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1 Baggrund

DCE har for Miljestyrelsen i perioden oktober 2017 - januar 2018 arbejdet pa
udvikling af en palidelig metode til analyse af mikroplast i drikkevand. Ud-
gangspunktet har veeret, at der som en del af metoden skulle udvikles prove-
tagningsudstyr, der kan seettes direkte pa de vandhaner (taphaner), som pre-
verne tages fra for at eliminere risikoen for forurening af prgverne under pro-
vetagningen mest muligt.

Fokus har i forste omgang veere pa analyser af mikroplastpartikler som frag-
menter og fibre med sterrelser/leengder pad mere end 100 pm. Denne nedre
greense for partikelstorrelser er samme graense som i de tidligere omtalte dan-
ske og amerikanske undersggelser af drikkevand (Strand 2017a,b).



2 Beskrivelse af metode

2.1 Prevetagning
Det udviklede provetagningsudstyr er baseret pa folgende dele

e Et vandretliggende konisk filtreringskammer af rustfrit stil, hvori
partikler med bade hgj og lav densitet vil blive tilbageholdst.

o Et filter bestdende af et rustfrit tradstalnet med maskesterrelse pa 20
pm til opsamling af partikler.

e En flowmaler pasat vandudtaget efter filtreringen til maling af det
volumen, der har passeret filtreringskammeret i tidsrummet for pre-
veopsamlingen.

Med dette system filtreres vandpreverne direkte ved udtaget fra taphaner.
Provevolumenet har indtil videre veeret pa 50 liter. Proverne er blevet udtaget
med et vandflow pa ~2,5 liter per minut, dvs. over en periode pa ca. 20 mi-
nutter. Stgrre provetagningsvolumener kan dog ogsé tages i brug, hvis det
vurderes relevant.

Efter endt preovetagning vendes prevetagningssystemet om, sa systemet kan
skylles rent bagfra (modsat retning af preveopsamlingen). Forst tilseettes bagfra
20 ml filtreret koncentreret detergentoplesning (sulfo), hvorved plastpartikler
nemmere vil slippe overflader, som de kan have sat sig pd. De pa stalfilteret
opsamlede partikler opsamles derefter pa et hvidt MCE filter (mixed cellulose
ester, som bestar af nitrocellulose, ADVANTEC) med poresterrelse pad 5 um ved
igen at skylle systemet i modsat retning med 5-10 liter filtreret vand.

Bade det anvendte skyllevand og detergent oplesning er filtreret med 5 pm
filtre for brug.

2.2 Klargering af prevetagnings- og analyseudstyr

Prgvetagningskammer og 20 pm filtre af rustfrit stal renggres for brug, forst
ved vask i detergent oplesning, efterfulgt af skylning i filtreret vand og til
sidst indpakket i alufolie og opvarmet til 550°C i 2 timer i muffelovn for at
fijerne eventuelt forekommende organisk materiale og dermed undga intern
kontaminering med mikroplast. Al anvendt glasudstyr (petriskale, flasker
mm) bliver rengjort pa samme mdde. Sorte gummipakninger, som er anvendt
til at teetne provetagningssystemet, skylles rent for brug, ferst i en filtreret
sulfooplesning med ultralydsbehandling og derpa i filtreret vand. Under op-
bevaring indpakkes folsomme overflader og abninger i provetagningsudsty-
ret i alufolie indtil udstyret tages i brug. De anvendte MCE filtre renggres for
brug ved mikrostevsugning under stereomikroskop for at fjerne eventuelle
interfererende partikler.

2.3 Anadlysemetode

Analysemetoden baseres pa to trin.



Forste trin bestér af en visuel karakterisering og kvantificering af potentielle
mikroplastpartikler pd MCE filtre ved brug af stereomikroskop med 10 - 100
gange forsterrelse. De potentielle mikroplastpartikler karakteriseres og kvan-
tificeres i henhold til anbefalinger til analyser af mikroplast i akvatiske miljo-
prover fra JRC (2013), dvs. i henhold til deres type (fx fibre, fragmenter, film
mm.), farve og sterrelsesfraktion. Generelt vurderes det, at kun partikler med
storrelser pa >100 um med rimelig sikkerhed kan visuelt karakteriseres pa
denne made.

