1. Bilag 1.
Metodebeskrivelse for overvagning af mikroplast i marint sediment

Forfattere: Jes Vollertsen og Fan Liu

Gyldig fra: 04.04.2024
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2. Indledning

Denne metodebeskrivelse omfatter prgvetagning, analyse, databehandling og -rapportering for overvagning
af mikroplast i dansk marint sediment. Beskrivelsen er malrettet Miljgstyrelsen miljgovervagning i henhold
til EU’s havstrategidirektiv, hvor mikroplast i sediment skal overvages.

Prevetagning for mikroplast tilstreeber at tage hgjde for, at der er en vaesentlig naturlig variabilitet i
mikroplastindholdet i marint sediment, med en hgj variation i koncentration og sammensatning over selv
korte afstande. Dette sker ved at tage mange sedimentprgver over et omrade, og blande dem til én prgve
per station. Analysen af sedimentprgverne sker ved at udtage en delprgve af den indsamlede prgvemangde
per station. Hele delprgven oparbejdes derefter til et koncentrat beriget pa mikroplast. Fra dette koncentrat
tages der delprever, der analyseres kemisk for indholdet af mikroplast. Udkommet af analysen opfylder
specifikationer sat af HELCOM, OSPAR og den Europaiske Kommissions Joint Research Centre (JRC), og data
generes i et format, der er egnet til indlaesning i EMODnet.

2.1. Begreber
Mikroplast: Partikler mellem 1 og 5000 um i stgrste dimension, bestaende af eller indeholdende
vaesentlige maengder af antropogene polymerer eller modificerede naturlige polymerer.

Vandomrade: Omradet der daekkes af en serie prgver, jf. overvagningsprogram.

Nedstik: En prgve hentet ved at ggre ét nedstik med en prgvehenter (Figur 1).
Sted: Blanding af prever fra flere nedstik pa et geografisk praecist defineret sted (Figur 1).
Station: Omradet som én mikroplastanalyse repraesenterer. Prgver fra flere steder blandes til én

prgve per station (Figur 1). En station bestar af et omrade pa cirka 1 km?. Et vandomrade
bestar saledes af flere stationer.

Station

- 1vandomrade dakkes af # stationer

— 1 station bestar af 5 steder

— 1 sted bestar af 5 nedstik (samlet til en prove)

- 1 prgve per station, som bestar af 5 steder, T
med hver 5 nedstik (altsa 25 nedstik i alt).

@
3
NC
= ~ Station
- . i Z
-

Figur 1. Skitse til forklaring af begreberne vandomrdde, nedstik, sted, samt station.
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3. Metode

3.1. Prevetagning

Under prgvetagningen skal man vaere opmeaerksom pa, at der kan komme mikroplast fra skibet (fx maling)
samt fra personalet (fx tgj), og pr@verne skal derfor tages sa denne kontaminering begraenses mest muligt.
Dette sker blandt andet ved at holde prgvebeholdere lukkede sa meget af tiden som muligt, renggre
prevetagningsgrejet grundigt mellem prgvetagninger, fx ved skylning af mindre grej i partikelfrit vand,
placere prgvebeholdere pa rent underlag, fx stanniol, og lignende.

3.1.1. Station for prgvetagning

Hver station tilstraebes at daekke mellem en og nogle fa kvadratkilometer. Der udtages prgver fra 5 steder
inden for stationen, sa jeevnt fordelt som muligt. Hver prgve udtages som 5 nedstik (Figur 1, Figur 2), og
udfgres som beskrevet i afsnit 3.1.2.

_____Sitiof____ - 1 sted bestdr af 5 nedstik
- (samlet til en prave)
/// \\ — 1 station bestar af 5 steder, altsa
g - h 5 enkeltstdende praver i hver sin
/ ;’/ prevebeholder
/ II _ _ : :\ \
:,sf |I = I| \\ ‘ ‘ ‘ / / / ‘ ’ ‘ \\. \“-.,
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Figur 2. Skematisk oversigt over station, sted og nedstik.

3.1.2. Udtagning af sedimentprgver

— Hvis det er muligt, skal prgven udtages direkte fra sedimenthenteren. Sedimentet indsamles enten med
Box-corer, Van Veen grab eller HAPS fra skib eller Kajak- eller HAPS-rgr af dykker.

