Aktuelles aus Fluss- und Seenfischerei

Eine schnelle und effiziente Methode zum Nachweis von
Mikroplastik in Fischen
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Okosysteme weltweit. Ozeane, Fliisse und Seen sind in gleichem MaBe davon betroffen

D ie Belastung der Umwelt mit Mikroplastik bedeutet eine steigende Gefahr fiir die aquatischen

(siehe AUF AUF 2015/1). In einer Vielzahl von Wasserorganismen, darunter auch Fische,
wurden die Plastikpartikel und -fasern kleiner 5 mm im Verdauungstrakt nachgewiesen. Gerade
fiir Fische fehlt jedoch eine schnelle und effiziente Methode, um das Mikroplastik im Magen-
Darm-Trakt der Tiere nachzuweisen. Bereits verfiigbare Methoden sind meist sehr aufwendig
und/oder erfordern eine Vielzahl an Zersetzungsschritten, was wiederum die Gefahr von
Kontaminationen und den Verlust von Probenmaterial erhoht. An der Fischereiforschungsstelle
Baden-Wiirttemberg wurde daher eine Methode entwickelt, welche die komplette Zersetzung des
Magen-Darm-Trakts in weniger als einer Stunde erméglicht, ohne das Mikroplastik zu schidigen.
Ein optionaler Dichteseparationsschritt entfernt zudem mineralische Riickstande und erleichtert
die Identifizierung des Mikroplastiks erheblich.

Hintergrund

Die Belastung der Ozeane mit
Mikroplastik ist nun schon seit Lan-
gerem bekannt. Aktuelle Studien
zeigen zudem, dass auch Flusse
und Seen in ahnlich starkem MaRe
von der Problematik betroffen sind
(Wagner et al. 2014). Aufgrund
ihrer geringen GréRRe kdénnen die
Plastikpartikel und -fasern kleiner
5 mm fir praktisch alle aquatischen
Organismen zu einem Problem wer-
den. Die Aufnahme birgt zum einen
direkte Risiken z.B. in Form einer
Akkumulierung im Magen-Darm-
Trakt oder Blockierung des Verdau-
ungstraktes, zum anderen kdnnen
toxische Substanzen im Plastik
oder langlebige organische Schad-
stoffe (engl: ,persistant organic
pollutants®) in erhéhten Mengen an
die Organismen abgegeben werden.
Mikroplastik konnte unter anderem
im Verdauungstrakt von Zooplank-
ton, Makrozoobenthos, Muscheln,
Végeln und Fischen nachgewiesen
werden (Wright et al. 2013).
Gerade fir Fische ist jedoch
der Nachweis von Mikroplastik im
Magen-Darm-Trakt nicht einfach.
Eine visuelle Untersuchung des
Mageninhalts fuhrt z.B. oft dazu,
dass kleine, unscheinbare Partikel
und Fasern Ulbersehen werden.

Um die Identifizierung des Plastiks
zu erleichtern, wird aus diesem
Grund das organische Material
mit Hilfe von Chemikalien zersetzt.
Verfligbare Methoden sind jedoch
haufig sehr zeitaufwendig und/
oder bendtigen eine Reihe von Zer-
setzungsschritten. Dadurch steigt
aber auch die Gefahr, dass ein Teil
der Probe verloren geht oder es
zu einer Kontamination der Probe
kommt. Gerade die Kontamination
mit kiinstlichen Fasern aus der Luft
ist derzeit ein grofes Problem, da
es keinerlei praktikable Methoden
zu ihrer Vermeidung gibt (Woodall
et al. 2015). Auch weitere nicht
organische Materialien im Magen-
Darm-Trakt der Fische, wie z.B.
Sand, kénnen die Identifizierung von
Mikroplastik erschweren.

Aus diesem Grund wurde an der
Fischereiforschungsstelle Baden-
Wirttemberg (FFS) eine Methode
entwickelt, die (i) Chemikalien nutzt,
welche den kompletten Magen-
Darm-Trakt effizient zersetzen,
ohne die wichtigen Plastikarten
zu zerstoren, (ii) die Anzahl an
Arbeitsschritten minimiert und da-
durch die Kontamination sowie den
Probenverlust gering halt, und (iii)
effizient anorganische Mineralien
abtrennt. Die Methode wurde in
einem nachsten Schritt in Hinblick

auf die Effizienz und den Einfluss
auf die haufigsten Plastikarten un-
tersucht und am Ende unter realen
Bedingungen mit Fischen aus dem
Altrhein bei Istein getestet.