Andet trin bestar af validering af den visuelle karakterisering af de potentielle
mikroplastpartikler ved hjeelp uFT-IR mikroskopi. Herved kan det verificeres,
om de fundne partikler bestar af plastikpolymerer eller primeert af andre ma-
terialetyper (fx cellulose, protein, metaller mm).

DCE anvender til disse analyser instrumentet Agilent Cary 6210/670 med
FPA (Focal Plane Array), som deekker belgeleengdeomradet 875 - 3800 cm-.
Med pFT-IR kan analyserne udferes med instrumentet indstillet til enten
transmission, reflektans eller med pATR. Partiklerne overfores til relevante
disks (fx ZnSe eller MirrIR) afheengigt af, om de analyseres i transmission eller
reflektans. Den foretrukne opseetning er, at analyserne udferes i transmission
ved brug af ZnSe disks.

Partikler inden for et “field of view” med et areal pa 704 pm x 704 um (pixel
resolution pa 5,5 x 5,5 pm) kan ved spektroskopisk kortleegning analyseres
enten én ad gangen eller flere partikler ad gangen, fx hvis der laves en mosaik,
der deekker et storre areal sammensat af flere “fields of view”.

Eventuelle storre partikler (>500pm) kan med fordel analyseres med normal
FT-IR med ATR detektor, da det giver bedre kvalitetsspektre, deekker et storre
bolgeleengdeomréde pa 400 - 4000 cm™ og er en hurtigere analysemetode.

Selve identifikationen af partiklernes sammensatning udferes enten ved en
erfaringsbaseret visuel genkendelse af de optagne spektre, eller i mere usikre
tilfeelde ved at sammenholde de optagne FT-IR spektre med spektre for
kendte materialer samlet i en biblioteksdatabase, som bestar dels af laborato-
riets egen database over referencespektre og dels en kommerciel database
(Know it all) med spektre for polymerer og andre materialer. Den endelige
bestemmelse af partiklernes bestanddele skal dog stadig omfatte en afslut-
tende ekspertvurdering af kvaliteten af biblioteks-sggningens match.

Partiklerne identificeres som mikroplast, hvis deres primeere bestanddele ud-
gores af syntetiske polymermaterialer, som fx PE, PP, PET, PVC, PTFE, PA,
PS, PU, PB, EVA PMMA, akrylat m.fl., hvorimod partikler, der bestar af na-
turlige eller semisyntetiske polymerer som cellulose (fx bomuld) eller viskose
(rayon), ikke karakteriseres som mikroplast.

Det vurderes at den nuveerende arbejdsgang for identifikation af potentielle
mikroplastpartikler med stereomikroskopi (trin 1) tager ca. %2 arbejdsdag per
prove, mens uFT-IR analyser af 10 - 20 potentielle mikroplastpartikler (trin 2)
vil tage ca. 1 arbejdsdag. Det anbefales derfor af kosteffektive grunde, at der
per prove FI-IR analyseres op til 10 - 20 repreaesentative partikler, som er ka-
rakteriseret som potentielle mikroplastpartikler i forbindelse med den visu-
elle identifikation.



3 Vdlidering af mdlemetoden

Valideringen af malemetoden (prevetagning og analyse) har omfattet fol-
gende fire trin:

1. Bestemmelse af genfindingsprocenter og reproducerbarhed i det udvik-
lede provetagningssystem ved tilseetning af forskellige typer og sterrel-
ser af referencepartikler, som kvantificeres vha. stereomikroskopi.

2. Underspgelser af blindprever til vurdering af eventuel intern konta-
minering, fx af luftbarne partikler eller partikler fra det filtrerede
skyllevand.

3. Sammenligning af prevetagning med prevetagningsudstyr direkte
pasat taphaner med situationer, hvor prevetagning er baseret pa stik-
prever af vandprever opsamlet med udgledede 5 liter glasflasker
(red cap).

4. Afprovning af prevetagningsproceduren med indledende underse-
gelse af mikroplast i drikkevand fra 3 udvalgte taphaner.