— Sedimentprgven udtages fra sedimenthenteren med en metalske. Hvis sedimentet udtages som en
kerne (fx med HAPS) kan man enten i) skubbe prgven op, sa sedimentoverfladen star i toppen af rgret,
hvorefter prgven udtages eller ii) suge overflade vandet vaek med en silikoneslange og derefter udtage
preven. Skeen pakkes ind i stanniol mellem prgvetagninger for at undga forurening. Eventuelt vaskes
den i partikelfrit vand eller havvand (OBS pa ikke at bruge havvand teet pa skibet). Der tages en ny ske i
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brug for hver station. Prgvetagningsmaterialer skal vaere renset/skyllet grundigt i partikelfrit vand inden
brug (leveres renset af analyselaboratoriet).

— Ifald der skal tages andre prgver fra sedimenthenteren end for mikroplast, udtages mikroplastprgven
altid som den fgrste.

— Pa hvert sted udtages en sedimentprgve som mindst udggr 5 individuelle nedstik. Fra hvert nedstik
udtages de gverste 1-2 cm af overfladesedimentet, dog maksimalt 150-200 mL vadt sediment.
Sedimentet fra de 5 nedstik placeres i en 1-liters prgvebeholder, sa der samlet set udtages 0,7-0,9 L
sediment per sted. Hvis 5 nedstik ikke er tilstraekkeligt for at opna den samlede maengde pa 0,7-0,9 L,
foretages yderligere nedstik.

— Prgvebeholderen skal veere af glas eller metal uden nogen form for plast eller gummi (teflon og silikone
kan dog accepteres). Beholderne skal vaere vasket og rengjort i partikelfrit vand fgr prgvetagningstogtet
(leveres renset af analyselaboratoriet). Laget skal vaere uden plastpakning, eventuelt kan en pakning af
teflon eller silikone accepteres. Bruges syltetgjsglas uden pakning, daekkes glasset af med stanniol fgr
laget lukkes. Prgvebeholdere dbnes kun under selve prgvetagningen. Den gvrige tid holdes de lukket.

— Prgverne holdes pa kgl eller frys efter udtagningen, og nedfryses senest nar prgverne ankommer ftil
laboratoriet.

— Rengjort materiel til at opbevare prgver i og rengjorte skeer til prgvetagningen leveres af
analyselaboratoriet.

3.1.3. Blankprgver under prgvetagningen

— Under prgvetagningen udtages mindst tre blankprgver (feltblanke) per vandomrade. Til blankprgver
benyttes de samme prgvetagningsbeholdere som til sedimentprgverne. Alternativ kan der bruges en
petriskal. Alle beholdere holdes dbne mens beholderne for sedimentprgver er dbne. Den @gvrige tid skal
de veere lukkede. | gvrigt behandles de pa samme vis som sedimentprgverne, men behgver ikke
opbevares pa kgl/frys. Noter gerne ned, hvor lang tid blankprgven stod aben.

— Rengjorte prgvetagningsbeholdere til blankprgver leveres af analyselaboratoriet.

3.2. Analyse af sedimentprgver

3.2.1. Prgveforberedelse og oparbejdning
Analysemetoden skal vaere kompatibel med tidligere udfgrte malinger for mikroplast i regi af eller relateret
til Danmarks havstrategiprogram (Liu et al., 2021; 2022; 2023).

Prgver fra de 5 steder per station, hver pa 0,7-0,9 L, blandes grundigt til én prgve. Herfra tages omkring 250
g t@rvaegt i arbejde.

Oprensning af sedimentprgver fglger protokollen: Praeoxidation med brintoverilte, vadsigtning pa fx 500 um
sigte, frysetgrring, densitetsseparation (densiteten skal vaere mindst 1500 kg m™, men det tilstraebes at den
er > 1700 kg m™ for at minimere tab af tungere plastpartikler som fx PVC og PET), enzymatisk behandling
med som minimum protease og cellulase, Fenton oxidation, en yderligere densitetsseparation med samme
densitet som brugt til fgrste separation, koncentrering af de oprensede partikler i et kendt volumen (Figur
3).
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L 4 kL 4
Partikler =500 pm: Partikler <500 pm:
ATR-FTIR UFTIR imaging

Figur 3. Protokol for prgveforberedelse til oparbejdning af marine sedimentprgver til analyse med Fourier Transform Infrared
Spectroscopy (FTIR). Se desuden afsnit 3.2.2.

