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1. Titel der Dissertation

Mykoremediation von Klarschlamm und Gulle

2. Zusammenfassung

Im MY CORE-Projekt an der Hochschule Flensburg, das durch die EKSH gefordert und von
Daniel Akira Stiebeling unter der Betreuung von Prof. Dr. Antje Labes realisiert wurde, unter-
suchte man den Einsatz von Pilzen zur Sanierung und Aufwertung organischer Dungemittel —
konkret Klarschlamm und Giille. Hintergrund war die zentrale Rolle des Bodens als groRter
terrestrischer Kohlenstoffspeicher und sein Potenzial zur Kohlenstoffsequestrierung. Um de-
gradierte Acker- und Weideflachen wieder mit Humus anzureichern, setzte man auf organische
Dungemittel wie Klarschlamm und Giille, die jedoch haufig mit Schwermetallen, Humanarz-
neimitteln oder organischen Schadstoffen wie per- und polyfluorierten Alkylsubstanzen
(PFAS) belastet waren.

Ziel des Projekts war es, die Mykoremediation — also den gezielten Abbau organischer Schad-
stoffe durch Pilze — auf Klarschlamm und Giille zu tbertragen. Aufgrund ihres umfangreichen
Enzymspektrums (Laccasen, Peroxidasen, Cytochrom P450) waren Saprobionten wie Weil3-
faulepilze pradestiniert fur den Abbau komplexer Schadstoffe (z. B. Diclofenac, PCBs, Dio-
xine). Ein besonderer Schwerpunkt lag auf marinen Pilzen aus der ,,Flensburger Stammsamm-
lung von Meerespilzen* (mFSC).

Methodisch gliederte sich das Projekt in drei Phasen:

1. Screening in Labormedium
Aus rund 200-300 mFSC-Stdmmen wahlte man anhand ihrer Morphologie Kandidaten
aus und kultivierte sie in einem flissigen Standardmedium, das mit einem Schadstoff
(Diclofenac, PFOA usw.) zugesetzt (gespikt) wurde. Den Abbauverlauf erfasste man
uber UHPLC-MS, die Pilzarten klassifizierte man mittels ITS/18S-Sequenzierung und
hinterlegte VVoucherkulturen an der DSMZ.
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2. Kinetikstudien
Fur die vielversprechendsten Isolate bestimmten Rein- und Mischkulturen die Abbau-
Kinetik unter Variation von Schadstoffkonzentration und Inkubationsdauer. Ziel war es,
eine stabile Pilzkultur zu entwickeln, die mehrere Schadstoffe simultan abbauen konnte.

3. Proof-of-Concept in Klarschlamm und Gille
In Kooperation mit dem Technischen Betriebszentrum Flensburg inokulierte man ge-
spikte Klarschlammproben mit ausgewéhlten Kulturen. Zur Kontrolle fiihrte man nicht-
inokulierte und nicht-gespikte Ansatze parallel. Pilzwachstum verfolgte man tber die
Ergosterol-Bestimmung, Abbauprodukte erfasste man zusétzlich mit einem non-tar-
geted Metabolitprofil.

Ergebnisse

— Die UHPLC-MS-Analytik fiir Diclofenac und PFOA wurden erfolgreich etabliert.

— Im Screening reduzierten 9 von 41 getesteten Stdimmen — Giberwiegend Penicillium spp.
und einmal Absidia cylindrospora — nach 28 Tagen uber 92 % Diclofenac; 22 % aller
Stamme zeigten eine herausragende Abbaufahigkeit.

— In Kinetikversuchen mit drei Top-Stdmmen Kkorrelierte der steady-state-Abbau von Dic-
lofenac eng mit dem Myzelwachstum; Penicillium-Stdmme begannen bereits nach 1-2
Tagen, nahezu vollstandigen Abbau im 6-Tage-Untersuchszeitraum zu erreichen.

— Beim PFAS-Modellstoff PFOA waren die Abbaumengen insgesamt gering; vereinzelt
zeichnete sich ein partieller Abbau ab, die Datenqualitat litt jedoch unter Mediumsver-
dunstung und Kontamination.