Ad 1. Som opstart blev der udfert en reekke afprevninger med et forholdsvis
simpelt konstrueret provetagningssystem med brug af 20 pm tradnetfiltre
med diameter pd ca. 20 mm indsat i en %2 tomme VVS-fitting mellem 2 gum-
mimembraner. Denne model viste sig at give problemer med at opna tilstraek-
kelig gode genfindinger med referencepartikler. Det skyldtes, at en betydelig
del af de anvendte PE kugler (microspheres fra Cospheric), der blev anvendt
som referencepartikler, blev sldet i stykker, sandsynligvis pga. en hej strom-
hastighed og turbulens inde i filtersystemet. Derfor blev der efterfolgende
konstrueret prevetagningsudstyr med 20 pm filtre, men med storre diameter,
pa 90 mm, hvor ogsa stremhastigheden bedre kunne nedjusteres.

Undersogelserne med brug af referencepartikler viste, at det nye prevetag-
ningsudstyr havde bedre tilbageholdelseseffektivitet for mikroplastpartikler.
Genfindingsprocenterne var pa mere end 90% for 4 af de 5 anvendte referen-
cepartikler. Den laveste genfinding pa 75,0 + 14,1 % blev fundet for de tynde
fibre (tabel 1). Genfindingsprocenten for de tynde fibre kan maske forbedres,
hvis der anvendes filtre med maskesterrelse pa 10 pm i stedet for pa 20 pm.

Tabel 1. Genfindingsprocenter for referencepartikler tilsat det udviklede prgvetagningsudstyr.

Partikeltype Storrelse Polymermateriale Genfinding (%)
Kugler 60-70 um PE 98,2+2,0
Kugler 210-220 pm PE 95,6 +£3,8
Kugler 500-600 pm PE 97,5+4,3
Fragmenter ~80 x ~500 um PP 86,9+11,4

Fibre 10 x ~1000 pm PET 75,0+ 14,1
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Figur 1. yFT-IR identifikation af fibre fra blindprgver, her bestemt som bestaende af cellulose og bekraeftet med bibliotekss@g-
ning pa 1. derivativ af deres spektre.

Ad 2. Undersggelser af blindprever for forekomst af potentielle mikroplast-
partikler, som fx fibre og fragmenter viste, at nogle fibre kan forekomme pa
MCE filtrene selv om renggring af prevetagningsudstyr og handtering af
MCE filtre foretages med stor omhyggelighed.

I gennemsnit er der indtil videre fundet 3,9 (range 0 - 8) mikroplast-lignende
fibre per blindpreve med farverne transparent, gra, bla eller sort. Af disse er
19 fibre blevet analyseret med nFT-IR, og alle blev identificeret til at besta af
cellulose-lignende materialer, og kan dermed ikke karakteriseres som mikro-
plast. Det er pt. vanskeligt at vurdere, i hvilke dele af malemetodens trin kon-
tamineringen med disse fibre bliver introduceret.

Ud over fibre forekom der i blindprgverne ogsé forholdsvis mange smé uor-
ganiske, herunder metalliske, fragmenter. Disse vurderes at komme fra enten
prevetagningsudstyret, alufolie eller rersystemet, hvorfra det filtrerede skyl-
levand udtages.

Det vurderes, at data for blindpreverne er af tilstreekkelig kvalitet, iseer hvis
PFT-IR analyser efterfolgende anvendes til at validere de visuelt fundne par-
tikler som mikroplast, hvilket iseer er relevant for fibre.

Ad 3. Til sammenligning er genfinding undersogt ved prevetagning baseret
pa stikprover af vandprever opsamlet i udgledede 5 liter glasflasker (red cap).
Dette viste, at der var genfinding pa >90% for 3 af de 4 anvendte typer af re-
ferencepartikler, hvilket ligeledes var god kvalitet. Den laveste genfinding var
for de tynde fibre ligesom for det udviklede provetagningsudstyr til paseet-
ning pa taphaner. Data for blindprever var ogsa generelt gode med kun 0 -3
mikroplastlignende fibre per blindpreve, som alle med pFT-IR kunne identi-
ficeres til at besta af cellulose, som den primeere bestanddel. Undersegelser af



taphanevand (drikkevand) indsamlet med de samme 5 liters glasflasker ved
tre husstande viste i forste omgang, at ud over enkelte cellulosefibre kunne
der i proverne ogsa forekomme andre typer af potentielle mikroplastpartikler.
Disse blev med pFT-IR identificeret som veerende hvide PTFE fibre (teflon) og
rode termoplastiske PET-fragmenter. Tilsvarende partikler blev efter sam-
menlignende FT-IR analyser vurderet til at stamme fra plastikmaterialer i
glasflaskernes lag (red cap l4g), som derved peger pd, at der her er en risiko
for intern kontaminering i prevetagningsprocessen.