Methodenltiberblick

Ein Uberblick des Zersetzungspro-
tokolls ist in Abbildung 1 dargestellt.
Es umfasst zwei Zersetzungsschritte
und einen optionalen Dichtesepa-
rationsschritt. Um die Gefahr von
Kontaminationen gering zu halten,
sollten alle Arbeiten unter dem Ab-
zug durchgefuhrt werden. Wéahrend
der gesamten Untersuchung sollten
zudem nicht synthetische Kleidung
und Handschuhe getragen werden.
Samtliche Labormaterialien miissen
vor ihrer Verwendung méglichst
mehrmals mit hochreinem gefilterten
Wasser gespult werden.

Um das organische Material zu
zersetzen, wird die Probe in ein
250 ml Becherglas Uberfihrt und
je nach Probenmenge Natronlau-
ge (NaOH, 1 mol/L) hinzugege-
ben (Tab. 1). Die Lésung wird fir
15 Minuten auf 50°C erhitzt und
mit Hilfe eines RuUhrfisches stetig
durchmischt. AnschlieRend wird die
Probe mit Salpetersdure (HNO,,
65 %) neutralisiert und anschlie-
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Abbildung 1:

Dichteseparation

(Nal)

Methodentiberblick zum Nachweis von Mikroplastik in Fischen mit den jeweils verwendeten

Chemikalien und der Dauer der einzelnen Schritte. Die ersten beiden Schritte stellen eine
komplette Zersetzung des organischen Materials sicher. Der optionale Dichteseparationsschritt
reduziert die Menge an mineralischem Material und/oder verbleibende Verseifungen auf dem
Filter (Nal = Natriumiodid).

Rend eine entsprechende Menge
an HNO, hinzugefugt, bis die End-
konzentration 10 mol/L entspricht
(Tab. 1). Die L6sung wird fur weitere
15 Minuten bei 50°C erhitzt, bevor
die Temperatur fir 15 Minuten auf
80 °C erhoht wird, um verbleibende
Schwebstoffe zu entfernen. Fir die
Filtration wird die Probe mit 80°C
heillem filtrierten Wasser verdiinnt
(1:2, viv) und auf einen Cellulose-
nitratfilter (CN Filter) vakuumfiltriert.
Der Vorteil von CN Filtern besteht

Tabelle 1:

darin, dass sie recht einfach mit
Hilfe von NaOH wieder zersetzt
werden kénnen. Die Behéltnisse
und das Filtrationsgerat werden mit
ausreichend gefiltertem Wasser
gespult, um einen Probenverlust zu
verhindern.

Befinden sich lediglich geringe
Verseifungsriickstande auf dem Fil-
ter, so wird dieser in ein Becherglas
Uberfihrt und mit einer geringen
Menge an NaOH (1 mol/L) bei 80°C
aufgeldst. Nach einer Verdiinnung

Zersetzungsprotokoll verwendet werden kénnen.

mit gefiltertem Wasser wird die
Lésung auf einen Quarzfilter va-
kuumfiltriert. Quarzfilter haben ein
deutlich unterscheidbares Spektrum
zu Plastik, was bei der Auswertung
des Mikroplastiks mit Hilfe von spek-
troskopischen Methoden (FTIR,
Raman) eine wichtige Rolle spielen
kann.

Falls sich mineralische Rlck-
stdnde auf dem Filter befinden,
so wird der Probenfilter in einen
Scheidetrichter Uberfihrt und 25 mL

Volumina an Chemikalien fiir verschiedene Probenmengen, welche in dem beschriebenen

Gewicht der Volumen NaOH? Volumen HNO; ®  Volumen Wasser Finales Volumen °
Probe [g] [mL] [mL] [mL] [mL]
<1g 5 17,5 25 25
1-3¢g 10 36 4 50
3-5g¢ 25 72 3 100
5-10g 50 144 6 200
10-15g 75 221 4 300

@ Natronlauge: 1 mol/L,
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b Salpeterséure: 65 %, ° Endkonzentration HNO3: 10 mol/L.