3. Schlisselworter

Mykoremediation, Pilze, Persistend Organic Pollutants, Arzneimittelriickstande, PFAS

4. Einleitung und Projektziel
4.1. Hintergrund und Motivation

Der Boden ist der grote terrestrische Speicher fur organischen Kohlenstoff. Er enthalt mehr
Kohlenstoff (C) als die Atmosphare und die Vegetation zusammen. Daher kénnen geringfiigige
Verénderungen der C-Konzentration im Boden einen signifikanten Einfluss auf die Atmosphare
haben: Ein Verlust an organischem Bodenkohlenstoff bedeutet eine Freisetzung von CO: in die
Atmosphére, wahrend eine Akkumulation auf eine C-Bindung im Boden (,,negative Emission®)
hinweist (Flessa et al., 2018). Der Gehalt an organischem Bodenkohlenstoff an einem bestimm-
ten Ort wird von ortlichen Bedingungen (Klima, Wassersattigung, etc.) und der Art der Land-
nutzung beeinflusst. Seit der neolithischen Revolution vor ca. 12.000 Jahren fiihrte die land-
wirtschaftliche Nutzung von urspriinglich mit naturlicher Vegetation bedecktem Boden zu ei-
nem geschéatzten, weltweiten Verlust von 133 Gigatonnen (Gt) Kohlenstoff (488 Gt CO3) aus
dem Boden (Sanderman et al., 2017). Ackerbdden sind besonders an organischem C verarmt,
da Pflanzenbiomasse groRtenteils wahrend der Ernte entfernt und dadurch die Zufuhr von or-
ganischer Substanz in den Boden reduziert wird. An Humus verarmte Fl&chen bieten gute Mdg-
lichkeiten zur C-Sequestrierung im Boden, weshalb gerade intensive Ackerbauregionen und
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degradierte Weideflachen sich fur solche Sequestrierungsbemiihungen eignen kénnen (San-
derman et al., 2017). Die meisten Studien schatzen das weltweite biophysikalische Potenzial
der C-Sequestrierung im Boden auf 4-5 Gt CO> (1,09-1,36 Gt C) pro Jahr, sofern Malinahmen
und Methoden fiir eine gezielte Erhdhung des Kohlenstoffs im Boden (sog. Best-Management-
Praktiken) flachendeckend tibernommen werden (Paustian et al., 2019). Soziale und wirtschaft-
liche Hirden dirften jedoch diese Zahl etwas verringern (Sanderman et al., 2017). Angesichts
der globalen Treibhausgasemissionen von etwa 57,1 Gt CO2-Aquivalenten im Jahr 2023 (Uni-
ted Nations Environment Programme, 2024) wird deutlich, dass die C-Sequestrierung im Boden
nur einen kleinen Teil ausgleichen kann. Bei den derzeitigen Emissionen ist allerdings jede
geeignete Maltnahme sowohl zur Reduzierung von Treibhausgasemissionen als auch zur Ent-
nahme von CO; aus der Atmosphare erforderlich. Die C-Sequestrierung im Boden sollte daher
als ein Mittel in einer Reihe von KlimaschutzmaRnamen verfolgt werden.

Um den Gehalt an organischem Bodenkohlenstoff auf verarmten Flachen wieder auf ein hohe-
res Niveau zu bringen, muss insbesondere der Humus durch einen erhdhten Eintrag von orga-
nischer Substanz (Biomasse) in den Boden aufgebaut werden. Verschiedene landwirtschaftli-
che Praktiken unterstutzen den Humusaufbau, wie z. B. der Anbau von Zwischenfrichten, der
Verbleib von Ernteresten auf dem Feld, eine ganzjéhrige Begrunung und die organische Dun-
gung (Flessa et al., 2018). Die organische Dungung ist das zentrale Werkzeug im N&hrstoffre-
cycling und damit auch der C-Sequestrierung. Neben wichtigen Nahrstoffen wird dabei orga-
nischer Kohlenstoff wieder zurlck auf den Acker gebracht, von wo er wahrend der Ernte ent-
fernt wurde (Flessa et al., 2018). Stallmist, Kompost, Biogasgéarreste, Gulle und Klarschlamm
sind gangige organische Diingemittel. Ein Problem bei organischen Diingemitteln ist die Kon-
tamination mit anthropogenen Schadstoffen. Klarschlamme enthalten oft Schwermetalle, Arz-
neimittel und andere organische Schadstoffe sowie Mikro- und Nanopartikel (Roskosch & Hei-
decke, 2018). Bei Giille ist die Belastung mit Tierarzneimitteln ein haufiges Problem (Vidaurre
et al., 2016; Adler et al., 2018). Hierin besteht das Dilemma der Nutzung von Gulle und Klé&r-
schlamm als Diinger. Organische Dlngemittel sollten vor synthetisch-mineralischen Diinge-
mitteln bevorzugt werden, da sie ohnehin in der Landwirtschaft und der Abwasserbehandlung
anfallen und zur C-Fixierung im Boden beitragen. Und nicht zuletzt, weil die Herstellung von
synthetisch-mineralischen Dungemitteln mit einem immensen Energieaufwand (Haber-Bosch-
Verfahren) einhergeht und hinzu noch abhéngig von endlichen Ressourcen (i.d.R. aus Nicht-
EU-Lé&ndern) ist (Phosphatgestein, Kalisalze).

