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Zusammenfassung

Plastik und damit einhergehend auch Mikroplastik (MP) ist mittlerweile global prasent und
stellt ein zunehmend signifikantes Problem flir die Umwelt dar. Um die Verbreitung und
Auswirkung von MP im Ansatz zu verstehen, ist es wichtig, MP Uber einen weitreichenden
GroRRenbereich zu identifizieren und zu quantifizieren sowie eine Vergleichbarkeit von
Studien zu gewahrleisten. Jedoch besteht noch groflder Forschungsbedarf auf dem Gebiet
der groRenunabhangigen, quantitativen Analyse von MP in Umweltproben, besonders im
Hinblick auf die massenbasierte MP-Konzentrationsangabe. Daher wird in dieser
Dissertation die quantitative "H-NMR Spektroskopie (QNMR) als eine alternative Methode
fur die MP-Analyse etabliert. Bei der qNMR-Methode handelt es sich um eine schnelle,
grollenunabhangige, massenbasierte Methode, welche als alternative MP-Analytik
angewendet werden kann und Potential zur Routineanalytik aufweist. Am Beispiel von
LDPE, PET und PS erfolgte der Konzeptnachweis (Kapitel 2). Zusatzlich wurden PVC, PA
und ABS Partikel getestet, um die wichtigsten Polymertypen fur die MP-Analyse
abzudecken (Kapitel 3). Am Beispiel von PET, PVC und PS wurde Uberprtft, ob die gNMR-
Methode auch auf die kosteneffektivere NoD-Methode Ubertragbar ist (Kapitel 4). Die
Ergebnisse der Validierung beider Methoden (1D und NoD) zeigen, dass die
Quantifizierung von MP-Partikeln mittels gNMR nicht nur prinzipiell mdglich ist, sondern
auch eine hohe Richtigkeit (88.0 - 110 %) aufweist und die Nachweisgrenzen (1 - 84 pg) im
umweltrelevanten Bereich liegen. Weiterhin wurde Uberprtft, ob sich nicht nur Hochfeld-
Gerate fur die MP-Analyse eignen, sondern auch niedrigauflésende Benchtop-Gerate,
welche in Anschaffung und Unterhalt wesentlich kosteneffektiver sind. Durch Erhéhung der
Messzeit von auf ca. 30 min fur PET und PS und auf ca. 140 min fur PVC konnte die
geringere Messfrequenz ausgeglichen werden (Kapitel 4). Um die Frage modglicher
Matrixeffekte von Umweltproben zu behandeln, wurden darliber hinaus eben solche
Matrixeffekte sowie Wiederfindungsraten von PET-Fasern bei Anwendung einer speziell fir
die gqNMR-Methode optimierten Probenvorbereitung in Gegenwart von Modellmatrices
bestimmt (Kapitel 5). Es konnte gezeigt werden, dass die Umweltmatrices die quantitative
Analyse nicht stéren und die speziell fur die gNMR Analytik entwickelte Probenvorbereitung,
mit Wiederfindungsraten von > 80% fur die unterschiedlichen Umweltmatrices, angewendet
werden kann (Kapitel 5). Uber erste orientierende Untersuchungen zur simultanen

Bestimmung mehrerer Polymerarten in einer Probe wird abschlieRend berichtet (Kapitel 6).



Summary

Plastic, and so microplastics (MP), are globally present and represent an increasingly
significant problem for the environment. In order to understand the distribution and impact
of MP it is important to identify and quantify MP over a wide range of sizes and to ensure
comparability of studies. However, comparability of studies is made difficult or even
impossible by different MP concentration data. There still is a great need for research in the
field of size-independent, quantitative analysis of MP in environmental samples, especially
with regard to mass-based MP concentration information. Therefore, this thesis aims to
utilize quantitative "H-NMR spectroscopy (QNMR) as an alternative method in MP analysis.
The gNMR method is a size-independent, mass-based method which can be used as an
alternative for MP analysis and has potential for routine analysis. The proof-of-concept was
demonstrated for LDPE, PET and PS particles (Chapter 2). Additionally, PVC, PA, and ABS
particles were tested to cover the most important polymer types for MP-analysis (Chapter
3). Moreover, using PET, PVC and PS as examples it was examined whether the gNMR
method can also be transferred to the more cost-effective NoD method (Chapter 4). Results
of method validation of both methods (1D and NoD) show that quantification using the
gNMR method is not only possible in principle, but also shows high accuracy (88.0-110 %)
and detection limits (1 — 84 pug) that lie within the environmentally relevant range.
Furthermore, it was examined whether not only high-field instruments are suitable for MP
analysis, but also benchtop devices (low-field instruments), which are much more cost-
effective in purchase and maintenance. Increasing measurement times for PET and PS to
30 min and for PVC to 140 min, the lower measuring frequency especially concerning
resolving capacity could be compensated (Chapter 4). To address the question of potential
matrix effects of environmental samples, matrix effects and recovery rates of sample
preparation procedures, which have been developed specifically for the application of the
gNMR method were investigated using PET fibers as an example (Chapter 5). It could be
shown that environmental matrices do not interfere with the quantitative analysis of MP
using gNMR methods. Specific sample preparation methods developed for gNMR analysis
can be used with recovery rates > 80 % for different environmental matrices (Chapter 5).
Finally, first orienting investigations for the simultaneous determination of several polymer