Protokollen for prgveforberedelse og oparbejdning fremgar af Bilag 3.

3.2.2. Kemisk analyse af mikroplast i oprensede prgver

Potentielle mikroplastkandidater, fx = 500 um, sorteres ud af den oprensede prgve. Hver mikroplastkandidat
analyseres med ATR-FTIR (Attenuated Total Reflectance - Fourier Transform Infrared (FTIR) spektroskopi) for
at bestemme dets materiale.

Analyse af mikroplast fx < 500 um sker med PUFTIR hyperspektral billeddannelse (FTIR microscopy
hyperspectral imaging). Sidstnaevnte skal have en nedre detektionsgranse pa 20 um eller bedre. Analysen
felger en protokol som illustreret i Figur 4. Det IR-transmissive eller -reflektive medie til scanning skal tillade
et bglgenummerinterval pd mindst 900-3750 cm™ at blive malt. Analysen udfgres pa tre delprgver af
partikelekstraktet fra prgveforberedelsen.
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Figur 4. Protokol for kemisk analyse med UFTIR og efterfslgende datainterpretation. Se desuden Bilag 4.

Protokollen for kemisk analyse af mikroplast i oprensede prgver fremgar af Bilag 4.

3.2.3. Definition af mikroplaststgrrelse der analyseres for

Analysemetoden skal som nedre graense for partikelstgrrelse kunne detektere partikler med laengde pa
mindst 20 um og bredde pa mindst 10 um. Mikroplast rapporteres som antal partikler i fglgende
stgrrelsesintervaller, hvor intervallet angiver partiklernes laengste dimension: 20-49 um; 50-99 um; 100-299
pm; 300-999 pum; 1000-4999 pm. Derudover kan mikroplast <20 um rapporteres.

Herudover kan masse estimeres ud fra de spektroskopiske malinger. Hvis dette ggres, skal der anvendes
samme st@rrelsesintervaller som ovenfor beskrevet.

3.2.4. Definition af polymertyper der skal indga i analysen

Polymergrupperne for rapportering fglger HELCOM'’s anvisning, naeermere betegnet mikroplast basseret pa
acrylonitril, cellulose (modificeret fra naturlig cellulose), polyamid, polycarbonat, polychlorinerede
polymerer, polyester, polyethylen, polyfluorinerede polymerer, polymeth(ester)acrylat, polypropylene,
polystyren, polyurethan, gummi fra transportsektoren (SBR, naturgummi), lak og maling (hvor de kan
skelnes fra andre polymertyper), andet plastik, andet gummi (hvor de kan skelnes fra andre polymertyper),
andet semisyntetisk plastik (HELCOM (2022)).

3.2.5. Definition af partikelbeskrivelse der skal indga i analysen

For samtlige identificerede mikroplastpartikler angives: Feret maximum diameter (laengde), Feret minimum
diameter (bredde), areal (som projekteret pa en 2D flade under analysen). Partiklernes volumen kan
estimeres ud fra partiklens stgrrelse samt areal, og ga@res i givet fald ved at antage, at partiklerne er
ellipsoider med den lzengste diameter lig Feret maximum diameter og et projekteret areal svarende til det
malte. Volumen estimeres ved at antage ellipsoidens tredje diameter ud fra viden om den fgrste og anden
diameter. Fx ved at antage, at den tredje diameter er 60% af den anden diameter. Massen kan estimeres
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ved at benytte det saledes estimerede volumen med densiteten for den rene polymer, som bestemt ved
FTIR.

3.2.5.1. Morfologi

Partikelmorfologi fglger sa vidt muligt EMODnet’s inddeling i filamenter (fibre), fragmenter, film, skum,
pellet, granulat og udefineret. Dette er dog kun delvist muligt, idet kategorierne ikke beskriver geometriske
forme, men er en vurdering baseret pa et seet mere eller mindre vage kriterier. Flere af kriterierne kraever
desuden, at partiklerne kendes i tre dimensioner. Dette kan i et vist omfang lade sig for de stgrre partikler
undersggt under mikroskop og ATR-FTIR, men kan ikke lade sig g@re for sma partikler bestemt ved pFTIR
hyperspektral billeddannelse eller lignende teknologier, idet disse opererer med 2-dimensionale
projektioner af partiklerne. En undtagelse er identifikation af filamenter (fibre), der kan defineres som
partikler med forholdet mellem Feret maximum og minimum diameter pa mindst 3:1.