80°C heiflles NaOH (1 mol/L) hinzu-
gegeben. Der Trichter wird solange
geschuttelt, bis sich der Filter voll-
standig aufgeldst hat. Anschliefend
wird 20 g Natriumiodid (Nal) zu der
Probe gegeben. Diese Menge an
Nal erhéht die Dichte der Lésung
auf ca. 1,6 g/cm?, wodurch samtliche
Plastikpartikel und -fasern auf der
Oberflache schwimmen. Schwerere
Mineralien hingegen sinken auf den
Boden ab. Nach 5 Minuten werden
15 ml der L6sung abgelassen und
die restliche Lésung mit 80°C hei-
Rem gefilterten Wasser (1:2, v:v)
verdiinnt. Die L6sung wird dann auf
einen Quarzfilter vakuumfiltriert und
die Laborgerate mit ausreichend
gefiltertem Wasser ausgespdilt.

Untersuchungen zur Ef-
fizienz und zum Einfluss
auf wichtige Plastikarten

Um zu Uberprifen, wie effizient
die Methode arbeitet, wurde der
Magen-Darm-Trakt von 6 Felchen
(Coregonus lavaretus, Abb. 2A) mit
bekannten Mengen an Mikroplastik
versetzt. Das Mikroplastik bestand

Abbildung 2:
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aus Polystyrol (PS) und umfasste
drei Groflenklassen: 900-550 um,
549-300 um und 299-100 pm. Zur
einfacheren Unterscheidung besa-
Ren die verschiedenen Gréf3enklas-
sen eine unterschiedliche Farbe und
fluoreszierten unter Schwarzlicht
(Abb. 2C). Das Zersetzungsproto-
koll wurde wie oben beschrieben
angewendet und die verbleibenden
Plastikpartikel anschlielend ge-
zahlt. Nach der Durchfihrung des
Dichteseparationsschrittes wurde
die Zahlung wiederholt. Es zeigte
sich, dass der Magen-Darm-Trakt
ohne nennenswerte Riuckstande
zersetzt wurde (Abb. 2B). Die Wie-
derfindungsrate der zugesetzten
Partikel lag zwischen 95 und 100 %
(Abb. 2D). Damit ist die Methode mit
anderen Ansétzen vergleichbar und
erlaubt eine sehr gute quantitative
Abschatzung der Mikroplastikbela-
stung in Fischen.

Ein weiteres Experiment sollte
klaren, welchen Einfluss die Zer-
setzungsmethode auf wichtige
Plastikarten hat. Aufgrund der ein-
gesetzten Chemikalien besteht die
Gefahr, dass bestimmte Polymere
zersetzt oder zumindest in ihrer

Form oder Farbe verandert werden.
Aus diesem Grund wurden Pla-
stikfragmente von gangigen Haus-
halts- und Laborutensilien (1 -2 mm
Gr6Re, 2) der oben beschriebenen
Methode ausgesetzt. Anschlieend
wurden die Partikel unter dem
Mikroskop auf Veranderungen hin
untersucht. Folgende Kategorien
wurden unter anderem in die Bewer-
tung mit aufgenommen: Farbveran-
derungen, Gewichtsverdnderungen
und Oberflachenveranderungen.
Zudem wurde Uberprift, ob es zu
Verdnderungen in den spektro-
skopischen Eigenschaften kommt.
Uber spektroskopische Messungen
wird haufig die Plastikart von unbe-
kannten Partikeln und Fasern be-
stimmt. Dadurch kénnen eventuell
Ruckschlusse Uber die Herkunft des
Mikroplastiks gewonnen werden.
In diesem Fall wurde das jeweilige
Spektrum der unterschiedlichen
Partikel mit Hilfe eines FTIR Spek-
trometers (Fourier-Transformations-
Infrarotspektrometer) aufgenommen
und mit Spektren der gleichen
Plastikart vor der Durchfiihrung des
Zersetzungsprotokolls verglichen.
Bis auf Polyamid (PA) wurden

I Erster und zweiter Zersetzungsschritt
D 1
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Effizienz und Wiederfindungsrate von Mikroplastik bei der vorgestellten Zersetzungsmetho-

de. (A) Magen-Darm-Trakt eines Felchens vor der Zersetzung. (B) Filter nach Durchfiihrung
der Zersetzungsschritte. (C) Wiedergefundene Polystyrol Partikel, welche unter Schwarzlicht
leuchten. (D) Wiederfindungsrate nach dem ersten und zweiten Zersetzungsschritt (schwarze
Balken) und nach dem Dichteseparationsschritt (weil3e Balken), jeweils fiir verschiedene Groé-

Benklassen.

