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1 Projekttberblick

In diesem Projekt wird der Frage, wie hoch die Konzentration der Mikrokunststoffe in der Ostsee ist,
nachgegangen. Hierfiir werden an unterschiedlichen Kustenabschnitten der Ostsee Meerwasserproben
genommen, die anschlieBend gefiltert und mit Wasserstoffperoxid aufgereinigt werden. Unter der Ver-
wendung des Fluorochroms Nilrot werden die in den Proben enthaltenen Mikrokunststoffpartikel selek-
tiv angefarbt und unter Fluoreszenzbeobachtung mittels eines Fluoreszenzmikroskops ausgewertet.
Fur eine vergleichende Betrachtung der Ergebnisse wurden aus der Nordsee, dem Mittelmeer und dem
Schwarzen Meer ebenfalls Proben entnommen und auf die gleiche Weise analysiert.
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3 Fachliche Kurzfassung

Unsere Nachweisemethode basiert auf dem selektiven Anfarben der Mikroplastikpartikel mit dem Flu-
oreszenzfarbstoff Nilrot. Um die Partikel im Anschluss detektieren zu kénnen verwendeten wir die Flu-
oreszenzmikroskopie mit einer Exzitationswellenldnge von 395 nm und einem Emissionslichtfilter mit
620 nm. Um die Meerwasserproben zuvor auf das Mikroplastik zu konzentrieren, nutzten wir einen
Edelstahl-Rundfilter mit einer Maschenweite von 10 pm. Fur die Aufreinigung des Filterkuchens setzten
wir 30%-iges Wasserstoffperoxid ein, damit das, in den Proben enthaltene, organische Material degra-
diert werden konnte. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass wir in jeder unserer Meerwasserproben
Mikroplastikpartikel nachweisen konnten, was fiir eine weite Verbreitung innerhalb der Meere spricht.

4 Motivation und Fragestellung

Eine Welt ohne Kunststoffe ist kaum vorstellbar, da sie in hahezu allen Bereichen des Lebens préasent
sind — sei es als Verpackungsmaterial, Baustoff oder in Produkten wie Haushaltsgeréaten und Elektronik.
Kunststoffe sind langst unverzichtbar geworden. Doch trotz der zahlreichen Vorteile stellt sich die Frage
nach den mdglichen negativen Auswirkungen, insbhesondere durch Mikroplastik. Die Bedeutung von
Mikroplastik und dessen Gefahren in marinen Okosystemen wurde bisher unterschétzt. Die Motivation
hinter diesem Projekt ist es, dieses noch junge Forschungsgebiet weiter zu erkunden und die Offent-
lichkeit Gber die Risiken von Mikroplastik zu sensibilisieren. Das Ziel unseres Projekts war es mit einfa-
chen und uns zur Verfligung stehenden Mitteln eine Nachweismethode fur Mikroplastik in Meerwasser-
proben zu entwickeln und diese entwickelte Methodik auf Meerwasserproben anzuwenden. Dabei wur-
den neun Meerwasserproben aus der Ostsee, zwei aus der Nordsee und jeweils eine aus dem Mittel-
meer und dem Schwarzen Meer unter gleichen Bedingungen entnommen und beprobt.

5 Hintergrund und theoretische Grundlagen

5.1 Definition Mikroplastik

Als Mikroplastik bezeichnet man Kunststoff Partikel, ,welche kleiner als 5 mm sind“ (Umweltbundes-
amt (BMU/ UBA) 2020). Man unterscheidet zwischen ,primaren Mikroplastik®, die fir industrielle Zwe-
cke genutzt werden und ,sekundaren Mikroplastik®, welche aus natirlicher ,Degradation von Makro-
plastik® (ebd.) entstehen (vgl. ebd). Die Besonderheit hierbei liegt, dass Mikroplastik aus ,syntheti-
schen Polymerwerkstoffen [bestehen]* (Bundesinstitut fir Risikobewertung (BfR) 2024: 2) und aus
denselben Griinden nicht wasserloslich oder biologisch abbaubar sind (vgl ebd.).

5.2 Filtration zur Trennung von Wasser und Mikroplastik

Filtration bezeichnet das Abtrennen von Feststoffen aus Flissigkeiten durch die Nutzung von Filtern,
also ,porése[n] Trennflachen, deren Poren kleiner sein missen als die abzufiltrierenden Teilchen®
(Kruse 1988: 64).

Um die in unseren Proben enthaltenen Mikrokunststoff-Partikel z&hlbar zu machen, missen diese von
dem Meerwasser abgetrennt werden. Auf3erdem wirkt der Fluoreszenzmarker Nilrot hydrophob (vgl.
Sturm et al. 2019: 12), sodass er sich nicht in wassriger Umgebung einsetzen lasst.

5.3  Wasserstoffperoxid zur Probenaufbereitung

Der Fluoreszenzmarker Nilrot kann an in den Proben enthaltenes hydrophobes organisches Material,
beispielsweise an Zellbestandteile wie Fettsduren binden (vgl. Sturm et al. 2019: 12). Um bei dem Far-
beprozess falsch-positive Ergebnisse auszuschlieBen, wird daher in der Literatur empfohlen, im



Vorhinein die ,Nicht-Mikrokunststoff-Teilchen®, welche in der Probe enthalten sein kénnen, zu entfernen
oder zu zersetzen (vgl. Sturm et al. 2019: 12).

Da eine mechanische Trennung von Mikrokunststoffen von anderen festen Bestandteilen der Probe
aufgrund ahnlicher PartikelgrofZen und -gewichte nur unzureichend maoglich ist wird verbreitet eine oxi-
dative Behandlung der Proben angewendet, um die enthaltenen organischen Feststoffe wie Pflanzen-
fasern, Algen oder Mikroorganismen zu degradieren. Hierzu eignet sich beispielsweise Wasserstoff-
peroxid (H202) (vgl. Sturm et al. 2019: 14), das als starkes Oxidationsmittel wirkt und in Gegenwart von
Katalysatoren rasch zerfallt (vgl. Hofmann 1963: 81f).

