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Schnelle, automatisierte Mikroplastik-
Analytik mittels Laser Direct System
flr chemisches Imaging

Charakterisierung und Quantifizierung von
Mikroplastik in Wasserproben aus marinen Bereichen

Einflihrung

Laut Schatzungen haben sich 75 % der in den letzten 65 Jahren produzierten

8,3 Milliarden metrischen Tonnen Kunststoff in Abfall verwandelt (7). Bis zu 13 Millionen
metrische Tonnen dieses Abfalls landen jedes Jahr im Meer (2); neuen Schatzungen
zufolge schwimmen 5,25 Billionen Kunststoffpartikel in den Ozeanen der Welt (3).

Wissenschaftler haben eine alarmierende ubiquitare Verteilung und Persistenz der
Kunststoffpartikel in aquatischen Okosystemen festgestellt (4). Laut Modellvorhersagen
sind 14 % der Kunststoffabfalle in der Oberflachenschicht von Ozeanen als so genanntes
Mikroplastik einzustufen (oft definiert als Kunststoffpartikel mit einer GrolRe zwischen

T pmund 5 mm) (5). Diese unverdaulichen und moglicherweise schadlichen Partikel sind
durch UV- oder mechanische Einwirkung oder durch biologischen Abbau aus groeren
Abfallteilen entstanden (6). Zur Bestatigung der Schatzwerte und zur Einhaltung von
neuen gesetzlichen Malnahmen (z. B. California Senate Bill 1422) und Richtlinien
(Meeresstrategie-Rahmenrichtlinie 2008/56/EG) besteht Bedarf nach genauen,
zeitsparenden und robusten analytischen Arbeitsabldufen und Techniken.



Dabei eignen sich Techniken, die die Bestimmung von Grole,
Form und Polymertyp von Mikroplastikpartikeln und eine schnelle
Quantifizierung jedes Typs erlauben. Zum jetzigen Zeitpunkt
stlitzen sich viele Studien wegen mangelnder Harmonisierung
und fehlenden Standardverfahrensanweisungen (SOP)
gezwungenerweise entweder auf die visuelle Identifizierung oder
auf manuelle Fourier-Transform-Infrarotspektroskopie (FTIR)
bzw. Raman-Analyse der vermuteten Partikel. Diese Techniken
sind aulberst zeitaufwandig und unter Umstanden anfallig fur
anwenderbedingte systematische Fehler. In dieser Studie stellen
wir einen innovativen Arbeitsablauf zur Analyse von Mikroplastik
auf Grundlage von Laser Direct Infrared Imaging vor.

Experimentelles

Da es fur die Vorbereitung und Analyse von Mikroplastikproben
keine Standardverfahrensanweisungen gibt, sind viele
Methoden entwickelt worden, die fur Kontaminationen anfallig
oder nicht zeiteffizient sind, bzw. die nur die Bearbeitung von
kleinen, nicht reprasentativen Wasservolumen ermaglichen (7).
Im Rahmen dieser Studie wurden Verfahren fur alle Phasen

der analytischen Kette entwickelt und angewendet. Dazu
gehorten die Probennahme, der Aufschluss der Probenmatrix
und die mikrospektroskopische Analyse mit LDIR. Es

wurden umfangreiche Malinahmen zur Vermeidung von
Kontaminationen und zur Kontrolle von Sedimenten ergriffen.
Prozedurale Blindproben wurden verwendet, um die verbleibende
Kontamination zu quantifizieren. Alle Laborarbeiten im Labor
und im Forschungsschiff erfolgten an Reinraumwerkbanken
(Laminar Flow-Werkbanke). Die Effizienz der Luftfiltration der
Reinraumwerkbéanke lag bei 99,995 % fur Schwebstoffe tber
0,1 um (gemal DIN EN 1822-1). Darlber hinaus wurden in allen
Laboren DustBox Luftreiniger' eingesetzt, um die Luft zu filtern.