AUF AUF 2/2017



alle der verwendeten Plastikpartikel
ohne Probleme identifiziert. Ledig-
lich bei wenigen Plastikarten wurden
leichte Ver&nderungen in der Farbe
festgestellt (Tab. 2). Die gemes-
senen Gewichtsverdnderungen la-
gen meist bei wenigen Prozent und
unterschieden sich im Vergleich vor
und nach der Durchfihrung der Me-
thode statistisch nicht (Tab. 3). Nur
bei Polyethylenterephthalat (PET)
wurde ein signifikanter Gewichts-
verlust von rund 16 % festgestellt.
Betrachtet man die Oberfl&dchenver-
anderungen bei den verschiedenen
Plastikarten, so wurde ein deutlicher
Verlust bei expandiertem Polystyrol
(EPS) festgestellt (Tab. 2). Durch die
schwammahnlichen Eigenschaften
von EPS kam es durch den Einsatz
der zersetzenden Chemikalien
zu einem Schrumpfen der Parti-
kel. Bei ,Jow density® Polyethylen
(LDPE), sowie Polyvinylchlorid mit
und ohne Weichmacher (PVC-P,
PVC-U) kam es hingegen zu einer
VergrofRerung der Oberflache (Tab.
2). Diese Veranderung deutet auf
leichte Schmelz-effekte hin, welche
wahrend des Zersetzungsprozesses
entstehen. Des Weiteren zeigte die

Auswertung der FTIR Spektren vor
und nach Durchfiihrung der oben
beschriebenen Methode keinerlei
Auswirkungen auf die charakte-
ristischen Peaks der einzelnen
Plastikarten (Abb. 3). Damit ist eine
weitere Untersuchung der gefun-
denen Partikel und Fasern ohne
Probleme mdglich.
Zusammenfassend kann somit
gesagt werden, dass die vorgestellte
Zersetzungsmethode nur geringe
Auswirkungen auf gangige Plastik-
arten hat und dadurch ohne Beden-
ken fur die Aufarbeitung von Proben
genutzt werden kann. Berucksichtigt
werden muss, dass PA als einzige
der untersuchten Plastikarten kom-
plett zersetzt wurde. Dies ist ein
allgemein bekanntes Problem, da
es sehr leicht durch die verwendete
Salpetersdure abgebaut wird. Ob-
wohl PA nur einen sehr geringen Teil
an der globalen Plastikproduktion
und -nutzung ausmacht, kann es in
bestimmten Gewassern zu einer re-
levanten Belastung fiihren. Aus die-
sem Grund muss vor Nutzung des
Zersetzungsprotokolls sichergestellt
werden, dass PA keine wichtige Rol-
le im untersuchten Gewasser spielt.

O

Abschatzung der Konta-
minationen wahrend der
Zersetzung

Die Kontaminierung von Proben mit
Mikroplastik oder plastikdhnlichen
Partikeln und Fasern wéhrend der
Aufarbeitung ist ein Problem, das
haufig Gbersehen wird. Vor allem
Fasern, welche von der getragenen
Kleidung stammen und tberall in der
Umgebungsluft zu finden sind, kén-
nen das Ergebnis einer Mikropla-
stikzahlung erheblich verfalschen.
Aus diesem Grund ist es wichtig,
bestimmte Vorkehrungen zu treffen
und so das Risiko einer Kontami-
nation zu minimieren. Das Tragen
von kunststofffreier Kleidung, die
Reinigung samtlicher Gerétschaf-
ten mit gefiltertem Wasser und das
Arbeiten unter einem Abzug kénnen
die Gefahr einer Kontamination re-
duzieren. Auch ist es unerlasslich,
Kontrollen wéhrend der Durchfiih-
rung der Zersetzung mitlaufen zu
lassen.

