt.

Hierbei stellten wir fest, dass sich, sowohl bei
dem Wasser-Ol-Gemisch, als auch beim
Wasser-Benzin-Gemisch, die Sdgespane in
dem Biindel mit Ol bzw. Benzin vollgesogen
haben. Als weiteren Indikator konnten wir
eine Verminderung der Ol- bzw.
Benzinschicht auf dem Wasser feststellen.
Hier soll vor allem aber die Verfarbung durch
das Ol bzw. den Benzin bildlich festgehalten
werden, da diese hier einen sichtbaren Abbildung 5
Indikator darstellt.

Hier sieht man die Sagespane, die sich mit
Benzin vollgesogen haben, die im Vergleich
zu den trockenen Sagespanen (rechts)
rotlicher wirken.

In Abbildung 6 |dsst sich erkennen, dass sieht
man die Sdgespéine, die sich mit Ol
vollgesogen und in GroRaufnahme rechts,
bei der man eine erhohte Luminanz sehen kann.

Abbildung 6

Ermittlung der genauen Leistung beim Trennen mittels silikonisierter Baumwolle
Bei dem nachfolgenden Test mussten wir die Aufnahmefahigkeit testen, da mit unserem ersten
Testergebnis keine Aussage dariiber gemacht werden konnte, wieviel Ol bzw. Benzin tatsichlich
aufgenommen wurde.

Abbildung 7: Zweit Versuchsreihe
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Sagespanen konnten wir genau bestimmen, dass Benzin viskos genug ist um aufgenommen zu
werden, wahrend das Wasser nicht aufgenommen wird. Die Menge des aufgenommenen Benzins
wahrend des 10-miniitigen Tests belduft sich auf zirka 35 ml und das Benzin wurde somit fast
ganzlich aufgenommen (Bild oben links).

Der Wasserstand hat sich bei zwei Versuchsdurchldufen nicht
verdandert, wahrend der Benzinstand (Bild oben rechts) sich

geandert hat.

Das viskosere Ol konnte in diesem Versuch jedoch nicht bzw. nur
wenig aufgenommen werden. Dies liegt vermutlich daran, dass
das Ol die Poren verklebt hat (Abbildung 8), auch wenn bei dem
10-mindtigen Versuch durch ein Leck im Baumwollbehalter
Wasser aufgenommen wurde. Es wurde nur wenig Ol dadurch
aufgenommen, aber es ist zu vermuten, dass das Ol nicht wie Abbildung 8: Verklebte Poren
erhofft durch die silikonisierte Baumwolle eingedrungen ist.

Ead
>3

Dass das Ol bei dem ersten Experiment die Baumwolle durchdringen konnte hat vermutlich mit
vergleichend geringeren Viskositat des Ols zu tun, da es sich um Ol aus einer anderen Quelle
handelte. Daher muss fiir die Trennung des viskoseren Alt6éls vom Wasser, sowie generell fir
viskosere Lipide, eine andere Trennungsmethode verwendet werden.

' Benzin

. aufgenommen:
- starker Geruch
von Benzin

Hauptsachlich
aufgenommen
es Wasser: Ol
kaum riechbar

Abbildung 9: Vergleich von Ol und Benzin

Ergebnisdiskussion

Da das von uns verwendete Altél viskoser ist als Benzin (Viskositit von ca. 0,53 mm?/s (20 °C)?)
verstopft es die Poren der silikonierten Baumwolle. Somit kann nicht genug Altol in die Baumwoll-
Rohre gelangen und auch nicht von dem Pilzmyzel aufgenommen bzw. abgebaut werden.

Unserer Olbarriere dient somit hauptséchlich der Aufnahme und dem Abbau von Treibstoffen, wie
bspw. ausgelaufenem Benzin. Auch Diesel kann durch die silikonierte Baumwolle gelangen, da es
eine noch niedrigere Viskositit besitzt, als Benzin (Viskositdt von ca. 2,0 ... 4,5 mm2/s (40 °C)3). Da
Treibstoffe wie diese meistens in Hafenbecken auslaufen, spezifiziert sich auch das Einsatzgebiet der
Pilzbarriere: Wir konnen sie nutzen, um Treibstofflecks in Hafenndhe aufzusaugen und die
Schadstoffe abzubauen.

2 Vgl. Die Chemie-Schule, Motorbenzin, 2020
3 vgl. Wikipedia, Dieselkraftstoff, 29.12.2019
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Chemische Hintergrinde der Zersetzung

Aufsaugen oder Abbau?

Eine Frage, die wir uns natiirlich stellten, ist, wie wir feststellen kénnen, ob die Pilze das Ol auch
tatsachlich vollstéandig abbauen und nicht nur aufsaugen. Dazu verweisen wir in erster Linie auf die
Ergebnisse unserer Literaturrecherchen. Jedoch haben wir auch eine kleinere Versuchsreihe im
Rahmen der uns zur Verfliigung stehenden Moglichkeiten zum Abbaupotential der verschiedenen

Schadstoffe entwickelt.