5.4 Nilrot zur Detektion

,Nilrot ist ein Phenoxazin-Farbstoff* (Sturm et al. 2019: 12). Dieser fluoresziert in hydrophoben Umge-
bungen stark. Der Fluoreszenzfarbstoff wurde urspringlich zum Anférben von Zellmembranen, Fettein-
lagerungen (vgl. Bayer 2022: 30f) und weiteren unpolaren Zellbestandteilen (vgl. Sturm et al. 2019: 12)
verwendet. Im Unterschied zu friher wird Nilrot heutzutage auch zum Anfarben von Mikrokunststoffen
verwendet (vgl. ebd.), wobei dieser ,vor allem uber Van-der-Waals Wechselwirkungen [...] an den Po-
lymeroberflachen [bindet]“ (Sturm et al. 2019: 13).

Eine geeignete Farbstoffkonzentration von Nilrot zum Einfarben von Kunststoffen liegt innerhalb eines
Bereiches von 1 und 1000 ;—gl (vgl. Maes et al. 2017: 2). Eine ebenso ermittelte Inkubationszeit liegt

zwischen funf Minuten und 66 Stunden, wobei Einwirkungszeiten bis 30 bzw. 60 Minuten zu einem
starken Anstieg der Fluoreszenzintensitat fihrten, welche aber anschlie3end nicht weiter anstieg, son-

dern stagnierte. Die meisten Studien wéhlten eine Inkubation mit 10 ;—gl Nilrot flir 30 Minuten zur Farbung
von Mikrokunststoffen (vgl. ebd.).

5.5 Fluoreszenzmikroskopie

Die Fluoreszenzmikroskopie ermoglicht es, Molekile selektiv zum Erleuchten zu bringen, die als bunte
Lichtpunkte vor einem meist schwarzen Hintergrund gut erkennbar sind (vgl. Schmitz; Desel 2018: 83).

Ein fluoreszierendes Molekul wird durch Energie in Form von elektromagnetischer Strahlung angereqgt.
Dabei absorbiert das Molekll Photonen der energiereichen kurzwelligen Strahlung. Dies wird als Exzi-
tation bezeichnet. Durch das Photon werden die Elektronen angeregt und in einen ,héheren energie-
reichen kurzlebigen Zustand Uberfuhrt" (ebd.), was auch als Quantensprung bezeichnet wird. Je doch
sind die Elektronen gemaf den Grundséatzen der Thermodynamik bestrebt, einen mdglichst energiear-
men Zustand anzunehmen, wodurch sie nach 10-*? bis 10-° Sekunden ihre zuvor aufgenommene Ener-
gie als sichtbares Licht wieder abgeben (Emission) und auf ihren Grundzustand zurtckkehren. Dabei
ist die emittierte Strahlung langwelliger und damit auch energie&rmer als die vorher absorbierte Strah-
lung, denn im angeregten Zustand findet ein Energieverlust in Form von Schwingungsenergie und ther-
mischer Energie statt (vgl. ebd.).

6 Vorgehensweise

Fur die Entwicklung unseres Versuchsprotokolls begannen wir mit einer umfassenden Literaturrecher-
che (u.a. Bayer, Sturm et al. und Maes et al.), um darauf basierend erste Anséatze zu entwickeln, die
wir im weiteren Schritt zu einem Versuchsdesign zusammengefiihrt haben. Um sicher gehen zu kén-
nen, dass das von uns entwickelte Versuchsdesign anwendbar ist, fihrten wir ein Gesprach mit den
Doktorandinnen Kristina Enders und Robin Lenz vom Leibniz-Institut fur Polymerforschung Dresden,
die auch zum Thema Mikroplastik forschen. Hier erhielten wir wichtige Erkenntnisse und die benétigten
Materialien (Edelstahlfilter, Referenzmikroplastikpartikel) fir unser Experiment. Im Anschluss daran be-
gannen wir mit unseren ausfuhrlichen Validierungsexperimenten, die alle jeweils in der Forscherwerk-
statt von uns durchgefihrt wurden. Das erste Validierungsexperiment bezog sich auf die Wirksamkeit
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von Nilrot beim Einfarben von Mikroplastikpartikeln, wofir jeweils 10 bis 15 Referenzmikroplastikparti-
kel funf géngiger Kunststoffarten auf einer Petrischale abgezahlt, mit einer Nilrot in Aceton-Ldsung ver-
setzt und unter einem Fluoreszenzmikroskop ausgewertet wurden. AnschlieBend folgte das zweite Va-
lidierungsexperiment zur Wirksamkeit von Wasserstoffperoxid nach einem Einwirkungszeitraum von
20-24 Stunden. Hierzu wurden drei Proben vorbereitet, die in 4 ml Reinstwasser geldst waren. Die erste
Probe enthielt 10 Moosblattchen und kein Mikroplastik, die zweite enthielt 10 Moosblattchen und 20
Referenzmikroplastikpartikel und die dritte Probe enthielt keine Moosblattchen und 20 Referenzmikro-
plastikpartikel. Diese drei Proben wurden gefiltert, mit Wasserstoffperoxid versetzt und erneut gefiltert.
Im weiteren Validierungsschritt wurde sie mit Nilrot betrdufelt und unter einem Fluoreszenzmikroskop
analysiert. Allerdings konnten zunéchst keine Mikroplastikpartikel wiedergefunden werden. Erst in ei-
nem Widerholungsexperiment mit einem leicht abgewandelten Filterschritt wurden die enthaltenen Mik-
roplastikpartikel dagegen fast vollstandig wieder aufgefunden. Mit der nun erworbenen Sicherheit un-
seres Versuchsdesign probierten wir uns im dritten Validierungsexperiment an unserer ersten Wasser-
probe, die fir den Anfang eine Saaleprobe darstellte, in der wir jeweils zehn Referenzmikroplastikpar-
tikeln an Polypropylen (PP), Polystyrol (PS) und Polycaprolactam (PA6) hinzugaben. Diese Probe
wurde anschliel3end gefiltert, mit Wasserstoffperoxid aufgereinigt, mit Nilrot versetzt und unter einem
Fluoreszenzmikroskop analysiert.