Andererseits kann Gille und Klarschlamm aufgrund von Kontamination ein Umweltrisiko dar-
stellen. Daher sollten belastete Klarschlamme und Gulle vor der Ausbringung behandelt werden.
Bei Klarschlamm ist die Belastung mit unterschiedlichen Arten von Schadstoffen eine Heraus-
forderung. Dies flhrte zu einer Novellierung der Klarschlammverordnung mit der Folge, dass
ab dem Jahr 2032 nur noch Klarschlamm von Klédranlagen mit einer GréRRe von 50.000 Ein-
wohnerwerten (EW) oder kleiner landwirtschaftlich genutzt werden kann. Bei groReren Anla-
gen muss der Klarschlamm thermisch behandelt werden. Aber auch kleinere Anlagen erhalten
Uber das Abwasser organische Schadstoffe wie Humanarzneimittel, da bei vielen der einge-
nommenen Arzneimitteln ein Teil der Wirkstoffe unverandert und weiterhin wirksam den Kor-
per passieren. In Deutschland wurde im Jahr 2012 in der Humanmedizin allein 8.120 t Arz-
neistoffe mit moglicher Umweltrelevanz verbraucht. Dies kann zu einem Problem fiir das Oko-
system werden, da von vielen Wirkstoffen bekannt ist, dass sie die Gesundheit von Organismen
beeintrachtigen (Ebert et al., 2014). Aufgrund des demografischen Wandels ist fiir die kom-
menden Jahrzehnte mit einer Zunahme des Humanarzneimittelverbrauchs um bis zu 68,5% zu
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rechnen (civity Management Consultants, 2017), weshalb kunftig auch mehr Arzneimittelriick-
stande im Klarschlamm zu erwarten sind. Eine andere relevante Gruppe aul3erordentlich schwer
abbaubarer organischer Schadstoffe bilden die per- und polyfluorierten Alkylsubstanzen
(PFAS). Es handelt sich um stabile, synthetische Chemikalien, die in den letzten Jahren starker
in den Fokus der Wissenschaft und Politik gertickt sind, weil von ihnen ein bisher unterschatztes
Gesundheitsrisiko ausgeht. Aufgrund ihrer jahrzehntelangen Produktion und der Weiterverar-
beitung in Gewerbe und Industrie haben sie sich mittlerweile flachendeckend auf der ganzen
Welt und in allen Umweltmedien (Boden, Wasser, Luft) ausgebreitet. Im menschlichen Blut
und sogar an entlegenen Orten mit kaum menschlicher Aktivitat wie der Arktis werden sie
nachgewiesen (International Agency for Research on Cancer, 2017). Selbst wenn ein Verbot
dieser Stoffgruppe bald beschlossen wiirde, was derzeit in der EU zur Debatte steht, blieben sie
aufgrund ihrer Persistenz und ohne gezielte Behandlung vorerst in der Umwelt bestehen und
stellen deshalb ein Risiko fur Mensch und Umwelt dar. Diese Stoffe gelangen ebenfalls in den
Klarschlamm. Damit die bodenbezogene Nutzung von Klarschlamm auch in Zukunft einen
wichtigen Beitrag zur C-Sequestrierung und zum Nahrstoffkreislauf auf lokaler Ebene leisten
kann, ohne dabei einen unerwiinschten, negativen Effekt auf Mensch und Umwelt zu haben, ist
die Entwicklung eines Sanierungskonzeptes sinnvoll.