Ved rapportering skal der derfor som minimum skelnes mellem fibre og udefineret, hvor fibre defineres som
partikler med forholdet mellem Feret maximum og minimum diameter pa mindst 3:1, og udefineret
defineres som alle andre partikler.

3.2.6. Kvalitetskontrol (blankprgver samt genfinding)

3.2.6.1. Blankprgver

De mindst tre blankprgver per vandomrade analyseres for mikroplast med samme teknologier som
beskrevet i afsnit 3.2.2.

Herudover skal laboratoriet kunne dokumentere kontaminering (blankvaerdier) for den anvendte
analyseprotokol.

3.2.6.2. Genfinding

Laboratoriet skal kunne dokumentere genfinding for den anvendte analyseprotokol. Genfindingen skal ske
med mindst to typer plast og to partikelstgrrelser, altsa fire forskellige partikeltyper. Hvad partikelstgrrelser
angar, skal der bruges partikler i den nedre del af stgrrelsesintervallet, gerne omkring 50 um og 80-100 um
Feret maksimum diameter. Der kan med fordel benyttes standard plastperler (beads) hertil. Genfindingen
bgr udfgres pa mindst to typer marint sediment, deekkende sandede og mudrede sedimenttyper. En
gennemsnitlig genfinding pa 50-70% kan betragtes som en god genfinding.

3.3. Sedimentparametre
For hver mikroplastanalyse analyseres desuden for fglgende:

e Vandindhold som malt fgr t@érring ved 105°C, jeevnf@r ISO 11465:1993 (2020).
o Tgrstof malt efter tgrring ved 105°C, jeevnfgr ISO 11465:1993 (2020).
o Glgdetab som malt ved udglgdning ved 550°C af sediment t@rret ved 105°C.



4. Databehandling og indrapportering

Data behandles og afrapporteres saledes, at de kan indrapporteres til EMODnet, se bilag 2. Desuden fglges
HELCOM’s anvisning om at data ikke korrigeres for blankvaerdier fundet ud fra blankprgver, men i stedet
afrapporteres sammen med de fundne koncentrationer i sedimentprgverne



&

ke

¥ M0n,

«

o o
®e yuve

0‘\

~
&'lr
~

G

5. Referencer

HELCOM (2022). HELCOM Guidelines on monitoring of microlitter in seabed sediments in the Baltic Sea.
Helsinki Commission — HELCOM, Authors: Elke Kerstin Fischer, Laura Polt, Madina Dolle. Pp. 17

Liu F, Lorenz C, Vollertsen J (2021). Havstrategi — Analyse af mikroplast-partikler i sedimenter. Rapport til
Miljgstyrelsen, pp. 63.

Liu F, Lorenz C, Vollertsen J (2022). Havstrategi 2022 — mikroplast i marine sedimenter. Rapport til
Miljgstyrelsen, pp. 66.

Liu F, da Silva VH, Chen Y, Lorenz C, Simon M, Vollertsen J, Strand J (2023). R&D project regarding
development of methods for sampling and analysis of microplastics in Danish waters. Rapport til
Miljgstyrelsen, pp. 81

ISO 11465. Soil quality — Determination of dry matter and water content on a mass basis — Gravimetric
method.

10



&

ke

¥ M0n,

(¥

() g"
®e yuve

o

Bilag 1: Baggrund for anvisningens tekniske detaljer

Under udarbejdelse af anvisningen, har vasentlige elementer af fglgende dokumenter vaeret inddraget i
overvejelserne omkring tekniske detaljer vedrgrende overvagningen.

— HELCOM (2022). HELCOM Guidelines on monitoring of microlitter in seabed sediments in the Baltic
Sea. Helsinki Commission — HELCOM, Authors: Elke Kerstin Fischer, Laura Polt, Madina Dolle. Pp. 17

— JRC(2023). Draft on Guidance on Monitoring of Marine Litter in European Seas. MSFD Technical
Group on Marine Litter, Joint Research Centre (JRC), the European Commission’s science and
knowledge service. Pp. 225

— LiuF, Lorenz C, Vollertsen J (2020). Havstrategi — Analyse af mikroplast-partikler i sedimenter.
Rapport udarbejdet af Aalborg Universitet, Forskningsgruppen for mikroplast, for Miljgstyrelsen,
Miljg- og Fedevareministeriet, for arbejde udfgrt i lgbet af oktober 2019 til januar 2020. Pp. 27.