Versuchsreihe zum Abbaupotential

Geruchsprobe

Im ersten Teil unserer Versuchsreihe kontaminierten wir Buchenholzsiagespane, die mit Myzel
beimpft wurden, und normale Buchenholzsagespane mit Treibstoff. Nach einer Inkubationszeit von

finf, zehn und 20 Tagen verglichen wir jeweils den Geruch der
beiden Proben. Bereits nach zehn Tagen war ein deutlicher
Unterschied zwischen den beimpften Spanen und den
unbeimpften Spanen erkenntlich. Der Treibstoffgeruch hatte bei
den Myzelsagespanen stark abgenommen. Daraus kdnnen wir
schlieBen, dass ein Teil des Treibstoffes tatsdchlich abgebaut und
in Biomasse und geruchsneutrales CO, umgewandelt worden ist.
Jedoch sind diese Tests natiirlich von unserem subjektiven
Geruchsempfinden abhangig; wir kdnnen sie als Indiz betrachten,
doch die Daten sind wissenschaftlich weder aussagefdhig noch
statistisch abgesichert.

Gasentwicklung

Im zweiten Teil der Versuchsreihe hofften wir darauf, dass die
Pilze beim Abbau der Schadstoffe messbare Mengen an CO,
bilden und wir so durch die Menge an entstandenem Gas einen
Rickschluss auf die Abbaurate und den generellen Abbau treffen
konnten. Dazu fillten wir sowohl mit Myzel beimpfte Sdgespane
als auch unbeimpfte Spane in Kolben. Dann kontaminierten wir
die Spritzen mit verschieden Treibstoffen: Diesel, Lampendl,
Maschiendl, Benzin und Heptan. Als Kontrollgruppen nutzen wir

N 1
i

.
.} a0

5

-

.b-' = H‘"
-

Abbildung 10:Versuchsaufbau bei
Untersuchung der Gasentwicklung

Luft, SiBwasser und Salzwasser. Nach einer Inkubationszeit von flinf, zehn und 20 Tagen verglichen

wir den Kolbenstand der Spritzen.

Leider bewegten sich die Kolben der Messpritzen aufgrund des zu niedrigen Gasgehaltes gar nicht,
aber beim Offnen machten die Spritzen mit Myzel und Treibstoff ein hérbares ,Plopp“. Dabei war bei
den Olen das ,,Plopp” leiser als bei Benzin, Diesel und Heptan. Im Vergleich dazu gaben die

Kontrollspritzen beim Offnen kein ,,Plopp“ von sich.

Das abgegebene Gerausch lasst trotz dem unverdnderten Stand der Kolben auf die Entwicklung eines
Gasgehaltes und damit den Abbau der Schadstoffe schlieSen. Allerdings sind auch hier die Ergebnisse

nicht quantifizierbar.

~
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Kalkwasserprobe

In unserem zweiten Versuch zum Nachweis des
Abbaupotentials fihrten wir eine
Kalkwasserprobe durch, dazu kontaminierten wir,
mit Pilzmyzel beimpften Buchenholzsdgespane
mit jeweils Benzin oder Diesel. Diese Kolben,
verbanden wir mit mit Paraffin geflllten R6hrchen
welche oben offen waren, so dass sich das
Paraffin durch die Enstehung von Gas verschoben
wird. Bei den kontaminierten Kolben verschob
sich das Paraffin mehr als bei den Kolben in denen
sich ausschlieRlich Sdgespane mit Myzel befand.
Das beweist das Gas beim Abbau ensteht und das
Benzin oder Diesel von dem Pilz als Nahrung
bevorzugt wird, da es eine einfachere Kohlenstoff Quelle ist.

Abbildung 11:Versuchsaufbau bei Untersuchung welches
Gas sich entwickelt

Daraufhin zogen wir das enstandene Gas mit einer Spritze auf und fiihrten damit die
Kalkwasserprobe durch. Die Kalkwasserprobe ist eine Nachweisreaktion, mit der
Kohlenstoffdioxid nachgewiesen werden kann. Dazu wird Calciumdioxid in Wasser gelost und
es ensteht Kalkwasser (Ca(OH)2(aqg)). Bei dem Einleiten von Kohlenstoffdioxid in Kalkwasser
ensteht Calciumcarbonat, das Kalkwasser triibt sich. Als Nebenprodukt der Reaktion ensteht
Wasser. Bei den Spritzen welche das Gas von den kontaminierten Kolben beinhalteten, farbte
sich das Losungsmittel trib. Das ist der Beweis dafir dass das Gas welches bei dem Abbau
enstanden ist Kohlenstoffdioxid ist.

Ca(OH)g(aq) + COg(g) — CaCOg,(S) + Hy 0(1)

Abbildung 12:Kalkwasserproben Formel

Abbildung 14:Kalkwasserprobe g R
Abbildung 13:Myzel
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Was sagt die Forschung?