Probenerfassung

Die Proben wurden wahrend der Fahrt 270 (2019) des
Forschungsschiffs Sonne von Hongkong nach Port Louis
im Indischen Ozean genommen (Abbildung 1). Die Proben
wurden aus einem grol3en Gebiet des Ozeans entnommen,
von einer Region westlich der indonesischen Insel Sumatra
bis zu einer Region ostlich von Madagaskar.
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Abbildung 1: Orte der Probennahmen entlang eines Transsekts im Indischen Ozean.
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Zur Probennahme diente ein Geesthacht Inert Microplastic
Fractionator (GIMPF) (siehe Abbildung 2), mit dem groRe Volumen
von Schwebstoffen (suspended particulate matter, SPM, 10 um

< d,,) aus dem Meerwasser gefiltert wurden. Der zweikanalige
GIMPF ermdglicht die Online-Fraktionierung der SPM (durch
Edelstahl-Kartuschenfilter mit zwei unterschiedlichen Meshgroen)
in die GroRenklassen > 300 um und 10 pm < d < 300 pm. Das
Durchflusssystem wurde mit Meerwasser aus dem Moonpool

des Schiffs bei 6 m unter dem Meeresspiegel gespeist. Das
gesamte Probennahmesystem wurde aus Edelstahlkomponenten
(AISI-316L) konstruiert und auf einer Aluminiumplatte

montiert. Alle Dichtungen waren mit PFA ummantelt, um das
Kontaminationsrisiko durch das Probennahmesystem auf ein
Minimum zu begrenzen. An jeder Probennahmestelle wurde

das System Uber einen 2-um-Filter an der Rickseite des GIMPF
ruckgespllt. Die gesamte Probennahmemenge betrug bis zu

61 m* Wasser. Die Proben wurden mittels Vakuum aus den
Kartuschenfiltern auf PTFE- und PC-Membranen (PorengroRe

5 pm) filtriert und in braunen Glasflaschen aufbewahrt.
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Abbildung 2: Vorder- und Rickseite des Geesthacht Inert Microplastic
Fractionator (GIMPF).

Probenvorbereitung und Methodenvalidierung

Vor der Verwendung wurden alle Glasteile dreimal mit
milliQ-Wasser und vorgefiltertem Ethanol (30 %) gespilt.

Um storende natirliche organische und anorganische
Matrixbestandteile zu entfernen, wurde die Fraktion

10 um =< d < 300 um einem enzymatischen und oxidativen
Aufschlussprotokoll unterzogen. Kurz gesagt wurden die Proben
dazu mit Proteinase K, mit H,0, in Gegenwart des Katalysators
Fe? und mit Chitinase (Abbildung 3) behandelt und anschliefend
mithilfe von ZnCl,-Lésung (o = 1,7 g mI") einer Dichtetrennung
unterworfen.



Abbildung 3: Enzymatischer und oxidativer Aufschluss. A: Katalytische
Zersetzung des verbleibenden H,0, durch Fe?*. B: Probe vor dem Matrixaufschluss
(auf einer PTFE-Membran). C: Probe nach dem Matrixaufschluss.

Geréte

Zur ldentifizierung und Quantifizierung des Mikroplastiks in den
Proben diente ein Agilent 8700 LDIR-System flir chemisches
Imaging. LDIR steht fir Laser Direct Infrared Imaging und

bezieht sich auf die Arbeitsweise des Gerats. Die Lichtquelle

ist ein Quantenkaskadenlaser (QKL). Ein QKL ist ein Halbleiter-
Laser, bei dem Elektronen durch eine Reihe von Quantentdpfen
qguantenmechanisch tunneln und der Energieunterschied als
Licht abgegeben wird, wobei ein Wellenzahlbereich (A7, in diesem
Fall 1800 cm™ bis 975 cm™) schnell durchlaufen werden kann.
Durch die Komination eines Einzelpunkt-Quecksilber-Cadmium-
Tellurid-Detektors (MCT) (thermoelektrische Kihlung) mit einer
Schnellscan-Optik ergeben sich zwei niitzliche Aktionsmodi. Im
ersten Modus wahlt das LDIR-System eine einzelne Wellenlange
und scannt durch das Objektiv, das sich gleichzeitig mit sehr
hoher Geschwindigkeit Uber die Probe bewegt. Im zweiten Modus
wird das Objektiv an einem Punkt geparkt, wahrend der QKL
einen Scan durch den Wellenzahlbereich durchfiihrt und in unter
einer Sekunde das gesamte Spektrum aufnimmt.