In den letzten Jahrzehnten nehmen Ansétze aus der Bioremediation immer mehr an Bedeutung
in der Forschung und Anwendung zu. Hierbei werden gezielt lebende Organismen zur Sanie-
rung von belasteten Substraten und Standorten eingesetzt. Der Vorteil ist, dass solche Methoden
relativ kostengtinstig sind und eine gute Umweltvertréglichkeit haben. Bei Pflanzen ist das Ak-
kumulationspotential von Schwermetallen von besonderem Interesse und mit Bakterien lassen
sich simple Stoffe gut metabolisieren. Pilze haben im Vergleich zu Bakterien ein starkeres En-
zymsystem, weshalb sie sich besser eignen, wenn es um den Abbau von komplexeren und stabi-
leren Stoffen geht. Diese Féhigkeit resultiert aus ihrer 6kologischen Rolle der Destruenten:
Pilze sind Saprobionten und haben in der Natur eine fundamentale Bedeutung bei der Zerset-
zung von komplexen biologischen Polymeren wie Cellulose und Lignin. Sie scheiden be-
stimmte Enzyme aus (Laccasen, verschiedene Peroxidasen) und besitzen Stoffwechselwege
(Cytochrom P450), um diese Polymere in kleinere Molekiile abzubauen. Industriechemikalien
wie polychlorierte Biphenyle (PCBs), Dioxine und Arzneimittel wie Diclofenac sind Beispiele
fiir umweltrelevante organische Schadstoffe, die von Pilzen metabolisiert werden kénnen (Es-
terhuizen-Londt et al., 2017; Sadafioski et al., 2019; Kaewlaoyoong et al., 2020). Dieser spezi-
elle Bereich der Bioremediation, der das Potential von Pilzen sich zu Nutze macht, nennt sich
Mykoremediation. Aufgrund der erwahnten und diversen anderen Studien, die zeigen, dass
Pilze organische Schadstoffe metabolisieren kdnnen, sollte in diesem Projekt das Anwendungs-
spektrum der Mykoremediation auf belastete Gille- und Klarschlammsubstrate erweitert wer-
den, um die Nutzung dieser fir die C-Sequestrierung und den Nahrstoffkreislauf unverzichtba-
ren organischen Dingemittel noch umweltvertraglicher zu gestalten und langfristig zu sichern.
Bekannte Pilzarten, die in der Mykoremediation eingesetzt bzw. untersucht werden, sind bei-
spielsweise der Austernseitling (Pleurotus ostreatus) oder die Schmetterlingstramete (Trametes
versicolor), weil sie als WeiRfaulepilze fir ihre Fahigkeit, schwerabbaubare Biopolymere wie
Lignin abzubauen, bekannt sind. In den letzten Jahren wurde die Forschung der Mykoremedi-
ation um Pilze aus der marinen Umwelt erweitert. Pilze leben nicht nur an Land, sondern auch
an allen marinen Standorten von der Kiiste tber die freie Wassersaule bis hin zur Tiefsee. Auf-
grund der Anpassung an einen erhéhten osmotischen Druck sind Meerespilze fiir die Forschung
von besonderem Interesse. (Passarini et al., 2011; Shang et al., 2016; Batista-Garcia et al.,
2017; Birolli et al., 2018; Ahumada-Rudolph et al., 2021). Da es an der Hochschule Flensburg
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einen Forschungsschwerpunkt in mariner Biotechnologie gibt und die Hochschule aulRerdem
im Besitze der ,,Flensburger Stammsammlung von Meerespilzen® (mFSC) ist, wurden im Rah-
men des Projektes Stdamme aus dieser Sammlung hinsichtlich der Abbaufahigkeit von organi-
schen Schadstoffen untersucht.

4.2. Ziele und Methoden

Die Arbeit verfolgte das Ziel, den Forschungsstand zur Mykoremediation von boden&hnlichen
Matrizes — insbesondere Klarschlamm und Gulle — weiterzuentwickeln und so die Nutzung
organischer Diingemittel noch umweltvertraglicher zu gestalten. Hierfur war ein dreistufiger
Prozess vorgesehen:

4.2.1. Screening

Aus der ,,Flensburger Stammsammlung von Meerespilzen* (mFSC) wurden gezielt Pilzstimme
ausgewahlt und auf ihre Fahigkeit gescreent, organische Schadstoffe abzubauen. Die Kultivie-
rung erfolgte in einem fliissigen Standardmedium, das mit reinen Zielsubstanzen (z. B. Di-
clofenac, PFOA) gespikt war. Die Abbaurate und mdogliche Metaboliten wurden mittels UH-
PLC-MS bestimmt. Erganzend flhrten die Forschenden Literaturrecherchen und zellbasierte
Toxizitatsassays durch, um die Umweltvertraglichkeit auftretender Abbauprodukte abzuschat-
zen. Geplant war, 200-300 Stdmme auf den Abbau von 5-6 Substanzen zu untersuchen. Be-
sonders leistungsfahige Isolate wurden ausgewéhlt, taxonomisch mittels ITS/18S-Sequenzen
charakterisiert und als Voucherkulturen in der DSMZ hinterlegt.