Mit unserem validierten Versuchsdesign fingen wir schlie3lich mit der Erprobung unserer insgesamt
zwolf Meerwasserprobe an. Unter der Verwendung des Fluorochroms Nilrot wurden die in den Proben
enthaltenen Mikrokunststoffpartikel selektiv angefarbt und unter Fluoreszenzbeobachtung mittels eines
Fluoreszenzmikroskops schlief3lich ausgewertet.

7 Protokolle

7.1  Protokoll: Validierungsexperiment - Wirksamkeit von Nilrot

Einleitung:

In diesem Validierungsversuch sollte die Methode zur Detektion von Mikroplastik mit Hilfe des Pheno-
xazin-Farbstoffs ,Nilrot” getestet werden, um darauf basierend unsere Detektion von Mikrokunststoffen
in Meerwasserproben auszulegen.

In der aktuellen Literatur wird die Mdglichkeit eines Einsatzes von Nilrot auf theoretischer Basis disku-
tiert und daran gearbeitet, Methoden zu entwickeln, mit Hilfe von Nilrot schneller groRe Mengen an
Proben zu verarbeiten. Derzeit wird verbreitet noch auf die Massenspektrometrie als etablierter Gold-
standard zur Quantifizierung von Mikrokunstoffen zurlickgegriffen. Die Nilrot-Methode kommt noch sel-
ten zur Proben-Auswertung zum Einsatz.

Nilrot bindet vornehmlich Uber Van-der-Waals-Wechselwirkungen an unpolaren Stoffen, wodurch
Mikrokunststoffe selektive angefarbt werden kdnnen (vgl. Sturm et al. 2019: 13).

Das Ziel dieses Experiments sollte sein, die Fahigkeit von Nilrot zur Anfarbung verschiedener Mikro-
kunststoff-Referenzproben zu validieren. Der Nachweis der Farbung sollte visuell geprift werden.

Material und Methoden:

Voraussetzung fur eine erfolgreiche Validierung ist ein Probenansatz, der eine vorbestimmte Anzahl
von Mikroplastik-Partikeln enthélt. Dazu wurden Partikel der folgenden fiinf gangigen Kunststoffarten
als Referenzproben verwendet: Polycaprolactam (PA6), Polystyrol (PS), Polypropylen (PP), Polyethy-
len (PE) und Polyethylenterephthalat (PET). Die GroRRe der Partikel betrug bei PA6 und PP mehr als
71 pm, im Fall von PET mehr als 50 um und bei PS beziehungsweise PE 100 bis 200 pm. Also eine
GrolRenordnung, die auch unter realistischen Umsténden erwartet werden kann. Von den Kunststoffs-
orten PAG6, PS, PP, PE und PET wurden jeweils zehn bis 15 Partikel, mit Hilfe einer feinen Pinzette und
einer Nadel, unter einem Stereo-Mikroskop in eine Glas-Petrischale abgezé&hlt, mit 0,5 ml 10 pg/ml
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Nilrot Aceton-Losung betraufelt und anschlieRend mit einer Inkubationszeit von 30 Minuten bei Raum-
temperatur stehen gelassen. Daraufhin wurden die Proben unter einem Stereomikroskop mit Fluores-
zenzmodul mit UV-Licht mit einer Wellenlange von = 395 nm bestrahlt und anschlieRend mit Hilfe eines
orangefarbenen Lichtffilters (= 620 nm) die fluoreszierenden Mikrokunststoffpartikel ausgezahlt (vgl. Ta-
belle 1). Stereomikroskope unterscheiden sich geringfligig von den gangigen Durchlicht-Mikroskopen,
denn sie haben sowohl die Lichtquelle als auch die Linse oberhalb des Objekttisches. Sie dhneln daher
einer klassischen Lupe und ermdglichen die Beobachtung dreidimensionaler Objekte, besitzen jedoch
eine technisch bedingte begrenzte VergréRerungsfahigkeit. Parallel zu den Referenzproben wurde eine
Negativprobe gemacht, die genauso wie die anderen Proben behandelt wurde. Vor dem Experiment
wurden alle benutzten Gerate und Materialien mit Hilfe von Ethanol gereinigt.

Ergebnisse:

Fast alle Mikrokunststoffpartikel konnten fluoreszenzmarkiert wieder aufgefunden werden (siehe Ta-
belle 1). Dabei wurde eine unterschiedlich starke Fluoreszenz bei den einzelnen Kunststofftypen fest-
gestellt. So fluoreszierte Polystyrol (PS) am starksten, wahrend Polyethylen (PE) am schwéachsten flu-
oreszierte. In der Negativ-Probe wurden keine Kunststoffpartikel nachgewiesen, jedoch fanden sich in
den Probenansatzen ,Polystyrol (PS)" und ,Polyethylen (PE)* jeweils zwei Kunststoffpartikel mehr als
zuvor dazu gegeben wurde.