Im Rahmen der Mikroplastik-Analyse wurden beide Modi
eingesetzt. Der Probenbereich wurde zunachst mit dem
Scanmodus untersucht, d. h. es wurde ein schneller Scan bei
einer einzelnen Wellenzahl durchgeflhrt. Das sich ergebende
IR-Bild diente zur Lokalisierung von Partikeln in der Probe und
zur Beschreibung der Partikelgrofe und -gestalt. Nach der
Lokalisierung bewegte sich das LDIR-System automatisch

zu jedem Partikel im Bild und nahm ein Gesamtspektrum

im abgedeckten Wellenzahlbereich auf. Nach der Aufnahme
wurde das Spektrum jedes Partikels sofort und in Echtzeit

mit einer Mikroplastik-Spektrenbibliothek verglichen. Die

beste Ubereinstimmung des gemessenen Spektrums mit

der Spektrenbibliothek wurde ermittelt und fiir jeden Partikel
berichtet. Die Spektrenbibliothek stammte von gut etablierten
Quellen und die darin enthaltene Auswahl an Spektren war fur die
Mikroplastik-Analyse in Meerwasserproben relevant.

Das Gerat nutzte eine Kamera mit grolsem Sichtfeld fir die
Ansicht der Gesamtprobe und ein Objektiv in Mikroskopqualitat
fur die Erfassung von stark vergroRerten Details je nach Bedarf.
Die vollstandig automatisierte Analyse von 800 Partikeln und
der Vergleich der erzeugten Spektren mit der Datenbank dauerte
ungefahr eine Stunde.

Probenanalyse

Aufgereinigte Proben (< 300 um) wurden in Ethanol (50 %)
suspendiert und auf Objekttragern fir Infrarotreflexion (7,5

x 2,5 cm; MirrIR, Kevley Technologies) aufgetragen. Die
Glasobjekttrager wurden in Transflexion mit automatisiertem
LDIR (QKL) Imaging (8700 LDIR, Agilent Technologies)
analysiert. Fur alle Analysen wurde das automatisierte
Partikelanalyseprotokoll der Agilent Clarity Software

(Version 1.1.2), die das LDIR-System steuert, verwendet. Die
Empfindlichkeit wurde auf maximal eingestellt und die spektrale
Auflosung auf 8 cm™. Es wurden Partikel im Bereich 20 um bis
5000 pm analysiert, im automatisierten Modus ist jedoch eine
Ausweitung des Analysenbereichs bis auf 10 um maglich.

Wahrend des automatisierten Arbeitsablaufs der Agilent Clarity
Software wird ein IR-Spektrum von jedem Partikel aufgenommen.
Der Vergleich dieses Spektrums mit der Spektrenbibliothek

(> 420 Referenzspektren) und die Datenverarbeitung erfolgten

in Echtzeit. Die Statistiken und die Schwellenwerte fiir eine
positive Zuordnung wurden an die Analyse angepasst. Nach
Durchfiihrung des automatisierten Arbeitsablaufs wurden die
Ergebnisse manuell im Transflexionsmodus und teilweise mit der
p-ATR-Funktion des LDIR-Systems gepruft.

Maogliche Mikroplastikpartikel und Fasern mit d > 300 um wurden
mit ATR-FTIR-Spektroskopie (Diamant- oder Germaniumkristall)
und auch mit dem LDIR-System im Transflexionsmodus und
seinem P-ATR-Modul untersucht. Die ATR-FTIR-Spektren wurden
mit der siMPle Datenbank (https://simple-plastics.eu) verglichen.
Die Fraktion > 300 um soll im Rahmen dieser Application Note
jedoch nicht weiter diskutiert werden.

Methodenvalidierung

Bisher sind noch keine zertifizierten Mikroplastik-
Referenzmaterialien im Handel erhaltlich. Daher wurde die
Validierung mithilfe unserer internen Referenzmaterialien (PE-, PET-,
PP-und PVDC-Partikel [20 - 500 pm]) durchgefiihrt (7). Uber 95 %
der Partikel konnten mit dem oben beschriebenen Arbeitsablauf
korrekt identifiziert werden. Es wurde auch ein fiir die Probenmatrix
passendes zertifiziertes Referenzmaterial (Plankton, BCR-414, JRC)
analysiert (Abbildung 4). Beide Analysen dienten zur Erweiterung der
Spektrenbibliothek des LDIR 8700 mit IR-Spektren von naturlichen
und zugesetzten anthropogenen Partikeln.