4.2.2. Untersuchungen zur Abbaukinetik

Mit den vielversprechendsten Stdimmen flhrten die Projektbeteiligten Rein- und Mischkultur-
versuche durch, um die Konzentrations- und Zeitabhangigkeit des Schadstoffabbaus zu ermit-
teln. Synergistische Effekte verschiedener Pilzstdmme sollten gezielt genutzt werden. Zentrale
KenngroRen waren Abbauraten, Restkonzentrationen und das Profil verbliebener bzw. trans-
formierter Substanzen. Ziel war die Etablierung stabiler Pilzkulturen, die mehrere Zielverbin-
dungen in einem Ansatz effizient eliminieren konnten.
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4.2.3. In-situ-Versuche im Klarschlamm und in der Gille

Aufbauend auf den Kinetikdaten wurden Proof-of-Concept-Experimente mit echten Klar-
schlamm- und Gulleproben durchgefiihrt (in Kooperation mit den Stadtwerken Flensburg). Die
Substrate wurden mit definierten Schadstoffkonzentrationen versetzt (,,Spiking®) und entweder
mit Reinkulturen oder stabilen Mischkulturen inokuliert. Parallel liefen nicht-gespickte sowie
nicht-inokulierte Kontrollen. Nach Inkubation extrahierte man das Material, quantifizierte das
Pilzwachstum (ber Ergosterol und bestimmte die Konzentrationen der Ausgangs- und Abbau-
verbindungen. Ein non-targeted Metabolit-Screening (Massen- und Absorptionsspektren)
diente der Detektion bislang unbekannter Abbauprodukte.1.4 Analytikmethode

Um diese drei Stufen durchzufiihren, mussten zahlreiche Methoden etabliert werden. Dies
fiihrte zu entsprechenden Publikationen.

5. Projektergebnisse
5.1. Etablierung der Analytik

Eine Analytikmethode fur die untersuchten Stoffe war im Labor nicht vorhanden und musste
entwickelt und validiert werden. Zundchst wurde an einer HPLC (High-performance liquid
chromatography) mit UV-Detektor versucht, eine Methode fir Diclofenac aufzubauen. Di-
clofenac konnte an dem Gerat zwar detektiert werden, allerdings war die Sensitivitéat nicht hoch
genug. Daraufthin wurde eine Analytikmethode an einer UHPLC-MS (Ultra high-performance
liquid chromatography—mass spectometry) etabliert. Hierbei werden die Stoffe wie in einer
HPLC erst aufgetrennt und anschlieend in einem Massenspektrometer detektiert. Sowohl ein
non-targeted Scan von allen Stoffen als auch ein Single lon Recording (SIR), bei dem nur der
entsprechende Metabolit untersucht wird, wurden bei den Analysen aufgezeichnet. Um mit der
UHPLC-MS auch die infrage kommenden Stoffe quantifizieren zu kénnen, wurde fiir jede Ver-
bindung eine Kalibriergerade angelegt.

5.2. Screening

Zunéchst wurden verschiedene Stamme aufgrund ihrer Morphologie ausgewahlt und gescreent,
das heif3t, dass ihre Abbaufahigkeit hinsichtlich organischer Schadstoffe in einem fliissigen
Standardmedium getestet wurde. Das Flissigmedium ist speziell fur Meerespilze konzipiert
und wird mit einem Schadstoff zugesetzt gespikt. So kdnnen die Pilzisolate zeigen, wie gut sie
einen Schadstoff in ,,einfachen Umweltbedingungen metabolisieren. Der erste Schadstoff, der
getestet wurde, war das Analgetikum Diclofenac, besser bekannt unter dem Namen Voltaren®.
Diclofenac ist fiir seine verheerende Wirkung auf Okosysteme beriichtigt, insbesondere fir den
Zusammenbruch der Geierpopulation auf dem indischen Subkontinent (Green et al., 2004; O-
aks et al., 2004). In Proben aus deutschen Oberflachengewéssern wird Diclofenac regelméRig
nachgewiesen (Umweltbundesamt, 2023). Dabei sind beispielsweise die in den Proben gemes-
senen Konzentrationen teilweise deutlich Gber der LOEC (Lowest observed effect concentra-
tion) fur die Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss). Bei einer zu hohen Konzentration des
Stoffes wurden bei O. mykiss zytologische Veranderungen in Leber, Niere und Kiemen festge-
stellt (Triebskorn et al., 2004). Mit Diclofenac wurden 41 Stdamme aus den Gattungen Peni-
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cillium, Aspergillus, Acremonium, Cladosporium, Cadophora, Phoma gescreent. In den 4-wo-
chigen Screeningversuchen hat sich gezeigt, dass es unter den marinen Pilzen einige Exemplare
gibt, die in der Lage sind, Diclofenac zu metabolisieren (Abbildung 1).
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Abbildung 1. Abbau von Diclofenac durch Pilze der Flensburger Stammsammlung von Meerespilzen
(mFSC). Gezeigt ist die Gesamtkonzentration in der Kultur iber 28 Tage. Die Kontrolle stellt den Wirkstoff
im Medium ohne Pilzkultur dar. 100% entsprechen 50 ng/mL. Fehlerbalken bilden die Standardabweichung
ab.