Det vurderes at udtagning af vandprever med tapning i rengjorte glasflasker
er en mulighed som alternativ til det udviklede prevetagningsudstyr til pa-
seetning pa taphaner, men man skal veere opmeerksom pa en risiko for intern
kontaminering fra bl.a. plastiklag, samt de hgjere detektionsgraenser pa grund
af det mindre prevetagningsvolumen, der normalt tages i brug.

Ad 4. En indledende undersggelse af forekomst og analyse af mikroplastpar-
tikler med sterrelser pa >100 pm i tre udvalgte prover fra taphaner blev til
sidst udfert til afprevning af prevetagningsproceduren. Taphanerne blev ud-
valgt pa baggrund af intern logistik og ud fra kriterier om, at de repraesente-
rede forskellige typer af vandforsyninger. Taphanerne var placeret ved kok-
kenvaske pa tre sjellandske lokaliteter i hhv. Roskilde (Rise campus), JI1-
stykke og Amagerbro, Kebenhavn. Ved hver lokalitet blev der filtreret 50 liter
vand. Undersggelserne viste, at der i alle tre prover forekom 4 - 7 mikroplast-
lignende fibre og ingen fragmenter per 50 liter preve (tabel 2). Disse niveauer
var sammenlignelige med forekomsten af fibre i blindpreverne. pFT-IR iden-
tifikation viste ogsa, at alle fibrene primeert bestod af cellulose med undta-
gelse af en enkelt egentlig mikroplastfiber, der bestod af PET. Denne blev fun-
det i analysen af vandprgven fra Amagerbro.

Tabel 2. Fund af mikroplast (MP)-lignende partikler med stgrrelser pa >100 og deres pri-
meere bestanddel identificeret med uFT-IR opsamlet efter filtrering af 50 liter taphanevand
fra tre lokaliteter pa Sjaelland.

Lokalitet Antal MP-lignende Antal MP-lignende pFT-IR identifikation
fibre fragmenter af primaer bestanddel
Risg campus 4 0 Cellulose (4)
JiIstykke 7 0 Cellulose (7)
Amagerbro 5 0 Cellulose (4),
PET (1)

Niveauerne af mikroplastlignende partikler beskrevet i de tidligere omtalte
danske og amerikanske undersogelser af mikroplast i drikkevand omtalt i
bl.a. Strand (2017a,b) kunne siledes ikke umiddelbart bekraeftes med disse tre
analyser. I denne sammenheeng er det dog vigtigt at neevne, at de tre prover
ikke kan anses for at veere repraesentative for alle typer af vandforsyninger i
Danmark, hvor ogsa variationer over tid maske kan forventes. Derudover kan
det heller ikke udelukkes, at mikroplast med sterrelser <100 um kan fore-
komme i proverne, da disse ikke har indgdet i analysen.



3.1 Vedr. analyse af mikroplastpartikler med sterrelser pa
<100 pm

Den her beskrevne malemetode er udviklet og valideret for partikler >100 um.
Hvis fremtidige analyser af taphanevand ogsa skal omfatte analyser af partik-
ler med sterrelser <100 um (fx i sterrelsesintervallet 20 - 100 pm), kan det ikke
anbefales, at dette baseres pa et indledende trin, der omfatter en visuel iden-
tifikation af potentielle mikroplastpartikler med stereomikroskopi. I stedet vil
det veere nedvendigt med en spektroskopisk kortleegning af alle de opsam-
lede partikler med pFT-IR. Desuden vil det veere en fordel at bruge filtre af
rustfrit stdl med mindre maskestorrelse pa fx 10 pm.