types in one sample are reported (Chapter 6).
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Kapitel 1: Einleitung

Kapitel 1: Einleitung

Der Begriff Mikroplastik (MP) wurde erstmals im Jahr 2004 im Kontext von schmalen
Plastikfragmenten eingefiihrt und bezeichnet Plastikteilchen < 5 mm als MP-Partikel [1].
Aktuell wird zusatzlich vermehrt zwischen grotem MP (1-5 mm) und MP (1 ym - 1 mm)
unterschieden [2]. Eine Definition von MP wird durch die uneinheitliche GréRendefinition,
aber auch durch die Varietat an Formen (Kugelchen, Granulat, Fasern ...), Polymerarten

und Farben erschwert und ist zu diesem Zeitpunkt nicht einheitlich [3].

Plastik und damit einhergehend auch MP, ist mittlerweile global prasent und stellt ein
zunehmend signifikantes Problem flir die Umwelt dar. Schatzungen zufolge wird sich die
Plastikproduktion in den nachsten zwei Jahrzenten verdoppeln, bis 2050 sogar vervier-
fachen und in den Ozeanen wird die Masse an Plastik die Masse des globalen
Fischbestandes Ubertreffen [4, 5]. 35 % des Kunststoffverbrauchs in Deutschland werden
fur Verpackungen, 24 % im Baubereich, 9 % in Fahrzeugen, 6 % im Elektronikbereich und
26 % fur die Landwirtschaft, Spielwaren, Mébel und sonstiges eingesetzt [6]. Dabei nimmt
Polyethylen (PE) mit 27.5 % den gréften Anteil an der Verarbeitungsmenge von 12060
Tausend Tonnen im Jahr 2015 ein, dicht gefolgt von Polypropylen (PP) mit 16.7 % und
Polyvinylchlorid (PVC) mit 12.9 %. Polystyren (PS) erzielt einen Anteil von 5.4 %,
Polyethylenterephthalat (PET) von 5.5 %, Polyamide (PA) von 2.5 % und Acetonitril-
Butadien-Sytren (ABS, ASA, SAN) von 2.7 % [7]. Auch sollte der Anteil von synthetischen
Fasern, hauptsachlich PET und PA (Nylon), an der weltweiten Faserproduktion von ca. 60
% erwahnt werden, da die Textilindustrie auch einen hohen Beitrag zur Plastikproduktion
beitragt [8]. Die sechs wichtigsten Kunststofftypen sind somit PE, PP, PVC, PS, PET und
PA. Der weltweite Anstieg der Kunststoffproduktion ist nicht verwunderlich, da Kunststoffe
oftmals als Werkstoffe nach Mall bezeichnet werden und somit aufgrund ihrer
hervorragenden Eigenschaften bevorzugt verarbeitet werden [9]. Als Beispiel sei die
geringe Dichte von 0.8 - 2.2 g/cm?® zu nennen, weshalb Produkte aus Plastik im Vergleich
zu anderen Werkstoffen leichter sind. Auflerdem kdnnen Kunststoffe energiesparend
verarbeitet werden, da viele von ihnen thermisch verformbar (Verarbeitungsprozesse bis
250 °C) sind und einige Kunststoffsorten, wie beispielsweise Kautschuk, sind zudem
elastisch [10]. Ein weiterer Vorteil, welcher aufgefliihrt werden sollte, ist die Bestandigkeit

gegen verschiedenste Lésungsmittel,
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Sauren und Laugen [9]. Das Zufligen von Stabilisatoren, wie bei PVC, flhrt aulierdem

dazu, dass Plastik sogar lange Zeit bestandig gegen Umwelteinflisse ist [9].
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Mikroplastik in der Umwelt

Da 79 % des Plastikmulls auf Deponien verbracht oder in die Umwelt ausgetragen wird, ist
eine unmittelbare Konsequenz aus der wachsenden globalen Plastikproduktion, dass auch
der MP-Gehalt in der Umwelt signifikant steigt [5, 11]. Plastik zersetzt sich nur sehr
langsam, kann aber durch dul3ere Einflisse wie mechanische, chemische, photochemische
oder biologische Prozesse in immer kleinere Partikel zerfallen und dann als sekundares MP
eingestuft werden [12]. Die Vielfalt von sekundarem MP ist gro®, da es z.B. durch
Reifenabrieb, Fasern aus Waschgangen oder sonstigem  Abrieb  von
Gebrauchsgegenstanden in die Umwelt eingetragen werden kann und somit auf keine
Partikelform oder Polymertyp beschrankt ist [13—15]. Neben dem sekundaren MP werden
MP-Partikel, welche direkt als solche in die Umwelt gelangen, beispielsweise in Form von
Pellets oder Reinigungsperlen in Kosmetikartikeln, als primares MP eingeordnet.