Es ist zu unterstreichen, dass in diesen Versuchen nicht die Restkonzentration im bloRen Me-
dium, sondern in der gesamten Kultur samt Pilzbiomasse gemessen wurde. Dies hat den Hin-
tergrund, dass manche Stoffe auf der Zelloberflache von Pilzen adsorbiert, jedoch nicht abge-
baut und bei einer ausschliellichen Untersuchung des Mediums nicht detektiert werden. Durch
die Extraktion der gesamten Kultur wird sichergestellt, dass alle vorhandenen Molekiile tat-
sachlich gemessen werden. Um die Restkonzentration eines Schadstoffes zu bestimmen, wurde
an einer UHPLC-MS (Flussigchromatographie-Massenspektrometrie) die Analytik etabliert.
Abbildung 1 zeigt die 9 Stdmme unter den 41 gescreenten Isolaten, die am besten abgeschnitten
haben. AuRer Absidia cylindrospora MF75 gehoren alle anderen der Gattung Penicillium an.
Es ist festzuhalten, dass immerhin 22% der gescreenten Isolate der Stammsammlung eine her-
vorragende Leistung hinsichtlich des Abbaus von Diclofenac in einem Labormedium aufzeigen.
Dies lasst Hoffnungen zu, dass bei weiterer Suche noch mehr fahige Pilze gefunden werden
konnen. Abbildung 1 zeigt aul’erdem, dass am Ende der 28 Tage die restliche Konzentration
von Diclofenac bei den hier aufgefiihrten, vielversprechenden Pilzstammen nur noch zwischen
0 und 8 % lag und dass der grote Teil des Diclofenacs innerhalb der ersten 7 Tage abgebaut
werden konnte. Aus diesem Grund wurde die Abbaukinetik der ersten 6 Tage mithilfe von 3
Pilzen genauer untersucht (siehe 5.3).
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Neben Diclofenac wurde aus der Gruppe der Arzneistoffe das Antibiotikum Oxytetracyclin ge-
testet. Allerdings wurde wahrend der Versuche dieser Stoff auch in der abiotischen Kontrolle
ohne Pilz abgebaut. Da die Versuche im Dunkeln abgehalten wurden, kann es sich nicht um
einen photolytischen Abbau handeln. Es kdnnte eventuell eine oxidative oder hydrolytische
Degradation vorliegen. Dies ist jedoch nicht im Einklang mit Studien, in denen Oxytetracyclin
in einem ahnlichen Versuchsaufbau mithilfe von Pilzen abgebaut wurde und entsprechende
Kontrollversuche keinen abiotischen Abbau vorwiesen (Migliore et al., 2012; Ahumada-Ru-
dolph etal., 2021). Ergebnisse dieser VVersuchsreihe werden in diesem Bericht nicht vorgestellt.