Die Schmetterlingstrammete ist ein sogenannter saprophylic
mushroom?, und gehért zur Gattung der White Rot Fungi.® Sie lebt
und erndhrt hauptsachlich von toten oder beinahe toten

Baumen, und baut so in ihrem natirlichen Habitat vor allem
Lignin, aber auch Cellulose und auch Hemicellulose ab. Lignin ist
ein Polymer, dass in der Zellwand eingebaut, zur Verholzung
dieser fuhrt. Es besteht aus phenolischen Makromolekiilen und
somit unter anderem aus

aromatischen Kohlenstoffverbindungen®. Benzin und Diesel
bestehen ebenfalls aus komplexen Kohlenstoffketten, wobei
Benzin meist ein Gemisch aus verschiedenen aromatischen-und
nicht aromatischen Verbindungen’ ist. Diesel dagegen ist ein
Kerosingemisch?. Abbildung 15: Chemische Struktur von Lignin

Laut der Fachliteratur ist die gesamte Gattung der White Rot Fungi (und damit auch die
Schmetterlingstrammete) dazu in der Lage, grofRe und unl6sliche Molekiile sowie Schadstoffe durch
das Ausscheiden verschiedener Sauren und Enzyme zu zersetzten und gréBtenteils in CO,und eigene
Biomasse umzuwandeln. Insbesondere kdnnen diese Pilze Chemikalien mineralisieren, die selbst
bereits oxidiert wurden. Dazu zahlen nicht nur das Lignin der Baume sondern auch die oben
erwahnten Treibstoffe.

— H,0
Diese Fahigkeit des Pilzes l4sst sich durch seine H.‘E — e —_| -
Verdauung erklaren. Um das Lignin (seine Nahrung) zu ' ; "
zersetzten schiittet der Pilz Peroxide aus (denn die RH—/ N\ ?
Oxidation der jeweiligen Stoffe ermdglicht dem Pilz die |' !
Nahrungsaufnehme derer). Ein generell dabei /__Jl’ /___E
ablaufender Mechanismus ist in Abbildung 12 dargestellt. (_Fe* ::\ff“"
Die Schmetterlingstrammete schiittet eine Perioxidase compound Il ‘\‘\,_ " compound |
aus, ein Enzym, das die Zersetzung von Oxiden — '--::"j.j
katalysiert. Diese Enzyme entstehen automatisch in dem ,/ ™
Pilz wihrend des Sekundarstoffwechsels. Eine hohe R Ar
Konzentration der Nahrstoffe, wie Kohlenstoff und Abbildung 16: Aktivierung des Enzyms und erste

Stickstoff, fordern die Synthese und AusstoRung dieser Oxidation der Chemikalie

Enzyme, sodass der Pilz die Ndhrstoffe besser zersetzten

kann. Dabei liegt dieses Enzym in einer deaktivierten Form vor. Durch das Vorhandensein der
Nahrungsquelle (sei es Lignin oder ein Schadstoff) wird dieses Enzym aktiviert. Das Enzym wird in
Folge zweifach oxidiert, die Elektronen werden durch einen Hydroxyperoxid transportiert und
aufgenommen. Dadurch entsteht das dagestellte ,,compound |I“. Dieses Zwischenprodukt kann nun
einfach reduziert werden- von den Chemikalien, die in der Umgebung vorhanden sind. Diese
Chemikalie wird somit oxidiert, und kann das entstandene ,, compound II“ zu der Form des
urspriinglichen Enzymes zuriick reduzieren. Dadurch wurde die Chemikalie (zumindest teilweise)
oxidiert. Die Peroxide die bei der Zersetzung von Lignin verwendet werden sind insofern besonders,
als das sie ein besonders hohes Oxidationspotential besitzen. Somit kénnen sie eine groRere
Bandbreite an Chemikalien oxidieren und damit zersetzen. Weil Lignin selbst ein sehr oxidierter Stoff

4Vgl. Emuh, ,Mushrooms as a purifier of crude oil polluted soil“ (s.127)
5 Vgl. Wikipedia, Schmetterlingstrammete, 31.10.2020

6 vgl. Wikipedia, Lignin, 5.11.2019

7 Vgl. Wikipedia, Motorbenzin, 24.12.2019

8 Vgl. Wikipedia, Dieselkraftstoff, 22.11.2019
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ist, missen jedoch auch danach freie Radikale angewendet werden, um den Stoff zu komplett
oxidieren. Dies gilt auch fiir viele Chemikalien.