Abbildung 4: IR-Falschfarbenbilder und Polymertyp-Statistik des zertifizierten
Plankton-Referenzmaterials (BCR-414) aus dem automatisierten
LDIR-Arbeitsablaufs zur Analyse.

Ergebnisse und Diskussion

Die Mikroplastik-Konzentrationen (> 20 pm) der
Probennahmestellen 1 bis 7 lagen zwischen 10 und 226 Partikel/
Fasern m® (Tabelle 1). In den 7 Proben wurden 30 471 natirliche
und 635 synthetische Partikel sowie 14 unterschiedliche
Polymer-Cluster festgestellt. Die haufigsten Cluster waren
Acrylate/Polyurethane/Lack (39,2 %), PET (26,0 %), PE-CI (7,1 %),
PVC (6,0 %), PE (5,2 %), PP (5,2 %) und Gummi (4,3 %). 94,9 % der
Mikroplastikpartikel/-fasern hatten einen Durchmesser < 100 um
(Abbildung 5).
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Abbildung 5: GroRenklassen der identifizierten Mikroplastikpartikel/-fasern in
Prozent.

Abbildung 6: Diese Fasern (> 300 um) wurden als Cellulose (oberes Bild;
enthalten Indigoblau-Farbstoff, bestatigt durch Ramananalyse), PET (unteres
Bild) und PP (nicht gezeigt) identifiziert. Die Untersuchung dieser Fasern ergab
zu 100 % Ubereinstimmende Ergebnisse von ATR-FTIR-Spektroskopie und
LDIR Imaging.

Auch nach der fast vollstandigen Matrixentfernung hatten

97,4 % der identifizierten Partikel einen nattrlichen Ursprung
(IR-Spektren von Cellulose, Silikate, Kohle, Chitin und natdrlichen
Polyamiden), und nur 2,6 % wurden synthetischen Polymertypen
zugeordnet (Abbildung 7). Domogalla-Urbansky et al. (2018)
haben Verhaltnisse von Mikroplastikpartikeln zu natdrlichen
Partikeln von 1:100 bis 1:1000 beschrieben (ebenfalls nach
Probenvorbereitung) (8).

Abbildung 7: Verschiedene in Wasserproben aus dem Indischen Ozean
nachgewiesene Mikroplastiktypen (< 300 um). Die Spektren von Polypropylen
(oben) und Polystyrol (Mitte) wurden manuell aufgenommen, wahrend das
Spektrum von Polyethylenterephthalat (unten) aus der automatisierten
Analyse stammt.



Tabelle 1: Das gefilterte Volumen, die Probennahmestelle und die Anzahl der festgestellten Mikroplastikpartikel an jeder Messstation. Die haufigsten Polymertypen

sind auch jeweils aufgefihrt.

Station Probenvolumen Koordinaten Anzahl der Anzahl der Mikroplastikparti- Haufigster Mikroplastik-
[m3] Partikel/Fasern kel/-fasern Mikroplastiktyp (Anz.) Konzentration [MPs m?]
1 23 277: Z’iﬁ, Sé 3150 47 PET (20) 21
2 57 g;: zggg; 2 524 54 PET (32) 10
i o2 ome'E & Pp @2 2
4 13 230 zglgzi 16687 293 Acrylate/Po(Izt:z;thane/Lack 296
5 13 22: 45155322 E 2938 109 PET (40) 86
6 14 0895"00267,;329": 5110 239 Acrylate/PoI(yﬁl;r)ethane/Lack 165
7 14 gz: 242115; E 857 15 PS (5) 11

In anderen Studien konnte nur ein gewisser Prozentsatz der
Probensuspension oder ein kleiner Bereich der gefilterten Probe
analysiert werden (9, 70). In der vorliegenden Studie erlaubten
das Aufschlussprotokoll und das LDIR Imaging eines grof3en
Objekttragers jedoch die vollstandige Analyse aller Proben.
Dank der Messtechnik konnte die mit jeglichen Extrapolationen
verbundene Unsicherheit gesenkt werden.