Tabelle 1 Ergebnisse zur Quantifizierung von verschiedenen Mikrokunststoffe mit Hilfe von Nilrot

Kunststof- PA6 PS PP PE PET Negativ-
fart Probe

Anzahl 10 15 15 12 10 --
hinzuge-
gebener
Mikro-
kunststoff-
partikel

Anzahl 10 17 14 14 10 --
wiederge-
fundener
Mikro-
kunststoff-
partikel

Relative gut sehr gut ausrei- befriedi- gut --
Einschéat-
zung des
emittierten
Lichts von
Nilrot als
Schulnote

chend gend

Diskussion:

Nilrot ist eine effektive Mdglichkeit, um Mikrokunststoffe, speziell die in diesem Experiment beprobten
Kunststoffe, zu markieren. Dies wird aus dem Wiederfinden nahezu aller zuvor hinzugegebener Partikel
geschlossen (siehe Tabelle 1). Die schlechte Fluoreszenz der Mikrokunststoffe PP und PE ist zwar im
direkten Vergleich zu Kunststoffarten wie PS aufgefallen, jedoch stellt dies kein Hindernis dar, um PP
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und PE in Meerwasserproben detektieren zu kdnnen, da trotzdem eine klare Unterscheidung zu der
Umgebung méglich war. Eine weitere wichtige Erkenntnis ist, dass Nilrot als Feststoff nicht fluoresziert.
Dies ermdglicht einen langeren Einwirkzeitraum, bei dem auch geldstes Nilrot auskristallisieren kann,
ohne dass die Nilrot-Kristalle fluoreszieren und damit das Ergebnis verfalschen kdnnten. Bemerkens-
wert ist, dass bei zwei der sechs Proben mehr Partikel leuchteten als eigentlich abgezéahlt wurden.
Diese Kontamination der Proben geschah hdchst wahrscheinlich aus der Raumluft heraus, wahrend
diese exponiert waren. Vermutlich handelt es sich um in der Raumluft enthaltene Mikrokunstoffpartikel
und -fasern. Da Nilrot jedoch ebenfalls auch organisches Zellgewebe farbt, kénnte es sich unter Um-
sténden auch um Hautschuppen oder dhnliches Material handeln. Folglich ist es wichtig, bei zukunfti-
gen Experimenten und Messungen noch starker auf einen Kontaminationsschutz der Proben zu achten.
Dazu zahlt ein gut bellfteter Raum, weitestgehender Verzicht auf kunststoffhaltige Laborgerate und -
materialien, kunststofffreie Kleidung, das Tragen von Handschuhen, das Abtdten von organischem Ma-
terial, durch Einsatz von Wasserstoffperoxid und die zwingende Notwendigkeit einer Negativ-Probe.

7.2 Protokoll: Validierungsexperiment - Wirksamkeit von Wasserstoffperoxid

Einleitung:

In diesem weiteren Versuch soll die Wirksamkeit von Wasserstoffperoxid nach einem Einwirkzeitraum
von 20 bis 24 Stunden tberprift werden, um darauf basierend unsere Detektion von Mikrokunststoffen
in Meerwasserproben auszulegen.

Das Ziel dieses Experiments soll sein, herauszufinden ob das Wasserstoffperoxid nach 20-24 Stunden
effektiv alle biogenen Materialien oxidiert, sodass diese nicht falsch-positive Ergebnisse liefern.

Material und Methoden:

Vor dem Experiment wurden alle benutzten Geréate und Materialien mit Hilfe von Ethanol gereinigt. Um
die Gefahr von Kontaminationen zu minimieren, wurde eine moglichst staubarme Umgebung herge-
stellt. Hierzu wurde die Werkbank zunéchst feucht abgewischt. AuRerdem wurde auf plastikfreie Labor-
gerate geachtet, und darauf, dass alle Beteiligten mdglichst kunststofffreie Kleidung, mit einem Baum-
wollanteil von mindestens 80 %, trugen und zudem ein Laborkittel aus 100 % Baumwolle.

Es wurden drei Vergleichsproben aus Referenzmikrokunststoffpartikeln und Moosblattern in einer Glas-
Petrischale hergestellt, wie in Tabelle 2 auf der folgenden Seite zu sehen. Diese Proben wurden dann
unter der Nutzung einer Filteranlage, bestehend aus einem Erlenmeyerkolben, einer keramischen Fil-
ternutsche (@: 47 mm) und einem Edelstahlfilter (&@: 47 mm) mit einer Maschenweite von 10 um gefil-
tert. Der Edelstahlfilter mit dem Filterkuchen wurde anschlieRend vorsichtig in eine Glas-Petrischale
Uberfuihrt Jede dieser drei Proben wurde anschliel3end mit 20 ml Wasserstoffperoxid, aus einer Glaspi-
pette, betraufelt, sodass der gesamte Filterkuchen mit Wasserstoffperoxid tberdeckt war. Die Pet-
rischale wurde abgedeckt und es wurde eine Einwirkzeit von 20 bis 24 Stunden eingehalten. Im An-
schluss wurden die Proben erneut gefiltert und mit 5 ml 10 ug/ml Nilrot in Aceton-Lésung, ebenfalls aus
einer Glaspipette, betraufelt und eine Einwirkzeit von 30 Minuten eingehalten. Daraufhin wurden alle
drei Proben unter einem Stereomikroskop mit Fluoreszenzmodul mit UV-Licht (395 nm) bestrahlt und
mittels eines orangefarbenen Lichtfilters beobachtet. Die fluoreszierenden Mikrokunststoffpartikel wur-
den ausgezahlt und die Wirkung des Wasserstoffperoxids auf die Bindungsfahigkeit der Moosblatter an
Nilrot wurde unter Fluoreszenzbeobachtung und zusétzlich im Hellfeld untersucht. Das Experiment
wurde mit einer leichten Anpassung wiederholt. In dem Widerholungsexperiment wurde der Filterschritt
unter aktiver Absaugung der Luft unter dem Filter mittels Vakuumpumpe durchgefiihrt und ansonsten
exakt gleiche Bedingungen eingehalten.