Andere Chemikalien werden mutmaRlich in indirekte Oxidation CH,OH CH,OH
durch ein kationisches Radikal des Veratrylalkohls zersetzt. )\ , >

. . . . . \ LiP/H,0, \\
Jedoch findet dieser Prozess meistens nur statt, wenn die oben | ] R
beschriebenen Enzyme inhibiert sind. Bei TNT und DDT findet _ N
die Oxidation durch verschiede Mechanismen innerhalb der \(\06“3 '/ OCH,
Pilzmembran statt. Somit kann der Stoff zundchst von OCH, | OCH,

1Y f
manganbasierenden Peroxiden oxidiert und danach von den Z;r::o‘v' 'C:gggl
ligniden Peroxiden zersetzt. N A
P
Generell gibt es viele unterschiedliche Mechanismen fiir das Urgirduc acid  Organic acd
radica
katalysieren und unterstiitzen der Mineralisation der
Schadstoffe. Welche katalytischen Funktionen genutzt werden D“""“‘V“:‘E‘(’J‘:‘ga"" scid
hangt von den Eigenschaften der Chemikalien ab. ° Jedoch kann \ 4
fir Benzin und Diesel davon ausgegangen werden, dass " /
aufgrund der hohen Oxidationspotentiale (Treibstoffe sind _:;>—<f\
Brandbeschleuniger) die Zersetzung relativ ,einfach” ablaufen 74 \
wiirde. v
Electron acceptor Reduced

electron acceptor

Die Abbaurate der Schadstoffe unterscheidet sich ebenfalls je

nach Chemikalientyp und Masse des Pilzes. Nach Schenker (2014) APbbildung 17: Verschiedene Mechanismen, die
werden innerhalb von 50 Tagen Inkubationszeit polyzylklische Oxidation zu unterstitzen

aromatische Kohlenwasserstoffe (PAH) von dem Pilzmyzel der

White Rot Fungi zu mehr als 97% CO, und andere, mindere Stoffe zersetzt.

Da jedoch Benzin und Diesel eine tendenziell weniger komplexe Struktur aufweisen als die PAH,
kénnen wir auch hier von einer hoheren Abbaurate ausgehen. Die Abbaurate liel3e sich in weiteren
Versuchen ebenfalls noch untersuchen, da die Nahrstoffe in den Hyphen der Pilze aufgenommen
werden. Anhand der GrolRe der Hyphen kénnte man so Aussagen (iber die Abbauzeit treffen.

Zusammenfassung

Durch unser Projekt konnten wir einen tiefgreifenden Einblick in die Vorgange der Mykoremediation
erlangen und haben erforschen konnen inwiefern dieser Mechanismus dazu genutzt werden kann,
Rohol und Treibstoffe (wie Benzin und Diesel) abzubauen.

Wir entwickelten ein Design fiir eine praktisch anwendbare Schwimmbarriere, die eine
Treibstofflache nicht nur raumlich eingrenzen, sondern den Schadstoff auch direkt aufsaugen und
anschliefend zersetzten kann. Ferner kdnnen wir nun anhand der Literaturrecherchen genauer
verstehen, wie der Abbauprozess funktioniert.

Ausblick

Im weiteren Verlauf wiirden wir die Olbarrieren gerne unter Umweltbedingungen auf ihre Stabilitat
testen, um die Anwendbarkeit bestmdglich zu gewahrleisten.

9Vgl. Aust, ,Mechanisms of Degradation by White Rot Fungi“
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Eine weitere Fragestellung, der wir uns widmen mdchten, ist die tatsdchliche Abbauzeit, die das
Pilzmyzel bendtigt um das Benzin bzw. das Rohdl vollstandig zu zersetzten. Losungsansatze fiir dieses
Problem bieten eine genauere Messung des bei der Zersetzung entstehenden Gases (Volumen im
Vergleich zum Zeitraum der Zersetzung) oder eine Analyse des Zersetzungsprozesses indem wir den
ibrigen Gehalt des Oles innerhalb des Pilzmyzels untersuchen. Dazu Verfolgen wir Ansitze wie die
Datenermittlung durch Massenspektroskopie bzw. Gaschromatographie im Rahmen einer
Universitatskooperation.

Des Weiteren planen wir weitere Alternativen zu der Trennung weniger viskoser Lipide von Wasser
zu testen und geeignete Materialliberziige fur das Myzel zu entwickeln. So kénnten wir den Nutzen
die Barriere auch auf andere Schadstoffe ausweiten.

Unterstutzer

e Dennis Nebe, Biologielehrer und Projektbetreuer
e KfZ- Technik Dorweiler (stellte uns Rohol und Benzin fiir unsere Versuche zur Verfiigung)
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Anhang

Vorausgegangene Versuchsreihen und gewonnen Forschungsergebnisse

Klonierung des Pilzmyzels

Um das Myzel der Schmetterlingstrammete zu klonieren mussten zunachst die
Wachstumsbedingungen optimiert werden. Wir starteten einen Blindversuch, in dem wir
Kartoffelagar (aufgrund Angaben in der Fachliteratur®®) als Ndhrboden verwendeten. Ziel war es,
nach diesem Blindversuch die dabei kultivierten Hyphen, die von dem Stammmyzel aus wuchsen, zu
entnehmen um diesen ,reinen” Teil des Gewebes zur Weiterzlichtung auf sterilem Reis zu
kultivieren.