— LiuF, Lorenz C, Vollertsen J (2021). Havstrategi — Analyse af mikroplast-partikler i sedimenter.
Rapport udarbejdet af Aalborg Universitet, Forskningsgruppen for mikroplast, for Miljgstyrelsen,
Miljg- og Fedevareministeriet, for arbejde udfgrt i Igbet af september 2020 til december 2021. Pp.
64.

— LiuF, Lorenz C, Vollertsen J (2022). Havstrategi 2022 — mikroplast i marine sedimenter. Rapport
udarbejdet af Aalborg Universitet, Forskningsgruppen for mikroplast, for Miljgstyrelsen, Miljg- og
Fedevareministeriet, for arbejde udfgrt i lgbet af 2022. Pp. 66.

— Liu F, da Silva VH, ChenYY, Lorenz C, Simon M, Vollertsen J, Strand J (2023). R&D project regarding
development of methods for sampling and analysis of microplastics in Danish waters. Rapport
udarbejdet af Aalborg Universitet, Forskningsgruppen for mikroplast samt Aarhus University,
Department of Ecoscience, for Miljgstyrelsen, Miljg- og Fgdevareministeriet. Pp. 81.

— OSPAR (2023). Draft on Guidelines for the monitoring of microlitter (including microplastics) in
seafloor sediments for the OSPAR Maritime Area. OSPAR Microplastic Expert Group (MPEG). Pp. 39
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Bilag 2: Databehandling of indrapportering

Fortolkning af data fra den kemiske analyse
Alle koncentrationer opgives i forhold til sedimentet tgrstof.

Data skal ikke korrigeres for blankvaerdier fundet ud fra blankprgver. | stedet afrapporteres disse sammen
med de fundne koncentrationer i sedimentprgverne.

Format for afrapportering

Data indlaeses i EMODnet, https://www.emodnet-ingestion.eu/, omfattende de nedenfor beskrevne

parametre.

Data omfang

Det obligatoriske dataomfang fglger specifikationer sat af HELCOM, OSPAR og den Europaeiske Kommissions
Joint Research Centre (JRC), og omfatter:

Overskrift, dansk

Overskrift, engelsk (Header)

Togt Cruise

Station Station

Type Type Seettes til “B” for alle prgver

Start tidspunkt YYYY-MM-DDThh:mm:ss.sss Start tidspunkt for prgvetagning

Leengdegrader Longitude

Breddegrader Latitude Start punkt

LOCAL_CDI_ID LOCAL_CDI_ID

EDMO_code EDMO_code EDMO_CODE for data centret der distribuerer dataene
Bundybde Bot. depth Tom hvis ingen data findes

Minimum vanddybde i omradet

MinimumObservation Depth

Maksimum vanddybde i omradet

MaximumObservation Depth

Prgve ID

SamplelD

Type Microlitter_Type Form, jf. afsnit 3.2.5.1
Stgrrelse Microlitter_Size Laenge, jf. afsnit 3.2.3
Antal Microlitter_Count | kategorier, jf. afsnit 3.2.3

Slut tidspunkt

EventEndDateTime

Slut lengdegrader

End longitude

Kan undlades

Slut Breddegrader

End latitude

Kan undlades

Partikellaengde

Microlitter length

Jeevnfgr afsnit 3.2.5

Partikelbredde

Microlitter width

Jeevnfgr afsnit 3.2.5

Farve Microlitter_Color Kan undlades
Gennemsigtelighed Microlitter_Transparency Kan undlades
Polymer type Microlitter_Polymer_type Jeevnfgr afsnit 3.2.4
Vejrforhold WMO_Sea_State Kan undlades
Vindretning Wind_direction Kan undlades
Vindhastighed Wind_speed Kan undlades

Prgvetagningsprotokol

Sampling_protocol

Nzervaerende anvisning

Titel pad dataseet

Title of dataset

En kortfattet titel, som karakteriserer datasaettets emne
godt

Resume af datasaettet

Narrative summary

Kort beskrivelse af dataszettet der rapporteres

Kvantifikationsmetode

Processing method

Kort beskrivelse af analysemetode og protokol,
henvisning til naervaerende anvisning

Dataseaet format

Dataset format

Kan veere et eller flere formater
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Oplysninger om
datakvalitetsbehandling