Auch fur die vorliegende Metho-
de wurden 10 Kontrollen ohne das
Vorhandensein von organischem
Material untersucht. Dazu wurden

Tabelle 2: Einfluss des Zersetzungsprotokolls auf géngige Plastikarten. Pfeile geben einen statistisch
signifikanten Unterschied im Vergleich vor und nach der Durchfiihrung der Methode in der
Jeweiligen Kategorie an.
Plastiktyp® Ursbrun Farbverianderungen Gewichts- Oberflichen- Andere
yp prung (vor/nach) veranderungen veranderungen Verdnderungen
Verpackungs- . . .
EPS material nein nein ja l
HDPE Zentrifugen- nein nein nein
réhrchen
LDPE Plastikschale nein nein ja T Verklumpung der Partikel
PA Monofiles Seil - - - komplett zersetzt
PET Trinkflasche ja (gran/weil) ja l nein
PP Shampoo Flasche nein nein nein
PS CD Hille nein nein nein Zersetzung an Randern
Kabel- . . . .
PVC-P Ummantelung ja (blau/weiR) nein ja T
PVC-U Wasserrohr ja (braun/weil) nein ja T

@ EPS = Expandiertes Polystyrol, HDPE

= ,high density” Polyethylen, LDPE =

JJow density” Polyethylen, PA = Polyamid,

PET = Polyethylenterephthalat, PP = Polypropylen, PS = Polystyrol, PVC-P = Polyvinylchlorid mit Weichmacher, PVC-U = Poly-

vinylchlorid ohne Weichmacher.



dieselben Schritte wie bei einer
normalen Probenzersetzung durch-
gefuhrt. Die gefundenen Partikel
und Fasern wurden anschlieRend
vermessen und die Farbe bestimmt.
Die Auswertung ergab, dass im
Schnitt 12,8 + 6,3 Fasern pro Filter
als Kontamination berucksichtigt
werden missen. Die Fasern waren
zwischen 101 und 4774 um lang und
es wurden sechs verschiedene Far-
ben identifiziert. Am haufigsten wur-
den weile Fasern gefunden (43 %).
Andere Farben kamen wesentlich
seltener vor (blau: 17 %, schwarz:
17 %, grau: 11 %, gelb: 8 %, rot: 4
%). Die Lange und die Beschaffen-
heit der Fasern legen nahe, dass es
sich bei den Fasern um Kleidungs-
fasern handelt. Kontaminationen in
Form von Partikeln wurden nicht
gefunden. Die in den Kontrollen ge-
fundenen Kontaminationen wurden
bei der folgenden Untersuchung von
realen Proben aus dem Freiland
bertcksichtigt und nicht mit in die
Auswertung genommen.

Test der Methode an rea-
len Fischen

Um die vorgestellte Zersetzungsme-
thode unter realen Bedingungen zu
testen, wurde der Magen-Darmtrakt
von zwei benthischen Fischarten
verwendet. Finfzehn Schwarz-
mund-Grundeln (Neogobius me-
lanostomus, 26,5 + 10,0 g Nass-
gewicht) und 10 Barben (Barbus
barbus, 27,9 + 13,9 g Nassgewicht)
wurden wadhrend einer Befischung
im Juni 2015 im Altrhein in der
Nahe von lIstein gefangen und der
Magen-Darm-Trakt prépariert. An-
schlieBend wurde das organische
Material mit der oben beschriebenen
Methode zersetzt. Die gewonnenen
Filter wurden unter dem Mikroskop
untersucht und verdachtige Partikel
und Fasern mit Hilfe einer heilRen
Nadel verifiziert (die heile Nadel
hinterldsst einen Abdruck auf Pla-
stik, wahrend mineralische und
organische Materialien unverandert
bleiben). Die Menge an Mikroplastik
pro Fisch wurde berechnet und die
Partikel und Fasern wurden ver-
messen.
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Abbildung 3:

FTIR (Fourier-Transformations-Infrarotspektrometer)

Spektren von géngigen Plastikarten vor (graue Linien)
und nach (schwarze Linien) Durchfiihrung der vorge-
stellten Zersetzungsmethode.