Der néchste Stoff, der untersucht wurde, ist die zur Gruppe der PFAS gehdrende Perfluoroct-
anséure (PFOA). Hierbei wurden 18 Pilzstdmme gescreent. Abbildung 2 zeigt die Abbauleis-
tung von 7 Stimmen, die eine vergleichsweise ,,bessere Leistung erbracht haben. Insgesamt
fallt der Abbau von PFOA durch die Pilze eher mager aus. Nur beim Stamm MF 2169 (eine
molekulargenetische Bestimmung steht noch aus), zeichnet sich ein bisschen Abbau ab. Bei der
Interpretation der Abbildung muss jedoch beriicksichtigt werden, dass das Medium teilweise
evaporiert ist. Weniger Medium bei potenziell gleicher Schadstoffmenge wirde zu einer Erho-
hung der PFOA-Konzentration fihren. Dies wirden die Werte iber 100 % erklaren. VVor diesem
Hintergrund konnte es aber sein, dass die Pilze mehr PFOA als dem Anschein nach metaboli-
siert haben. Derzeit wird die Verdunstungsrate des Mediums versucht zu bestimmen. Abbil-
dung 2 zeigt auBerdem auch, dass der Stamm MF 2169 eine hohe Standardabweichung hat. Der
Hintergrund hierzu ist, dass, wahrend beim ersten Versuchsdurchlauf Restkonzentration des
PFOAs von 64 % bis 51 % erzielt wurden, es in der zweiten Wiederholung kaum einen Abbau
gegeben hat. Nach der Wiederholung wurde festgestellt, dass die Agarplatten von MF 2169,
die fur die Inokulation des Fliissigmediums verwendet wurden, kontaminiert waren. Allerdings
hat eine Trennung der verschiedenen Stdmme auf den Agarplatten und ein anschlieRender Ver-
such mit den isolierten Stdmmen keinen aussagekraftigen Abbau gezeigt.
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Abbildung 2. Abbau von PFOA durch Pilze der Flensburger Stammsammlung von Meerespilzen (mFSC).
Gezeigt ist die Gesamtkonzentration in der Kultur Gber 28 Tage. Die Kontrolle stellt den Wirkstoff im Me-
dium ohne Pilzkultur dar. 100% entsprechen 8 pg/mL. Fehlerbalken bilden die Standardabweichung ab.

5.3. Abbaukinetik

Abbildung 3 zeigt den Abbau von Diclofenac und das Wachstum der Pilze Absidia cylind-
rospora MF 75 (A), Penicillium sp. MF 76 (B) und Penicillium sp. MF78 (C) wéhrend der
ersten 6 Tage in einem flissigen Labormedium. Beide Penicilliumstimme haben eine &hnliche
Abbaukinetik und einen ahnlichen Biomassezuwachs: Der relativ stete Abbau von Diclofenac
geht einher mit einem steten Wachstum des Myzels (die Gesamtheit aller filamentésen Zellen).
Bei Absidia cylindrospora MF 75 nimmt der Abbau erst ab Tag 3 Fahrt auf. Allerdings ist der
Abbau an Tag 5 auch schon fast abgeschlossen. Das kann darauf hindeuten, dass erst ab einer
bestimmten Biomasse geniigend Energie vorhanden ist, um Diclofenac zu metabolisieren. Die-
ser Pilz baut insgesamt weniger Biomasse auf und die Zuwachsrate ist weniger steil als bei den
beiden Penicilliumstammen. Esterhuizen-Londt et al. (2017) hat in ihren Versuchen zeigen
konnen, dass der Pilz Mucor hiemalis in der Lage war die Konzentration von Diclofenac in
einem Flussigmedium schon nach 24 Stunden um 95% zu reduzieren.
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Abbildung 3. Abbau von Diclofenac durch Pilze der Flensburger Stammsammlung von Meerespilzen
(mFSC) lber 6 Tage. A: Absidia cylindrospora MF 75, B: Penicillium sp. MF 76, C: Penicillium sp. MF 78.
Blaue Linie und linke Y-Achse: Diclofenackonzentration (100% entsprechen 50 ng/mL). Griine Linie und
rechte Y-Achse: Pilzbiomasse in mg/L Medium. Die Fehlerbalken bilden die Standardabweichung ab.

5.4. Klarschlamm

Der Klarschlamm fur die Proof-of-Concept-Versuche wurde vom Technischen Betriebszent-
rum Flensburg (TBZ) bereitgestellt. Das TBZ betreibt ein Klarwerk an der Flensburger Forde
mit einer Reinigungskapazitat fur 224.000 Einwohnerwerte. Das Klarwerk besitzt eine vierte
Reinigungsstufe mit Aktivkohle. Eine solche vierte Reinigungsstufe hilft deutlich mehr Schad-
stoffe aus dem Abwasser heraus zu filtern. Doch trotz einer zusatzlichen Reinigungsstufe kon-
nen nicht alle Schadstoffe entzogen werden. Daher sind Methoden, die einer vollstdndigen Eli-
minierung von Schadstoffen im Interesse der Gesellschaft. Als Substrat wurde zundchst der
flissige Teil des Klarschlamms verwendet, der nach der Entwasserung (Zentrifugation) des
Klarschlamms anfallt. Der Abbauversuch wurde fur einen ersten Versuch auf eine Woche ge-
setzt. Die Ergebnisse zeigen keinen Abbau. Dies konnte allerdings damit zusammenhangen,
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dass Diclofenac in der Matrix bereits vorhanden war (aufgrund der Verwendung durch Men-
schen). Dabei kénnte der Stoff an Partikeln haften (adsorbiert sein) und wéhrend der Inkubation,
bei der die Substrate standig geschdttelt werden, allmahlich freigesetzt werden.