Eine spektroskopische Analyse der Partikel zusatzlich zur
visuellen Identifizierung ist wichtig, da natirliche und farblose
synthetische Partikel oft ahnlich aussehen (selbst Perlen)
(siehe Abbildung 8).

Abbildung 8: Bilder (links) und IR-Spektren (Vergleich zum am besten
passenden Bibliotheksspektrum) von zwei Mikroplastikperlen (PE und
Ethylenvinylacetat). Im unteren Bild ist eine Diatomee abgebildet, die in den
Proben von der LDIR-Analyse erkannt wurde.

In Abbildung 9 ist dargestellt, wie sich Mikroplastikpartikel

an naturliche Partikel, z. B. Diatomeen, anlagern kdnnen. In
diesem Fall wurde die p-ATR-Funktion des LDIR verwendet, um
den Polymertyp zu ermitteln (sehr gute Ubereinstimmung mit
Bibliotheksspektrum). Es war sogar maglich, den Kristall direkt
auf den an die Diatomee angelagerten Partikel zu setzen, um das
Ergebnis der automatisierten Analyse zu prifen.

Abbildung 9: Bilder (links) und p-ATR-IR-Spektrum (Vergleich zum am besten
passenden Bibliotheksspektrum) eines an eine Diatomee angelagerten PET-
Partikels (orangefarben gekennzeichnet).

Auf Grundlage des Langen-Breitenverhéltnisses von 3 (11)
wurden die meisten Mikroplastikteile als Fragmente und nicht
als Mikrofasern identifiziert. Die Fasererkennung ist ziemlich
anspruchsvoll, insbesondere im Rahmen von Einzelpunkt-
Imaging-Methoden. Trotzdem konnen Fasern in Umweltproben
vom LDIR Imaging leicht erkannt werden (siehe Abbildung 6).

Die Kontamination von Messungen durch Fasern aus der Luft
ist ein wissenschaftlich allgemein anerkanntes Problem (12).
Daher liegt der niedrigere Anteil der Mikrofasern im Vergleich
zu anderen Studien unter Umstanden an der konsequenten
Verwendung von Reinraumwerkbanken.
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Abbildung 10: Bild eines Aggregats von Cellulosefasern und nattrlichen
Partikeln, die mithilfe des LDIR aufgenommen wurden.

Zur Analyse von verhedderten Fasern (bezUglich der enthaltenen
Polymere) und Partikelaggregaten (Abbildung 10), wurden
manuelle Einzelpeak- (Abbildung 11) oder hyperspektrale
Imaging-Funktionen des LDIR angewendet.
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Abbildung 11: Das IR-Einzelpeak-Bild bei ¥ = 1368,5 cm™ (unten rechts) und
das IR-Spektrum (oben) des Aggregats aus Cellulosefasern und nattrlichen
Partikeln aus Abbildung 10.

Die Multipeak-Analyse in Kombination mit p-ATR erwies sich
bei Partikeln mit biofilmbedeckten Bereichen als wertvoll. In
Abbildung 12 ist beispielsweise ein grolRer Polyurethan (PU)-
Partikel dargestellt. Es wurden Bereiche mit eindeutigen IR-
Spektren von Cellulose und Spektren mit guter Ubereinstimmung
mit PU- und Acrylatspektren gemessen. Diese wurden durch
manuelle Transflexions- und p-ATR-Analyse bestétigt. Das

LDIR Imaging liefert eine gute raumliche Trennung solcher
unterschiedlichen Domanen in Umweltaggregaten, ist jedoch
auch fur Partikel aus Polymermischungen und Kompositen
nutzlich. Durch Multipeak-Analyse konnen die unterschiedlichen
Komponenten solcher Mischungen in Umweltmikroplastik
identifiziert werden.