Ergebnis:

Nach Zugabe des Wasserstoffperoxids wurde in den Probenbehéltern eine geringe Schaumbildung
festgestellt. Ebenso hatten die Moosblattchen ihre griine Farbe verloren und wirkten gréulich. Beim
Auswerten der Proben, nach dem Einsatz von Nilrot, konnten erstaunlicherweise keine Mikrokunststoff-
partikel wiedergefunden werden. Ebenso ging bei der Filtration die Mehrzahl der Moosblattchen verlo-
ren. Bei den auf dem Filter verbliebenen Moosblattern wurde unter Fluoreszenzbeobachtung keine Flu-
oreszenz beobachtet. Im Hellfeld dagegen wurde an einzelnen Blattchen ein schwaches unspezifisches
Farbsignal im lilafarbenen Lichtbereich festgestellt. Im Wiederholungsexperiment verblieben sowohl die
in der Probe enthaltenen Kunststoff-Partikel als auch die Moosblattchen nach dem Filterschritt fast voll-
standig auf dem Filter.

Tabelle 2: Hergestellte Proben zur Validierung des Einsatzes von H>0;

Probe 1 Probe 2 Probe 3
Kunststoffzugabe -- 10 Partikel PS 10 Partikel PS
10 Partikel PP 10 Partikel PP
Zugabe von orga-ni- 10 Moosblatter der 10 Moosblatter der --
schem Material Art Art
Wasserzugabe 4ml destilliertes Was- | 4ml destilliertes Was- | 4ml destilliertes Was-
ser ser ser

Diskussion:

Die Schaumbildung nach dem Ende des Einwirkzeitraums von 20 bis 24 Stunden ist sehr wahrschein-
lich auf den Zerfall von Wasserstoffperoxid zu Wasser und Sauerstoff zurlckzufuhren:
(2 H202 2 2 H20 + O2).

Der Schaum wird héchstwahrscheinlich von dem molekularen Sauerstoff, der bei dem Zerfall entstan-
den ist, hervorgerufen.

Die Entfarbung der Moosblatter ist die Folge der sehr starken oxidativen Wirkung von Wasserstoffper-
oxid.

Der Filterschritt fihrte zu einem groRen Verlust an Moosblattchen, wodurch es nahe liegt, dass bei
diesem Schritt auch die Mikrokunststoffpartikel verloren gingen. Die wahrscheinliche Ursache war, dass
der Edelstahlfilter nur lickenhaft mit der Filternutsche abschloss. Eine Lésung dieses Problems ist der
Anschluss einer Vakuumpumpe, die einen Unterdruck erzeugt, der den Filter an die Filternutsche an-
zieht und die Proben nicht mehr am Filter vorbeiflieBen kénnen. In einer Wiederholung des Experiments
mit aktiver Absaugung mittels Vakuumpumpe und ansonsten unter exakt gleichen Bedingungen wurden
fast alle in den Referenzproben befindlichen Kunststoff-Partikel nach dem Filtrationsschritt auf dem
Filter wieder aufgefunden. Dieses Ergebnis stérkt unsere These, dass die fehlenden Partikel wahrend
des Filterns verloren gegangen sein missen.

Die kaum vernehmbare lilafarbene Farbung einzelner Moosblatter unterschied sich deutlich von dem
orangefarbenen Fluoreszenz-Signal der Mikrokunststoffpartikel. Die Farbung der Moosblattchen konnte
nur beobachtet werden, wenn kein Emissionsfilter vor dem Okular angeschlossen war, sodass es nahe
liegt, dass diese Wellenlédnge des Lichtes herausgefiltert wurde und somit nicht stérend fur unsere
Mikrokunststoff-Detektionsmethode ist.



7.3 Protokoll: Validierungsexperiment - Saaleprobe

Einleitung:

In diesem Validierungsexperiment sollte eine kiinstliche Probe ausgewertet werden, die mdglichst rea-
listisch unsere Meerwasserproben simulierte.

Fur dieses Experiment wurde der Saale eine Wasserprobe entnommen, die etwa die gleiche Dichte an
Schwebepartikeln besald wie die vorher bereits entnommenen Salzwasserproben.

Ziel dieses Experiments ist die Validierung des aus den vorherigen experimentellen Erfahrungen abge-
leiteten Versuchsprotokolls. Die wichtigste Zielgréf3e fur uns war hierbei eine moglichst hohe Wieder-
findungsrate der in die Probe gegebenen Referenzmikrokunststoffpartikel.

Material und Methoden:

Eine 0,75 Liter groBe Probe wurde der Saale in Uferndhe enthommen. Dabei wurde beachtet, dass sich
Schwebepatrtikel in der Probe befinden. Der Probe wurde anschlieend mit jeweils 10 Referenzmikro-
plastikpartikeln Polypropylen (PP), Polystyrol (PS) und Polycaprolactam (PA6) versetzt. Danach wurde
sie mit Hilfe einer Filteranlage bestehend aus einem Edelstahlfilter (&: 47 mm) mit einer Maschenweite
von 10 um, einem Keramikfiltertrager, einem Erlenmeyerkolben mit seitlichem Ansatz und einer Vaku-
umpumpe gefiltert. Der Filter wurde vorsichtig in eine Petrischale transferiert. Auf den Filterkuchen
wurde 20 ml Wasserstoffperoxid (H202) gegeben, sodass dieser komplett bedeckt war und eine Einwir-
kungszeit von 20 bis 24 Stunden beachtet. Die Probe wurde unter Verwendung eines zweiten gleichen
Filtersiebs erneut gefiltert. Die Petrischale und der erste Filter wurden mit destilliertem Wasser gesplilt,
das anschlieBend ebenfalls filtriert wurde. Danach wurde die Probe fir 30 Minuten mit 5 ml 10 pg/ml
Nilrot in Aceton-L6ésung aus einer Glaspipette versetzt. Daraufhin wurde die Probe auf dem neuen Filter
unter Fluoreszenzbeobachtung auf Mikrokunststoffe untersucht. Ebenso wurde der alte Filter unter-
sucht. Vor dem Experiment wurden alle benutzten Gerate und Materialien mit Hilfe von Ethanol gerei-
nigt. Es wurde darauf geachtet, dass alle beteiligten moglichst kunststofffreie Kleidung, mit einem
Baumwollanteil von mindestens 80 %, trugen und zudem ein Laborkittel aus 100 % Baumwolle.