6. Evaluation und Ausblick
6.1. Publikationen und Arbeiten zur Promotion

Bisher wurde ein Artikel in der Zeitschrift Frontiers in Marine Science vertffentlich: Mycore-
mediation of sewage sludge and manure with marine fungi for the removal of organic pollutants
(Stiebeling & Labes, 2022).

6.2. Sonstige akademische Arbeiten und personliche Weiterentwicklung

6.2.1. Konferenzen

e Jahrestagung der Vereinigung fir Allgemeine und Angewandte Mikrobiologie (VAAM)
2022, Onlinekonferenz, 21.-23.02.2022, mit Poster

e Himmelfahrtstagung on Bioprocess Engineering 2022, Mainz, 23.-25.05.2022

e Molecular Biology of Fungi 2022, Kaiserslautern, 7.-9.09.2022

e Jahrestagung der Vereinigung fir Allgemeine und Angewandte Mikrobiologie (VAAM)
2023, Gottingen, 10.-13.09.2023

e Molecular Biology of Fungi 2024, Kiel, 11.-13.09.2024, mit VVortrag

e 22" Symposium on remediation in Jena “Jenaer Sanierungskolloquium®, 10.—11.10.2024

6.2.2.Vortrage

e _Microbial Remediation Potentials®, Aktuelles aus der blauen Biotechnologie, Online,
30.11.2021

e ,Mycoremediation of Diclofenac with Marine Fungi”, Molecular Biology of Fungi 2024,
Kiel, 13.09.2024

e _Planet der Pilze* auf der Veranstaltung Gelehrte Glaser in Flensburg organisiert von der
Hochschule Flensburg, 04.07.2024

6.2.3. Poster

»,Marine fungi as a source for mycoremediation of manure and sewage sludge®, Jahrestagung
der Vereinigung fur Allgemeine und Angewandte Mikrobiologie (VAAM) 2022, Onlinekonfe-
renz, 21.-23.02.2022

6.2.4.Lehre

Zu meinen Téatigkeiten gehorte auch die Betreuung von Studierenden im Labor und wahrend
ihrer Ausarbeitung ihrer Thesis. Es waren sowohl deutsche Studierende als auch indonesische
von unserer Partnerhochschule University of Jember.
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6.2.5. Zusammenarbeit mit Wissenschaftler*innen anderer Institute

Die UHPLC-MS wurde auch fiir Untersuchungen im Rahmen externer Projekte bereitgestellt.
Dank der Partnerschaft mit der University of Jember in Indonesien gibt es einen starken Aus-
tausch mit Wissenschaftler*innen dieser Hochschule. In diesem Rahmen habe ich an einer mas-
senspektrometrischen Untersuchung von lokalen Pilzmetaboliten mitgewirkt. Aullerdem habe
ich mit einer Wissenschaftlerin der CAU Kiel eine Analysemethode entwickelt, um nach Me-
taboliten zu suchen, die beim Plastikabbau durch Pilze entstehen.

6.3. Ausblick
6.3.1. Angestrebte Promotion

Die Promotion ist an der CAU Kiel angemeldet und wird voraussichtlich 2026 finalisiert.

6.3.2.Vorschlage fur nachste Versuche

Auf Grundlage der im Labormedium gewonnenen Befunde werden die Kultivierungsbedingun-
gen weiter optimiert und gezielt Mischkulturen etabliert, um die Abbauleistung insbesondere
bei hartndckigen Schadstoffen wie PFAS zu steigern. AnschlieBend werden in-situ-Versuche
in realen Klarschlamm- und Gilleproben durchgefiihrt, um die Effektivitat der ausgewahlten
Pilzstamme unter praxisnahen Bedingungen zu uberpriifen. Mit den so gesammelten Erkennt-
nissen entsteht ein integriertes Sanierungskonzept, das die langfristige Nutzung von KIar-
schlamm und Gille als sichere, organische Diinger fir die Kohlenstoffsequestrierung und den
Néhrstoffkreislauf gewahrleisten kann.
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