Data quality processing
information

Sammenfatning af datakvalitetsbehandling

Datasaet tilgeengelighed

Dataset availability

Veelg en dben licens eller en licens, som skal veere
kompatibel med aben datadefinition

Datoer

Dates

Dato for oprettelse af datasaet

Observationstype

Observation type

Vealg en relevant parametergruppe fra den
medfglgende liste

Geografisk afgraensningsramme

Geographic bounding box

Tegn et rektangel pa kortet for at angive det omrade,
som dataseettet daekker

Havomrader

Sea areas

Vaelg havomrader, der er daekket af dataseettet

Periode daekket af dataszettet

Period covered by the dataset

2000

Angiv start- og slutdatoer i formatet 'aaaa-mm-dd’

Herudover rapporteres til Miljgstyrelsen prgvernes:

— Vandindhold
—  Torstof
— Glgdetab

13
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Bilag 3: Prgveforberedelse og oparbejdning

Prgveforberedelsesprotokollen omfatter fglgende trin:

a)

b)

d)

e)

Al modtaget sediment oparbejdes, pa naer nogle fa gram til at bestemme vandindhold og indhold af
organisk stof.

Sedimentet praeoxideres ved gentagne gange at tilsesette mindre maengder af et oxidationsmiddel, fx
H.0,, til en vad prgve. Under forudgaende projekter har der veeret optimeret pa
praeoxidationsmetoden for at reducere det mekaniske slid pa mikroplast partiklerne. Der blev
udviklet en skansom fremgangsmade til omrgring, hvor filtreret og komprimeret luft sendes
gennem en specialudviklet spiralformet luftfordeler (Figur 5). Fordeleren er udfgrt i rustfri stal og
placeres pa bunden af baegeret for at optimere effektiviteten og undga dgdzoner hvor partikler kan
aflejres.

Prgvernes volumen pa cirka 1 L hver kraever, at hver prgve fordeles pa flere baegerglas med
beluftere. Konkret overfgres cirka 3 skefulde sediment til hver sit 5 L baegerglas, og 150 mL
demineraliseret vand (preefiltreret pa 1,2 um GF filter) tilsaettes for at ggre prgven mere flydende,
samt sikre, at luftfordeleren er ordentligt deekket. Herpa tilszettes oxidationsmiddel, fx 10 ml 30%
H,0,, og beluftningen startes (Figur 5).

Efter 4 timer tilsaettes yderligere oxidationsmiddel, fx 10 ml 30% H,0,, for at oxidere prgven
yderligere. Dette trin gentages, indtil der ikke observeres nogen oxidationsreaktion, indikeret ved at
der ikke laengere dannes skum. Herefter overfgres alle oxiderede prgver til et andet rengjort 5 L
baegerglas. Det tgmte baegerglas med luftfordeleren genbruges til en anden delprgve fra samme
prgve, og disse trin gennemfgres til hele prgven er preeoxideret. Afhaengig af maengden af organisk
stof i pr@ven, tager praeoxideringen op til en uge.

Alt det praeoxiderede sediment vadsigtets pa en 2 mm sigte ved brug af Milli-Q vand (filtreret pa 1,2
um GF filter) til at vaske prgven gennem filteret. Partikler pa sigten samles i en petriskal og
undersgges visuelt for partikler, der muligvis kunne veere plast (Figur 6). Alle potentielle kandidater
analyseres efterfglgende pa ATR-FTIR. Resten af partiklerne, altsa dem mindre end 2 mm,
frysetgrres forud for densitetsseparation (Figur 7).

Herpa overfgres det frysetgrrede sediment til 2 L separationstragte (Figur 8) og tragtene fyldes
delvist op med vaeske med hgj densitet, fx SPT-oplgsning (sodium polytungstate) eller zinkklorid-
oplgsning. Vaeskens densitet skal vaere pa mindst 1,50 g/cm?, og det tilstraebes at densiteten er 1,75
g/cm?3, hvorpa tragten beluftes nedefra med tgr, filtreret luft i 30 minutter. Tragten henstar derpa til
sedimentation natten over.

Partikler der flyder pa eller lige under overfladen (indtil cirka 3 cm under overfladen) opsamles for
videre analyse. Partikler der sidder pa tragtens glasvaeg vaskes omhyggeligt ned og medtages i den
videre analyse.

Det bundfeeldede materiale tappes af, opsamles og separationen gentages (skridt d og e).