Ergebnisse:

In der Probe konnten von den insgesamt 30 hinzugegeben Mikrokunststoffen 28 wiedergefunden wer-
den. Auf dem alten Filter konnten nach den durchgeftihrten Untersuchungen keine Mikrokunststoffe
identifiziert werden.

Diskussion:

Die in diesem Experiment wiedergefundenen 28 Mikrokunststoffpartikel entsprechen einer Wiederfin-
dungsrate von 93,3 %. Dadurch kann die Methode des selektiven Anfarbens der Mikrokunststoffe mit
Hilfe von Nilrot als ein effektiver Weg angesehen werden, um Mikrokunststoffe in Wasserproben mit
einfachen Mitteln zu detektieren.

Es besteht die Mdglichkeit, dass das Saalewasser bereits Mikrokunststoffpartikel besall und deshalb
das Ergebnis verfalscht. Die Entscheidung, zusétzliche Referenzmikrokunststoff-Partikel hinzuzuge-
ben, wurde getroffen, um im Falle, dass keine Mikrokunststoffpartikel in der Probe enthalten sind, trotz-
dem positiv Ergebnisse zu erhalten, damit dies zur Validierung der Methode beitragen kann.

Ein weiteres wichtiges Ergebnis ist, dass auf dem ersten Filter, der zum Trennen von Saalewasser und
Schwebepartikeln genutzt wurde, keine Mikrokunststoffe gefunden wurden. Somit ist auch hier das
Ausspiilen mit Wasser eine gute Mdéglichkeit, um Rickstande zu verhindern.



7.4 Protokoll: Experiment — Mikroplastik in der Ostsee

Einleitung:

Ziel dieses Experiments war es, die These, dass die Ostsee eine hohe Konzentration an Mikrokunst-
stoffen aufweist, zu Uberpriifen. Dies geschah anhand von neun Meerwasserproben, die jeweils an
verschiedenen Kustenabschnitten der Ostsee entnommen wurden. Dabei sollte, wie bei den zuvor
durchgefiihrten Validierungsexperimenten auch, die Methodik der Fluoreszenzmarkierung der Partikel
mit Nilrot angewendet werden. Anhand von jeweils einer Meerwasserprobe aus der Nordsee, aus dem
Mittelmeer und aus dem Schwarzen Meer, die unter den gleichen Bedingungen entnommen, gelagert
und beprobt wurden, sollen die Ergebnisse des Experiments vergleichend eingeordnet werden

Material und Methode:
Probennahme:

An den Messpunkten (siehe Tabelle 4) wurde jeweils eine 0,5 Liter groRe Wasserprobe enthommen.
Die Entnahme erfolgte durch Abfillen in 0,5 | fassende Einweg-Plastikflaschen. Dabei wurde beachtet,
dass der Probepunkt ufer- und oberflachennah ist, um vergleichbare Proben zu erhalten. Die Proben-
nummer sowie die Geodaten der Entnahmestelle wurden notiert. Die Proben wurden bis zur weiteren
Verarbeitung abgedunkelt und bei Raumtemperatur gelagert.

Aufreinigung der Proben:

Vor dem Experiment wurden alle benutzten Gerate und Materialien mit Hilfe von Ethanol gereinigt. Es
wurde darauf geachtet, dass alle Beteiligten mdglichst kunststofffreie Kleidung mit einem Baumwollan-
teil von mindestens 80 %, trugen und zudem einen Laborkittel aus 100 % Baumwolle. Ebenso wurden
bis auf Schutzhandschuhe und Schutzbrille auf kunststoffhaltige Laborgeréate und Materialien verzich-
tet.

Zunachst wurden die Meerwasserproben mit Hilfe einer Filtervorrichtung gefiltert. Dazu wurde ein Edel-
stahl-Filtersieb mit einem Durchmesser von 47 mm und einer Maschenweite von 10 pm verwendet, um
die in der Probe enthaltenen Feststoffe mit einer Partikelgréf3e >10 um abzuscheiden. Das Filtersieb
wurde zunéchst durch Abspilen mit destilliertem Wasser gereinigt und anschlieRend in einen Keramik-
Filtertrager passenden Innendurchmessers eingelegt. Die Einwegflasche wurde vorsichtig aufge-
schraubt und der Flaschendeckel beiseitegelegt, um mdglichst keinen Kunststoff-Abrieb zu erzeugen.
Die Wasserprobe wurde vorsichtig geschwenkt, um eventuell in der Wasserprobe enthaltene Sedi-
mente vom Flaschenboden zu Iésen und anschliel3end langsam auf den Filter gegossen. An den Ke-
ramiktrager war eine Vakuumpumpe angeschlossen, die einen einstellbaren Unterdruck erzeugte. Die
Saugkraft der Pumpe wurde so eingestellt, dass das Filtersieb eng mit dem Keramik-Filtertrager ab-
schloss und die Wasserprobe den Filter zligig passierte und maglichst nicht in Kontakt mit der Innen-
wandung des Filtertragers kam, um ein Anhaften von in der Probe enthaltener Feststoffe an der Wan-
dung des Filtertragers zu vermeiden. Nachdem die gesamte Probe gefiltert war, wurde der Edelstahl-
filter samt Filterkuchen vorsichtig mit einer Pinzette entnommen und auf eine vorbereitete Petrischale
transferiert. In der Petrischale wurde der Filterkuchen anschlieBend mit 20 ml 30 %-iger Wasserstoff-
peroxid (H202) -Lésung betraufelt, sodass er komplett bedeckt war. Danach wurde ein Einwirkzeitraum
von 20 bis 24 Stunden eingehalten. Wahrend dieser Zeitspanne wurde die Petrischale komplett abge-
deckt, um eine Kontamination zu vermeiden. Das Filtrat wurde im Abfluss entsorgt. Nach dem Einwirk-
zeitraum wurde unter Verwendung eines zweiten identischen Edelstahlfilters das Wasserstoffperoxid
abgeschieden, zudem wurden tber der Filteranlage die Petrischale und der erste Filter mit destilliertem
Wasser mehrfach grindlich ausgespilt, um Rickstande zu verhindern.