Drei von flnf isolierten Proben enthielten Hyphen, die aus dem Ausgangsgewebe gewachsen waren,
jedoch wollten wir diese Statistik durch Optimierung der Wachstumsbedingungen (dem Ndhrboden
und der Temperatur) verbessern.

Die erste Versuchsreihe hat gezeigt, wie sich unten in der Tabelle und in dem Saulen-Diagramm
ablesen lasst, dass der Pilz am besten wachst, wenn er bei 25°C geziichtet wird.

Die 25°C Kolonie zeigt ein erstaunliches Durchschnittswachstum von fast 15 mm pro Tag auf.

Man kann schlieRen, dass 25°C die beste Temperatur fiir das Wachstum ist, da wie das
Saulendiagramm und die Durchschnittswerte fiir das Wachstum zeigen, die Geschwindigkeit am
schnellsten bei 25°C ist.

Die unterschiedlichen Wachstumsgeschwindigkeiten steigen stetig von der 5°C Kolonie bis zur 25°C
Kolonie, wahrend ab 30°C die Wachstumsdurchschnittsgeschwindigkeit kleiner ist als bei 25°C,
weshalb die Geschwindigkeit bei h6heren Temperaturen als 30°C vermutlich ebenfalls kleiner sein
werden als bei der 25°C Kolonie.

Mycelwachstum in mm / Tag vs Kulturmedium

K-A ME-A BW-A 0-A
Tag mm Tag mm Tag mm Tag mm
1 12 1 10 1 8 1 6
2 14 2 8 2 7 2 3
3 16 3 11 3 10 3 4
4 13 4 9 4 9 4 4
5 17 5 9 5 10 5 2
6 15 6 12 6 8 6 3
7 16 7 10 7 9 7 4
Durchschnit
t 15 10 9 4

10 ”Organic Mushroom Farming and Mycoremediation®, Tradd Cotter
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Mycelwachstum in mm / Tag vs Temperatur

5°C 10°C
Tag mm Tag mm
1 0 1 4
2 1 2 7
3 1 3 5
4 2 4 7
5 2 5 8
6 1 6 6
7 2 7 7
Durchschn
1 6

Mycelwachstum vs Temperatur

Petrischalenkultur auf Kartoffelagar
16

12

8

N

Mycelwachstum vs Kulturmedium
bei Raumtemperatur (25°C)

16
12
8
4
,
0-A K-A ME-A

20°C

Tag

N oo~ W NPRE

5 10 20 25 30

BW-A

25°C 30°C
mm Tag mm Tag mm
6 1 12 1 10
7 2 16 2 14
8 3 18 3 12
9 4 11 4 12
10 5 14 5 14
11 6 17 6 13
10 7 15 7 11
9 15 12

Innerhalb der zweiten Versuchsreihe
untersuchten wir, welcher Agar am besten
als Nahrboden fir die Klonierung geeignet
sei, damit der Pilz die optimalen N&hrstoffe
in der optimalsten Menge enthielt. Die von
uns verwendeten, unterschiedlichen
Agararten waren zum einen eine
gewohnliche Agar-Wasser-Mischung, der
bereits erwahnte Kartoffelagar, ein
Brihwiirfelagar und ein Malzextraktagar.
Aus unserem Experiment zeigte sich, dass,
wie schon oben erwahnt, der Kartoffelagar
bei 25°C, da wir bei der ersten
Versuchsreihe 25°C als Idealtemperatur
herausgefunden haben, mit 14,64 mm pro
Tag als Durchschnittsgeschwindigkeit den
besten Nahrboden darstellte.Der
zweitbeste Ndahrboden war Malzextraktagar
mit einer Durchschnittsgeschwindigkeit
9,86 mm pro Tag wahrend der drittbeste
Nahrboden Brihwiirfelagar mit einer
Durchschnittsgeschwindigkeit von 8,64 mm
pro Tag nicht viel weniger effizient war als

Malzextraktagar.Die reine Agar-Wasser-Mischung ist der an Nahrstoffen darmste Agar und deswegen
besitzt die Probe die geringste Wachstumsgeschwindigkeit von 3,71 mm pro Tag.

Nun, da wir die optimalen Kultivierungsbedingungen gefunden hatten, ziichteten wir das Myzel auf
einem Kartoffelagar- Nahrboden bei 25°C heran, und kultivierten die Hyphen dann auf sterilisiertem
Reis (auch bei 25°C) weiter, um das Myzelium weiter zu vermehren. Da die Zuchtgeschwindigkeit bei
der Kultivierung auf Reis jedoch sehr hoch ist, und die Verdauung durch die Exo-Enzyme des Pilzes
den Reis zersetzt, wurde der Pilz zur weiteren Zlichtung auf sein natirliches Substrat (wir haben

Buchensdgemehl verwendet) gesetzt.