Den aftappede vaeske filtreres pa et 10 um stalfilter (Figur 9), og filteret vaskes ren for overskydende
SPT.

Materialet pa filteret tages af ved en kort sonikering, hvorpa prgven inkuberes i en tris-buffer med
protease ved pH 8 og 50°C i 48 timer.

Vasken filtreres igen og filtratet overfgres til en acetat-buffer med cellulase ved pH 4 og inkuberes
ved 50°C i 48 timer.

For at fjerne yderligere organisk stof filtreres prgven igen, og filtratet oxideres ved en Fenton proces
(jernsulfat katalyseret H,0O, oxidation) (Figur 10) som fglger: 146 mL 50% H,0,, 63 mL 0,1 M FeSO4
og 65 mL of 0,1 M NaOH. Temperaturen holdes pa 15-30°C ved i begyndelsen at placere baegeret i

14



et isbad (da processen er steerkt exoterm), og siden blot i et vandbad (nar reaktionen er faldet til ro)
og oxidationen forlgber over 24 timer. Eventuelt kan der anvendes en anden type effektiv oxidation,
som er dokumenteret ikke at pavirke mikroplast partiklerne.

k) For at fjerne rester af ler og silt fra prgven, gennemfgrtes endnu en flotering, men denne gangien
100 mL separationstragt. Ogsa denne beluftes i 30 minutter, prgven henstar over nat, og flotatet
tages fra til videre analyse.

I) Efter denne sidste flotering bliver flotatet filtreret pa et 500 um filter og de store partikler gemmes
for senere analyse pa ATR-FTIR.

m) Flotatet bliver igen filtreret pa et 10 um filter, og materialet overfgrt til 50% etanol. Prgven
inddampes og praecis 5 mL 50% etanol tilsettes, hvorefter prgven gemmes til efterfglgende analyse
pa UFTIR (10-500 um) (afsnit 2.5). Figur 11 viser koncentratet fra to sadanne prgver.

n) Store partikler tgrres i ovn ved 55°C f@r analyse pa ATR-FTIR.

[

Figur 5. Specialdesignet luftfordeler (venstre billede), praeoxidering af sedimenter ved tilssetning af 30% H,0, (hgjre billede)

Figur 6. Materiale samlet pd 2 mm sigte, der derpd manuelt sorteres i mulige kandidater for mikroplast
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Figur 7. Frysetgrring af partikler <2 mm efter vadsigtning

Figur 8. Frysetgrret sediment fyldt pd separationstragte (venstre billede), og efter tilseetning af SPT oplgsning (hgjre billede)
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Figur 9. Materiale pé et @47 stélfilter med 10 Figur 10. Fenton oxidation
um porestgrrelse

Figur 11. Partikelkoncentrat klar til scanning pG UFTIR. Vaesken til venstre stammer fra Sgnderborg Fjord svarende til cirka 200 g
prove, mens vaesken til hgjre stammer fra Frederikshavn/Kattegat med knap 1000 g prove

Prgverne behandles i videst muligt omfang under ren-rumslignende forhold. Rum hvori der analyseres for
mikroplastik kan udstyres med kontinuert luftrensning (fx Dustbox®), mens mere fglsomme dele af
proveforberedelsen kan forega i et stgvfrit laminaert flowskab (Figur 12). Paklaedning bgr besta af bomuld
(laboratoriekitler, T-shirts, bukser). Al materiale, der bruges i analysen, bgr besta af metal, glas eller
polymerer, der ikke indgar i analysen (teflon, idet teflon har en densitet pa 2.2 g/cm? og derfor alligevel ikke
kan separeres ud fra de uorganiske partikler).
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Figur 12. Lamineert flowskab med luftrensning til at sikre renrumsforhold under mikroplast analyse

Bilag 4: Kemisk analyse af mikroplast i oprensede prgver

Kemisk analyse af mikroplast 500— 5000 pum

a)

b)
c)

d)

Alle partikler der maske kan veere af plast sorteres ud, og der tages et billede under
stereomikroskop med st@rrelsesskala for at kunne bestemme partiklens stgrrelse.

Partiklens kemiske sammensaetning analyseres med ATR FTIR som illustreret i Figur 13

Hvis der er tale om en plast partikel, bruges dimensionen til at estimere partiklens masse, pa
samme vis som for de mindre partikler (afsnit 3.2.5).