Analyse der Proben mittels Fluoreszenz-Mikroskopie:

Der neue Filterkuchen wurde erneut vorsichtig in eine Petrischale transferiert und dort fir 30 min mit
0,5 ml 10 pg/ml Nilrot in Aceton-Ldsung versetzt. Im Anschluss wurde die Probe unter einem Stereo-
mikroskop mit einer UV-Lichtquelle mit einer Wellenldnge von = 395 nm und einem orangefarbenen
Lichtfilter (620 nm) untersucht. Die orangefarben fluoreszierenden Kunststoffpartikel wurden ausge-
zahlt, wobei die fluoreszierenden Partikel von jeweils zwei Personen optisch gepriift und nur die sicher
als Kunststoffpartikel identifizierbaren Partikel (typisch scharfkantige Erscheinung) gezahlt wurden.

Ergebnisse:

In allen Proben konnten Mikrokunststoffe durch das Anfarben mit Nilrot nachgewiesen werden, wie in
Tabelle 5 zu sehen ist.

Tabelle 5: Ergebnisse des Experiments

Name (Ort) Anzahl Mikrokunststoffpartikel pro | Datum des Experi-
0,5 Liter ments

M1 (Lignano Sabbiadoro, IT) 10 22. August 2024
N1 (Schillig, DE) 2 23. Mai 2024
O1 (Warneminde, DE) 6 30. Mai 2024
02 (Kopenhagen, DK) 3 30. Mai 2024
N2 (Fiskebackskil, SE) 18 06. Juni 2024
03 (Trelleborg, SE) 9 06. Juni 2024
04 (Ahrenshoop, DE) 23 06. Juni 2024
O5 (Zingst, DE) 1 19. Juni 20224

06 (Rewal, PL) 10 19. Juni 20224

O7 (Wismar, DE) 8 19. Juni 20224

08 (Kiuhlungsborn, DE) 5 22. August 2024

S1 (Batumi, Georgien) 6 22. August 2024
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Tabelle 4: Informationen zur Meerwasserprobenaufnahme

Name Meer Ort, Land Koordinaten Himmels- Beschreibung des Aufnahmegebiets
(nach GoogleMaps-Standard) ausrichtung
M1 Mittelmeer Lignano Sabbiadoro, Italien 45°41'46.8"N 13°09'12.0"E stid-dstlich Stark frequentierter Badestrand aus Sand
(Adria) mit direktem Zugang zum Badeort

N1 Nordsee Schillig, Deutschland 53°42'04.6"N 8°01'52.2"E nordlich Frequentierter Badestrand aus Sand mit di-
rektem Zugang zum Badeort

N2 Nordsee Fiskebackskil, Schweden 58°14'28.3"N 11°27'38.0"E westlich Hafengebiet des Ortes

0o1 Ostsee Warnemiinde, Deutschland 54°10'39.0"N 12°5'34.0"E nordlich Kaimauer des Hafens

02 Ostsee Kopenhagen, Danemark 55°41'34.7"N 12°35'57.7"E ostlich Uferpromenade in Hohe der Bronzefigur

der Meerjungfrau

03 Ostsee Trelleborg, Schweden 55°22'27.1"N 13°07'07.9"E sudlich Uferanlage in Hafennahe

04 Ostsee Ahrenshoop, Deutschland 54°24'39.0"N 12°27'29.6"E westlich Naturbelassener Badestrand aus Sand

05 Ostsee Zingst, Deutschland 54°26'30.4"N 12°40'53.6"E nordlich Stark frequentierter Badestrand aus Sand

mit direktem Zugang zum Badeort

06 Ostsee Rewal, Polen 54°05'19.5"N 15°02'02.8"E nord-westlich Frequentierter Badestrand aus Sand

o7 Ostsee Wismar, Deutschland 53°53'58.2"N 11°27'25.8"E nordlich Kaimauer des Hafens

08 Ostsee Kuhlungsborn, Deutschland 54°09'13.0"N 11°43'50.1"E nordlich Freqguentierter Badestrand aus Sand mit di-
rektem Zugang zum Badeort

S1 Schwarzes Batumi, Georgien 41°39'27.8"N 41°38'22.4"E westlich Stadtstrand aus grobem Kies

Meer
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Diskussion:

Mit einem berechneten Durchschnittsgehalt von 8,125 Mikrokunststoffpartikeln pro 0,5 Liter in den Pro-
ben aus der Ostsee, lasst sich sagen, dass die Ostsee verglichen zum Schwarzen Meer (sechs Mikro-
kunststoffpartikel pro 0,5 I) einen erhdhten Gehalt an Mikrokunststoffen enthalt. Jedoch konnten in der
Probe aus dem Mittelmeer mit zehn Mikrokunststoffpartikel pro 0,5 | und in der Nordsee mit durchschnitt-
lich zehn Mikrokunststoffpartikel pro 0,5 | ein &hnlich hoher Wert festgestellt werden, wodurch sich un-
sere zu Beginn des Experiments gestellte These, dass die Ostsee einen vergleichsweise hohen Mikro-
kunststoffgehalt besitzt, nur teilweise bestatigt. Natirlich ist die nur stichprobenartige Beprobung der
Nordsee, des Mittelmeeres und des Schwarzen Meeres zu gering, um einen gesicherten Vergleich der
Meere untereinander durchzufiihren. Trotzdem ermdglicht es erste Annahmen, die in weiteren Untersu-
chungen noch bestatigt werden mussen.