Somit wurde die geeignetste Art der Zlichtung einer Pilzkolonie ermittelt.
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Toleranztest der Schmetterlingstrammete auf Ol und Benzin
Um die Toleranz des Pilzmyzels auf Ol und Benzin zu testen, wurde das Myzel einer Mutterkolonie

auf Kartoffelagarplatten ausgebracht, die jeweils mit Ol- oder Benzin kontaminiert waren. Unser Ziel
war es, heraus zu finden, ob der Pilz die gestaffelten Ol/Benzin Kontaminationen von 10%, 1%, 0,1%,

0,01% und 0,001% abbauen und als Nahrungsquelle verwenden konnte.

Toleranz + Wachstumstest

QOlkonentration (in %) 0,001 0,010 0,100 1,000 10,000
Durchschnittliches Mycelwachstum / Tag (in mm) 13’58 15.000 13,000 14,000 6,000
Benzinkonentration (in %) 0,001 0,010 0,100 1,000 10,000
Durchschnittliches Mycelwachstum / Tag (in mm) 13’08 12,000 6,000 1,500 0,000

Toleranz- und Wachstumstest

m Ol
M Benzin

0,001 0,010 0,100 1,000 10,000

Konzentration Ol / Benzin (in %)

16,000

14,000

12,000

10,000

8,000

6,000

r

4,000

r

durchschnittliches Mycelwachstum / Tag

2,000

0,000

In der obigen Grafik wird das durchschnittliche Mycelwachstum pro Tag hinsichtlich der
Konzentration von Ol/Benzin in Prozent veranschaulicht. Wobei der Pilz auf Ol (mit blau
gekennzeichnet) erste WachstumseinbuRungen erst bei 10% zeigt, da sinkt das durchschnittliche
Mycelwachstum pro Tag von ca. 14.000 auf 6.000. Der Pilz auf Benzin zeigt jedoch schon deutlich
frihere WachstumseinbuBungen. Hier sinkt das durschnittliche Mycelwachstum schon bei einer
Benzinkonzentration von 0,1% von 12.000 auf 6.000. Wahrend der Pilz sogar auf einer
Olkonzentration von 10% wichst findet bei einer Benzinkonzentration von 10% keinerlei
Mycelwachstum mehr statt. Dies zeigt eine deutlich héhere Toleranz des Pilzes Ol gegeniiber.
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Entwickelung eines Okologietests zur Bestimmung des Reinigungspotentials
Nachdem wir die Pilze auf ihre Toleranz gegeniiber Ol und Benzin getestet hatten, war unser
nachstes Ziel, ihr Reinigungspotential flir verunreinigtes Wasser zu testen.

Damit eine prazisere Beurteilung des Reinigungspotentials stattfinden konnte, entwickelten wir
einen Okologischen Test basierend auf den Literaturvorgaben des Buches ,Organic Mushroom
Farming and Mycoremediation von Tradd Cotter entwickelt. Dieser Okotest erlaubt eine effektive
Einschatzung der Auswirkungen von chemischen Kontamination auf Pflanzen. Die Grundidee bestand
darin, Pflanzensamen mit verschiedenen Verdiinnungsstufen von Benzin und Rohdl (mit Wasser) zu
wassern, und ihr Wachstum tabellarisch festzuhalten. Dabei stellte sich heraus, das Pflanzen, die mit
hohen Konzentrationen von Benzin und Rohol gewassert wurden, Mangelerscheinungen hatten, und
trotz gleicher Umweltbedingungen schlechter wuchsen, als die niedrigen Konzentrationen oder die
Kontrollgruppe.

Im weiteren Verlauf des Versuches wird nun ein Pilzfilter gebaut, durch den das verunreinigte Wasser
geleitet werden kann. Eine zweite Versuchsgruppe wiirde angepflanzt und mit dem gefilterten
Wasser gewadssert werden. Ein Vergleich zwischen dem Wachstum der beiden Versuchsgruppen
wirde nun Auskunft Gber das Reinigungspotential des Pilzfilters geben, und es lieen sich
Riickschliisse auf die Anwendung als Reinigungsmittel fiir Ollachen auf dem Meer treffen.

Wir kontaminierten somit Radieschen und Kresse gestaffelt mit 100%- 0,001% Verunreinigung von
jeweils Benzin und Rohdl in Wasser. Nachdem wir das Wachstum der Pflanzen Giber mehrere Wochen
verfolgt hatten (siehe Anhang), stellten wir fest, dass Kresse aufgrund ihrer Resistenz gegen die
Kontamination keine gute Vergleichspflanze fiir den Okologietest wire.