Partikler der ikke kan analyseres med ATR FTIR, fx fordi de er for sma i den mindste dimension (fx
fibre), samles og analyseres efterfglgende som beskrevet i afsnit “Kemisk analyse af mikroplast 10 —
500 um”

Ud fra mikroskopibilledet, FTIR-analysen, samt massen registreres fglgende: Hver enkelt partikels
stgrrelse (maksimal og minimal Feret diameter (dvs. la&engde og bredde)), polymertype, farve (hvis
denne kan identificeres), form, samt partiklens masse.

18



a)

Analyse af stgrre partikler
(>300-500 pum) med FTIR-ATR
Inspicer visuelt om der
kunne veere tale om
plast

Analyser spektret under
FTIR-ATR

iy ﬁ"'ﬁ Partiklen er ikke helt ren. Den bestar af et
QR agglomerat af PE og silikat. Sddanne spektre

kan nogen gange vaere svare at fortolke

e P

Figur 13. FTIR-ATR analyse af partikler >500 um

Kemisk analyse af mikroplast 10 — 500 um

a)

b)

c)

En delmzengde af prgven koncentreret i 5 ml 50% etanol deponeres pa et IR transparent eller
reflektivt medie, der tillader analyse i bglgeomradet 900 — 4000 cm™. Mediet scannes pd en PFTIR
hyperspectral imaging maskine med en pixel-oplgsning pad mindst 10 um. Fremgangsmaden er
illustreret i Figur 14

Der skannes mindst tre medier /sammenhangende omrader af mindst 75 mm?. Andelen af
prgvekoncentratet der kan scannes pa tre medier, afhanger af hvor rent koncentratet er for
interfererende partikler. | praksis kan nogle prgvetyper oprenses til et ganske rent koncentrat, mens
andre er stort set umulige at fa gjort helt rene. For de veerste prgver, fx mudrede og lerholdige
sedimenter, eller sedimenter indeholdende kul, siger erfaringen, at det nogle gange kun er muligt at
deponere 50-100 pL per prgve, mens andre kan veere sa rene, at der kan deponeres 100-1000 pL
per prgve. Det tilstraeebes at der deponeres sa meget som muligt pa de tre medier der skannes, og at
der som minimum skannes mindst 300 pL ud af de 5 mL, ogsa selvom dette matte betyde, at der
scannes flere medier end de ovenfor naevnte tre.

Data fra scanningen overfgres til et egnet software, fx siMPle, der kan downloades pd www.simple-
plastics.eu, og analyseres ved brug af et referencebibliotek indeholdende relevante plastmaterialer
samt naturlige materialer, der kan forveksles med plast. Softwaren beregner stgrrelse og form, og
estimerer volumen, og herfra hver enkelt partikels masse. Metoden er illustreret i Figur 15 og Figur
16.
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Efter prgveforberedelse
deponeres en delmangde
pa et IR-transmisivt vindue
eller filter, hvorpa prgven
scannes

ET godt spektrum af hvad der formentlig er zink stearat

Et nogenlunde spektrumﬂgfmhvad der formentlig er polypropylen

Figur 14. Scanning for partikler <500 um

FTIR FPA 128x128 pixel Hver pixel et IR spektrum  Kort over absorbans Automatisk identifikation af mikroplast
ved alle bglgeleengder

Polyethylene

Sammenlign med reference bibliotek for Length: 167 um
hvert spektrum . b .
s i
i I Alkyd varnish v
LisgiiE Z{IL - Polyester
Length: 18 pm
>

i

Figur 15. Princippet for fortolkning af uFTIR imaging data

20



Figur 16. Bygge partikler ud fra individuelle spektre: Hver pixel har et individuelt spektrum opndet ved uFTIR analysen. Alle pixel-
spektre sammenlignes med et bibliotek, og det bedste fit findes for hver pixel (de bld cirkler viser eksempler pa rimeligt fit til plastik).
For hver polymertype (i dette tilfaelde PP) er der mange spektre i biblioteket, sG nogle gange er det det ene PP-spektrum, nogle
gange det andet, der passer bedst. Men da de alle er PP, ses partiklen som PP. De pixel hvor fittet er for ringe (fx dem markerer med
orange cirkler), er ikke en del af partiklen
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Bilag 5: Oversigt over versionseendringer

Version 1.0, dateret den 01.01.2024 er pa Miljgstyrelsens foranledning blevet lettere modificereret den
04.04.2024.
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