Alle Proben wurden mit der
Methode komplett zersetzt. Es
wurden keinerlei Rickstédnde an
organischem Material gefunden und
die Menge an mineralischen Ruck-
stdnden wurde durch die Dichte-
separation wesentlich reduziert.
Bei den Schwarzmund-Grundeln
hatten 27 % der Fische Mikropla-
stik im Magen-Darm-Trakt, bei den
Barben waren es 20 %. Die mittlere
Anzahl an Mikroplastik betrug 1,0
+ 0,0 fur Barben und 1,25 £ 0,5
fur Schwarzmund-Grundeln. Die
Partikel waren zwischen 264 und
2907 ym lang und unterschieden
sich zudem in ihrer Farbe (Abb. 4).
Da es sich bei dieser Untersuchung
nur um eine Evaluation der Methode

unter realen Bedingungen handelte,
wurden keine weiteren 6kologischen
Faktoren in die Auswertung aufge-
nommen. Es handelt sich jedoch
bei dem gefundenen Mikroplastik
um Fragmente von gréRerem Plas-
tikmall. Der Anteil an Fischen mit
Mikroplastik im Magen-Darm-Trakt
ist durchaus mit anderen Studien
vergleichbar, dieser kann sich je-
doch von Gewasser zu Gewasser
stark unterscheiden. Wahrend zum
Beispiel lediglich 12 % der Grund-
linge in franzésischen Gewassern
mit Mikroplastik belastet waren
(Sanchez et al. 2014), wurden in
75 % der untersuchten Flundern
aus der Themse in England Plas-
tikfasern und -partikel gefunden
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(McGoran et al. 2017).

Fazit und Ausblick

Die Entwicklung der vorgestellten
Methode hatte zum Ziel, den Nach-
weis von Mikroplastik in Fischen
zu erleichtern und die Effizienz
einer chemischen Zersetzung von
organischem Material zu erhéhen.
Es ist nun mdglich, in relativ kurzer
Zeit eine hohe Anzahl an Proben
zu untersuchen. Zudem werden die
Gefahr von Kontaminationen und die
Zeit, in denen das Mikroplastik den
korrosiven Chemikalien ausgesetzt
ist, reduziert. In einem nachsten
Schritt werden nun mit Hilfe der
Zersetzungsmethode reprasentative
Fischarten aus Flissen und Seen
in ganz Baden-Wiurttemberg auf
Mikroplastik hin untersucht werden.
Ziel ist es, einen Uberblick (iber die
Belastung der baden-wurttember-
gischen Fischfauna zu erlangen und
mdgliche Belastungsschwerpunkte
zu identifizieren. Zusammen mit Ex-
positionsversuchen im Labor kann
so das Verstdndnis der aktuellen
Mikroplastikbelastung in unseren
heimischen Gewd&ssern verbessert
werden, aber auch Hinweise auf die
zukinftige Situation geben. Durch
die langlebigen Eigenschaften von
Plastik ist davon auszugehen, dass
die Belastungen in den nachsten
Jahrzehnten weiter ansteigen wer-
den. Auch wenn sich herausstellen
sollte, dass die derzeitigen Mengen
an Mikroplastik nur moderate Aus-
wirkungen auf die Fischfauna haben,
so ist es dennoch wichtig, dass
die Problematik friihzeitig erkannt,
untersucht und verstanden wird.

Weitere Informationen zu der vor-
gestellten Methode und Details zu
den Untersuchungen finden sie hier:
Roch S. & Brinker A. (2017). Rapid
and Efficient Method for the Detec-
tion of Microplastic in the Gastro-
intestinal Tract of Fishes. Environ-
mental Science & Technology 51:
4522-4530.

AUF AUF 2/2017

Abbildung 4:

p 250 pm

Auswahl an Mikroplastik, welches in Schwarzmund-

Grundeln und Barben aus dem Altrhein bei Istein im Juni
2015 mit Hilfe der vorgestellten Zersetzungsmethode
nachgewiesen werden konnten. Das Mikroplastik kann
in Fragmente (A-C), Kiigelchen (D) und Fasern (E)
kategorisiert werden.
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