1) Versuchsgruppe_ 1 mit Kresse

Kresse Benzin | Wachstum Kresse Control |Wachstum
Kresse 100% Kresse 10% Kresse 1% Kresse 0,1% Kresse 0,01% Kresse 0,001%
30.12.2018
31.12.2018 30.12.2018
kein 31.12.2018
01.01.2019 Wachstum  Keimbeginn Keimbeginn Keimbeginn Keimbeginn  Keimbeginn 01.01.2019 Keimbeginn
02.01.2019 02.01.2019
03.01.2019 03.01.2019
04.01.2019 04.01.2019
05.01.2019 e
Kei 05.01.2019
ein gutes
wirkliches Wachstum, gute
Wachstum, gutes starke aber sehr Sehr starkes Keimung,ca.
kein schwache Wachstum, Keimung, 2- schwache Wachstum, 3- 06.01.2019 4 cm
06.01.2019 Wachstum Keimung  4-6cm 7cm Stangel 6cm 07.01.2019
07.01.2019
08.01.2018
08.01.2019
09.01.2019 09.01.2015
10.01.2019 10.01.2018
starke starke starke sehr gesund,
schwache Keimung, Keimung, Keimung, starke
Keimung, schwache schwache schwache sehr starke -
. p . . Sténgel, 8
ca.0,1cm Stangel 7-9 Stangel, 5-8 Stangel, sehr Keimung, ca. 5-
11.01.2019 cm
11.01.2019 groR cm grof® cm groR 9 cm grof®
12.01.2019 12.01.2019
Fazit: Kein 13.01.2018
Wachstum,
alle sind

13.01.2019 abgestorben
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Kresse Rohal Wachstum |
Kresse 100% Kresse 10% Kresse 1%  Kresse 0,1% Kresse 0,01% Kresse 0,001%
30.12.2018
31.12.2018
kein

01.01.2019 Wachstum  Keimbeginn Keimbeginn Keimbeginn Keimbeginn  Keimbeginn

02.01.2019
03.01.2019
04.01.2019
05.01.2019
2cm gutes
1 cm, kaum mittlere 2cm,gute 3 cm,wenig Wachstum, 3
06.01.2019 gekeimt Keimung Keimung ist gekeimt cm
07.01.2019
08.01.2019
09.01.2019
10.01.2019
5cm,sehr  4cm,
3 cm, geht starke und schwache
immer 5 cm, gutes gesunde Keimung, 6 cm, starkes
11.01.2019 mehrein  Wachstum Stangel starke Stangel Wachstum
12.01.2019
Fazit: Kein
Wachstum,
alle sind

13.01.2019 abgestorben

2) Versuchsgruppe_1 mit Radieschen

Wachstum der Radieschen

Verseuchung mit Rohdl Radieschen 1- 100% Radieschen 2- 10%

Datum Bemerkungen Wachstum Wasseraufnahme Bemerkungen Wachstum Wasseraufnahme
24.12.2018 3ml 3ml
25.12.2018 3ml 3ml
26.12.2018 3ml 3ml
27.12.2018
28.12.2018 3ml 3ml
29.12.2018 3ml 3ml
30.12.2018
31.12.2018 3ml Keimbeginn 1cm 3ml
01.01.2019 3ml 3 Behalter sind gesprieBt 2cm 3ml
02.01.2019
03.01.2019
04.01.2019
05.01.2019 15ml 3cm 15ml
06.01.2019
07.01.2019 3ml 4cm 3ml
08.01.2019

4 Behalter sind gesprieBt, sehr schwach,
09.01.2019 15 ml gehen ein 5cm 15 ml
10.01.2019
11.01.2019 15 ml 5,5cm 15 ml
12.01.2019

13.01.2019 kein Wachstum, alle sind tot

‘Wachstum der Radieschen

Verseuchung mit Rohdl Radieschen 3- 1% Radieschen 4- 0,1%

Datum Bemerkungen Wachstum Wasseraufnahme Bemerkungen Wachstum Wasseraufnahme
24,12.2018 3ml 3ml
25.12.2018 3ml 3ml
26.12.2018 3ml 3ml
27.12.2018
28.12.2018 3ml 3ml
29.12.2018 3ml 3ml
30.12.2018 Keimbeginn, 1 Behélter 0,5cm
31.12.2018 Keimbeginn, 2 Behalter 1cm 3ml 3ml
01.01.2019 3 Behélter sind gesprieft, schwach 2cm 3ml 2 Behalter sind gesprie3t 1lcm 3ml
02.01.2019
03.01.2019
04.01.2019
05.01.2019 2,5cm 15ml 4cm 15ml
06.01.2019
07.01.2019 4cm 3ml 7cm 3ml
08.01.2019
09.01.2019 3 Behélter sind gesprieRt 6cm 15 ml 4 Behalter sind gesprief3t 8cm 15 ml
10.01.2019
11.01.2019 7cm 115ml 9cm 15 ml
12.01.2019
13.01.2019
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Wachstum der Radieschen

Radieschen 5- 0,01% Radieschen 6- 0,001%

Verseuchung mit Rohdl  Bemerkungen Wachstum Wasseraufnahme Bemerkungen Wachstum Wasseraufnahme
Datum 3ml 3ml

24.12.2018 3ml 3ml

25.12.2018 3ml 3ml

26.12.2018

27.12.2018 3ml 3ml

28.12.2018 3ml 3ml

20.12.2018

30.12.2018 Keimbeginn 1cm 3ml Keimbeginn 1cm 3ml

31.12.2018 3ml 3ml

01.01.2019 5 Behdélter sind gesprief3t, sehr gesung 3cm 5 Behdlter sind gesprieft, sehr gesund, stark 3 cm