En spektroskopisk kortleegning med pFT-IR af alle de tilstedeveerende partik-
ler opsamlet pa de anvendete filtre i provetagsudstyret indebeerer, at de forst
skal overfares til enten en disk eller et filter, der er forenelig med analyse med
PFT-IR. En sadan preveopsamling kan omfatte filtrering af hele preven med
fx et serligt Anodisc membranfilter (fx med 5 pm poresterrelse, Whatman)
eller settling af partikler i en delpreve pd fx 50 pl af en opsleemmet partikel
suspension i ethanol pa en ZnSe disk. Bade ZnSe disk og Anodisc filtre er
kompatible med pFT-IR malinger udfert i transmission.

Der er dog ogsa nogle begreensninger ved disse metoder. Brug af Anodisc af-
greenser det spektroskopiske bglgeleengdeomrade, der kan optages med FT-
IR til 1300 - 3800 cm™. Det betyder, at information i fingerprintomradet <1300
cm’, som kan veere vigtig for at foretage en tilstraekkelig sikker identifikation
for flere typer af polymermaterialer, fx PET, PVC, akrylat, PTFE m.fl., ikke
kommer med.

Ulempen ved brug af settling af partikler i en delpreve pa fx 50 ul af en op-
sleemmet partikelsuspension i ethanol pa en ZnSe disk er, at der kan veere
forholdsvis stor usikkerhed péd de kvantitative bestemmelser. Dette skyldes,
at det kan veere vanskeligt at udtage en repraesentativ delpreve fra en parti-
kelsuspension bestdende af en kompleks blanding af forskellige typer af par-
tikler med forskellige sterrelser og densitet.

Pa sigt kan udviklingen af “large area pATR” ogsd vare en mulighed ved
analyse af komplekse blandinger af de smd mikroplastpartikler. DCE forven-
ter at pdbegynde afprevning af denne nye detektionsmetode i lgbet af det
kommende ars tid.

Det skal derudover ogsa bemeerkes, at pFT-IR kortleegning er en tidskree-
vende metode til identificering af, hvilke af de sma partikler der er mikroplast
og deres polymerbestanddele i en kompleks preve. Der bgr udvikles mere
automatiserede metoder til at handtere de store datameengder, som tilveje-
bringes, og som skal tolkes som en del af analysen. Derfor kan det athengig
af sammenseaetning og antallet af partikler tage adskillige arbejdsdage at gen-
nemga en enkelt prove.
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4 Konklusion

Det vurderes pa baggrund af den gennemferte validering, at den af DCE ud-
viklede médlemetode (provetagning og analyse) har en tilstreekkelig god kva-
litet til at kunne anvendes til analyse for mikroplast i taphanevand, og at en
metode som denne derfor kan tages i brug, hvis en egentlig undersggelse af
forekomst og sammenseetning af mikroplastik i taphanevand i Danmark skal
igangseettes. Malemetoden baseres pa provetagning med filtrering af vandet
gennem et prevetagningskammer, der seettes direkte pa taphaner. Dette vur-
deres at veere et bedre alternativ til forst at udtage vandprever, der aftappes i
rengjorte provetagningsflasker af glas.

For partikler med sterrelser pa >100 pm kan en indledende karakterisering og
kvantificering af potentielle mikroplastpartikler udferes visuelt ved brug af
stereomikroskopi, men der er behov for en efterfglgende validering ved brug
af nFT-IR spektroskopi for at verificere, at de pageeldende partiklers bestand-
dele bestér af plastik-polymerer. Dette er bl.a. vigtigt for at udelukke, at der
er tale om partikler, der bestar af naturlige og semisyntetiske polymerer eller
andre materialer. Eksempelvis kan fibre bestdende af cellulose forekomme i
prover pa grund af en mindre baggrundskontaminering.

Undersogelse af forekomsten af de mindre mikroplastpartikler med sterrelser
pa <100 pm kan ogsd igangseettes. Det er dog nedvendigt at vaere opmaerksom
pa, at der stadig er nogle metodemeessige udfordringer her, bl.a. pga. af en
forholdsvis stor usikkerhed pa de kvantitative bestemmelser. Det er desuden
en betydelig mere arbejdskraevende proces at analysere for mikroplastpartik-
ler med sterrelse pa <100 pm, og det vil derfor have betydning for hvor lang
tid en undersogelse vil tage.
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