Aufgrund von Transport und Lagerung der Meerwasserproben in Kunststoffbehéltern kdnnte es zu einer
Kontamination wahrend dieser Zeit gekommen sein. Diese Moéglichkeit wird von uns jedoch als gering
eingeschéatzt, da alle Behalter vor der Nutzung griindlich ausgesplilt wurden und ein Zerfall der Kunst-
stoffe in diesem Zeitraum ohne &aufRere Einwirkung unwahrscheinlich ist. Wahrend des Experiments
kommt es zwingendermaf3en dazu, dass die Proben der Raumluft exponiert sind und an dieser Stelle
eine Kontaminierung stattfinden kann. Dies wurde versucht zu verhindern, indem vor dem Experiment
alle benutzen Gerate und Materialien mit Hilfe von Ethanol gereinigt wurden, alle Beteiligten kunststoff-
freie Kleidung mit einem Baumwollanteil von mindestens 80% und einen Laborkittel aus 100% Baum-
wolle trugen. Zudem wurde wahrend dem Experimentieren darauf geachtet, dass mdglichst keine Ge-
rate aus Kunststoffen genutzt wurden und eine konstante Beluftung des Raumes stattfand. Aufgrund
der Nutzung eines Edelstahlfilters mit einer Maschenweite von 10 um konnten nur Mikrokunststoffparti-
kel herausgefiltert und nachgewiesen werden, die gro3er als 10 um waren. Deshalb wird angenommen,
dass eine wesentlich hdhere Dunkelziffer an Mikrokunststoffpartikeln insgesamt in den Proben vorhan-
den war.

Leider konnten wir die detektierten Mikrokunststoffpartikel nicht durch eine alternative Nachweisme-
thode, wie beispielsweise FT-IR- oder Ramanspektroskopie, verifizieren. Es ist somit nicht ausgeschlos-
sen, dass einzelne unter den detektierten Partikeln auch von anderer Zusammensetzung als Mikroplas-
tik waren. Jedoch wurden alle detektierten Partikel durch mindestens zwei Personen sowohl im Hellfeld
als auch unter Fluoreszenzbeobachtung auf die typischen Merkmale von Mikrokunststoffen, wie zum
Beispiel die typischen kantigen Umrisse, scharfe Kanten und ,passende“ Emissionsfarbe der Fluores-
zenz gepruft.

8 Fazit und Ausblick

Fur unser Projekt und Experiment lasst sich festhalten, dass die von uns ausgewahlte Methode, des
selektiven Farbens des Mikroplastiks mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffes Nilrot sich bewahrt hat. In drei
verschiedenen Validierungsexperimenten testeten wir die Nachweissicherheit dieser Methodik und im
dritten Validierungsexperimente konnten wir sogar eine Wiederfindungsrate der zuvor hinzugegeben
Referenzmikroplastikpartikel von 93,3 % erreichen. In unserem Experiment konnten wir ein Mikroplastik-
Durchschnittsgehalt von 16,25 Mikroplastikpartikel pro Liter Meerwasser in der Ostsee feststellen. Damit
konnten wir unsere These, dass die Ostsee einen hohen Mikroplastikgehalt besitzt, bestatigen. Jedoch
ist wichtig hinzuzuftigen, dass dieser Wert im Vergleich zu den weiteren beprobten Meeren nicht her-
aussticht, denn die Nordsee und das Mittelmeer besitzen einen Mikroplastik-Durchschnittsgehalt von
20 Mikroplastikpartikel pro Liter Meerwasser. Im Gegensatz dazu jedoch konnten im Schwarzen Meer
nur 12 Mikroplastikpartikel pro Liter Meerwasser nachgewiesen werden. Wichtig zu erwahnen ist zudem,
dass es bei der ausgewdahlten Methode zu Fehlern, durch Kontamination der Proben wahrend der La-
gerung oder dem Experimentieren kommen konnte. Zusétzlich konnte nicht durch eine weiter Detekti-
onsmethode, die von uns gefundenen Mikroplastikpartikel, bestéatigt werden, dass bei den gezahlten
Mikroplastikpartikeln nicht auch andere Stoffe angeféarbt und mit vermerkt wurden. Des Weiteren konn-
ten nur Mikroplastikpartikel mit einem Durchmesser von = 10 um detektiert werden, da die Maschen-
weite des verwendeten Edelstahlfilters 10 um entsprach.
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10 Unterstltzungsleistungen

Angabe von Unterstitzungsleistungen

Kristina Enders und Robin Lenz, DoktorandIinnen, Leibniz-Institut fir Polymerforschung e.V., Dresden,
haben uns bei der Durchfiihrung unseres Projekts unterstiitzt. Sie haben uns bei einem personlichen
Gesprach mit unserem Versuchsdesign geholfen und uns sowohl Edelstahlfilter als auch Referenzmik-
roplastikpartikel zur Verfiigung gestellt.

Dr. Christina Walther, Projektleitung, Schulerforschungszentrum, Jena, hat uns bei der Durchfiihrung
unseres Projekts unterstiitzt. Sie hat uns die Forscherwerkstatt flr unsere Vorhaben zur Verfligung
gestellt und alle essenziellen Materialien und Chemikalien zur weiteren Durchfiihrung unserer Experi-
mente arrangiert.

Sigrun Wald, Lehrerin fir Chemie und Biologie, Kaleidoskop Schule, Jena, hat uns bei der Durchfiihrung
unseres Projekts unterstutzt. Sie hat uns den Kontakt zu Frau Walther ermdglicht und bei der Ausarbei-
tung des vorlaufigen Versuchsdesigns geholfen.

Arbeitsgruppe Chemiedidaktik, Jena, hat uns bei der Durchfihrung unseres Projekts unterstitzt. Sie
haben uns einer ihrer Saugflaschen fir die Durchfiihrung unserer Experimente zur Verfligung gestellt.
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