02.01.2019

03.01.2019

04.01.2019 5cm 15ml 5cm 15ml

05.01.2019

06.01.2019 6cm 3ml Tem 3ml

07.01.2019

08.01.2019 8,5cm 15 ml 9cm 15 ml

09.01.2019

10.01.2019 9cm 15 ml 10 cm 15 ml

11.01.2019

12.01.2019

13.01.2019

Wachstum der Radieschen
Kontrollgruppe

Datum Bemerkungen Wachstum Wasseraufnahme

2a.12.2018 3ml

25.12.2018 3ml

26.12.2018 3ml

27.12.2018

28.12.2018 3ml

29.12.2018 Keimbeginn, 3 Behilter 1em 3ml

30.12.2018

31.12.2018 Zem 3ml

01.01.2019 3 ml

02.01.2019

03.01.2019 Scm

04.01.2019

05.01.2019 7 em 15ml

06.01.2019

07.01.2019 9,5 cm 3 ml

08.01.2019

09.01.2019 S Behilter sind gekeimt 11 em 15 ml

10.01.2019

11.01.2019 12 em 15 ml

12.01.2019
13.01.2019

Wachstum der Radieschen

Verseuchung mit Benizin Radieschen 3- 1% Radieschen 4- 0,1%
Datum Bemerkungen wWachstum Wasseraufnahme Bemerkungen Wachstum Wasseraufnahme
Samen keimen bereits vor dem Samen keimen bereits vor dem
24.12.2018 Bepflanzen 3ml Bepflanzen 3 ml
25.12.2018 aml 3 ml
26.12.2018 3ml 3 ml
27.12.2018
28.12.2018 3ml 3ml
29.12.2018 3ml 3 ml
30.12.2018
31.12.2018 Keimbeginn, 2 Behalter sind gekeimt 1cm 3ml Keimbeginn, 3 Behalter sind gekeimt 1cm 3ml
01.01.2019 3ml 3 ml
02.01.2019 2em
03.01.2019
04.01.2019
05.01.2019 3em 15ml 3cm 15ml
06.01.2019
07.01.2019 S5cm 3ml S5cm 3 ml
08.01.2019
4 Behalter sind gekeimt, schwache 5 Behilter sind gekeimt, schwache

09.01.2019 Stangel 6cm 15 ml stingel 7 em 15 ml
10.01.2019
11.01.2019 6,5 cm 15 ml 7-8 cm 15 ml
12.01.2019
13.01.2019

Wachstum der Radieschen

Radieschen 5- 0,01% Radieschen 6- 0,001%
Verseuchung mit Benzin  Bemerkungen Wachstum Wasseraufnahme Bemerkungen Wachstum Wasseraufnahme
Datum Samen keimen bereits vor dem Bepflanzen Samen keimen bereits vor dem Bepflanzen
24.12.2018 3 ml 3 ml
25.12.2018 3ml 3ml
26.12.2018 ami 3mi
27.12.2018
28.12.2018 3ami ami
29.12.2018 3ml Keimbeginn, 2 Behilter sind gekeimt 1cm aml
30.12.2018 Keimbeginn, 3 Behalter sind gekeimt 1cm
31.12.2018 3mi 3ml
01.01.2019 ami acm 3ami
02.01.2019
02.01.2019
04.01.2019
05.01.2019 6cm 15ml Gcm 15ml
06.01.2019
07.01.2019 8cm ami gcm ami
08.01.2019
t, schwache 5 Behilter sind geke
09.01.2019 Stdngel 8,5 em 15 ml Sténgel, brechen leicht 9cm 15 ml
10.01.2019
11.01.2019 15 ml 15 ml
12.01.2019
13.01.2019
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Wachstum der Radieschen

Verseuchung mit Benzin Radieschen 1- 100% Radieschen 2- 10%

Datum Bemerkungen Wachstum Wasseraufnahme Bemerkungen Wachstum Wasseraufnahme
24.12.2018 3ml 3 ml
25.12.2018 3ml 3ml
26.12.2018 3ml 3ml
27.12.2018
28.12.2018 3ml 3ml
29.12.2018 3 ml 3 ml
30.12.2018 Keimbeginn 0,5 cm
31.12.2018 1cm 3 ml 2 Keimlinge wachsen 1cm 3 ml
01.01.2019 3ml 3 ml
02.01.2019
03.01.2019
04.01.2019 3 Keimlinge wachsen
05.01.2019 1-3cm 1sml 1-3cm 15ml
06.01.2019
07.01.2019 3ml 3 ml
08.01.2019
09.01.2019 2-4cm 15 ml 3 Keimlinge wachsen, sehr schwach 2-4cm 15 ml
10.01.2019
11.01.2019 ein Wachstum bemerkbar 15 ml 3-4,5cm 15 ml
12.01.2019
13.01.2019
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