Abbildung 12: PU-Partikel, der vermutlich von Biofilm besiedelt ist (oben),
analysiert durch Multipeak-Imaging (unten), mit starker Absorption bei
7=1045cm™ und 7 = 1730 cm™ (Mitte). Die violettfarbenen Bereiche besitzen
eine gute Ubereinstimmung mit Cellulose-Referenzspektren (2. Bild) und die
turkisfarbenen Doménen entsprechen PU- und Acrylat-Spektren (3. Bild).

Vergleich mit anderen Mikroplastikstudien

Obwohl Vergleiche zwischen Studien durch die Verwendung
von unterschiedlichen Methoden (Probennahme und Detektion)
erschwert werden, liegen die hier berichteten Konzentrationen
(10--226 MPs m?®) gut im Bereich anderer Studien auf Grundlage
von FTIR- oder Raman-Mikrospektroskopie. Lorenz et al.

(2019) fanden zwischen 0,1 und 245,4 Mikroplastikpartikel
m=in Mantanetz-Proben aus der sudlichen Nordsee
(Oberflachenwasser) (9). Enders at al. (2015) bestimmten
zwischen 13 und 501 MPs m?® in Proben, die mit einem

Gerat zur fraktionierten Filtration im Atlantik (3 m unter der
Wasseroberflache) entnommen wurden (73). Modelle und
Uberwachungsdaten lassen darauf schlieBen, dass die
Mikroplastik-Konzentration im Oberflachenwasser bis zu
30fach hoher ist als in der Wassersaule (14-76). Daher ist es
wahrscheinlich, dass der Probennahmebereich vergleichsweise
stark mit Kunststoffpartikeln verunreinigt ist, da die
Konzentrationen an der Oberflache hoher liegen.

Auch die im Rahmen dieser Studie bestimmten Polymertypen
scheinen diese Hypothese zu stiitzen. Die zweithaufigsten (PET),
dritthaufigsten (PE-CI) und vierthaufigsten (PVC) Polymere

in dieser Studie besitzen gewohnlich eine hchere Dichte als
Meerwasser (die am haufigsten festgestellte Polymerklasse, d. h.
Acrylate/Polyurethane/Lack, besitzt eine breite Dichteverteilung).
Es ist bemerkenswert, dass die Polymere niedriger Dichte

PE und PP (50 % des hergestellten Volumens) bei den
festgestellten Mikroplastikpartikeln jeweils nur einen Anteil von
5,2 % besitzen. Diese Polymere bleiben an der Oberflache, bis
biologische Faulnisprozesse ein Absinken und den Transport
zum Meeresboden bewirken. Diese Hypothese muss jedoch
durch Probennahme in unterschiedlichen Tiefen (Tiefenprofil)

im Rahmen zukiinftiger Studien geprift werden.

Schlussfolgerungen

LDIR Imaging wurde erfolgreich eingesetzt, um
Mikroplastikpartikel und -fasern aus grof3volumigen
Meerwasserproben zu bestimmen und zu charakterisieren. Die
Ergebnisse liefern einen Hinweis auf eine vergleichsweise hohe
Mikroplastik-Kontamination.

Die Ergebnisse des automatisierten Arbeitsablaufs wurden
visuell, durch mindestens 5 manuelle Transflexions-IR-
Messungen und teilweise durch y-ATR IR-Analyse grindlich
gepriift. Bei der Fraktion > 300 pm wurde eine gute
Ubereinstimmung zwischen LDIR Imaging (mithilfe einer

gut etablierten Mikroplastik-Spektrenbibliothek) und der
herkommlichen ATR-FTIR-Analyse festgestellt. Die Erweiterung
der Datenbank in Form von typischen Matrixspektren half bei der
Verbesserung der Genauigkeit des Arbeitsablaufs.

Wegen der grofen Zeiteinsparung und des hohen
Automatisierungsgrads verspricht diese Technik, zur
mikrospektroskopischen Methode der Wahl zu werden, d. h. im
Rahmen von Mikroplastik-Studien im Gro3malistab bzw. bei der
Uberwachung, die eine schnelle Bereitstellung der Daten erfordert.
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Weitere Informationen

Diese Application Note beschreibt einen Teil laufender Arbeiten
zur Methodenentwicklung und mit einem gro3en Datensatz.
Es ist geplant, diese Arbeiten in einer wissenschaftlichen
Zeitschrift mit Peer-Review zu veroffentlichen.
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