Bei einem Waschgang

tik

mit MP haltigen Peelings Primdres 1=
Mikroplastik U :2:;:!;1;::
kénnen beispielsweise 4 :]
H o‘n%a — %:?’ o%_:
bis zu 94000 MP- Jo2°°
Partikel in die Umwelt L /
eingetragen werden @ =
g g V —’w /' PET-Flaschen
[16]. Noch groRer kann &E =an Klaranlage & verpackungen
in)
der Eintrag von MP- mu;Eltm
\

Partikeln pro
Waschgang in die

Sekundédres
Mikroplastik

Umwelt von Textilien

sein — bis zu 700000
Fasern pro Waschgang d A
[17]. Die  groRte &op %’

Eintragsquelle von MP Abbildung 1: schematische Ubersicht iiber die Eintragswege von MP in die
. . . Umwelt. https://gesundezwerge.de/mikroplastik-die-unsichtbare-gefahr/ zuletzt
in die Umwelt ist aufgerufen am 24.08.2020

allerdings laut einer

norwegischen Umweltbehérde der Reifenabrieb auf StralRen [14]. Allerdings sind die
Eintragswege von MP vielféltig. Zudem gelangt MP in die FlieRgewasser durch
verschiedenste Quellen wie Industrie, Klarschlamm, private Haushalte und

Verpackungsmull [18] (siehe Abbildung 1). Und die FlieRgewasser wiederum sind eine der
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wichtigsten Eintragsquellen von MP flr die marinen Systeme [18, 19]. MP konnte bereits in
der Wasserphase, Sediment und Organismen in marinen sowie aquatischen Systemen und
terrestrischen Boden nachgewiesen werden [20, 21]. Im Sediment der Elbe, Mosel, Neckar
und Rhein konnten zwischen 34-64 MP-Partikel pro Kilogramm Trockengewicht beobachtet
werden [20]. Das Vorkommen von MP in den unterschiedlichsten Regionen und Bereichen
wird unter anderem durch seine geringe Grdlke beglnstigt. Transportwege durch
Niederschlage, Verwehungen und Uberschwemmungen verteilen MP auf der ganzen Welt,
unter anderem auch in die Arktis und Antarktis [19, 22—24]. In einem abgelegenen Bergsee,
dem Lake Hovsgol, ist der durchschnittliche MP-Gehalt von 20264 MP Partikeln pro km?
(Ufer) wesentlich hdher als der MP-Gehalt von starker besiedelten Seen wie dem Lake
Huron oder Lake Superior [25].

Trotz der weiten Verbreitung von MP sind die Transportwege und Auswirkungen auf
Organismen bis zu diesem Zeitpunkt noch nicht hinreichend untersucht oder bekannt. Klar
ist jedoch, dass sich in der geringen Grolie der MP-Partikel eine Gefahr flr die Umwelt
verbirgt, da die MP-Partikel von Organismen aufgenommen werden kdnnen, ein Vollegefihl
vorgetauscht wird und dies im schlimmsten Fall zum Tod der Organismen fiihren kann [22,
26]. Ein weiterer wichtiger Aspekt neben der Grolie ist die Form der MP-Partikel. Frydkjear
et al. haben regulare Partikel (Bsp. kugelformige Pellets) mit irregularen MP-Partikeln (Bsp.
Fragmente, Regranulate, Fasern) verglichen und herausgefunden, dass die irregularen
Partikel langer im Organismus verweilen und somit einen grdlReren negativen Effekt
ausuben konnen als die regularen Partikel [27, 28]. PET-Fasern bis zu einer Lange von
1400 uym und einem Durchmesser von 21.5 ym kdnnen von Daphnia magna aufgenommen
werden und zu einer erhdhten Sterblichkeit innerhalb von 48 h fihren [29]. Allerdings
weisen auch einige Studien darauf hin, dass MP-Partikel keinen signifikanten negativen
Einfluss auf die untersuchten Organismen, wie beispielsweise Daphnia magna haben [28].
Neben den mechanischen Eigenschaften kann auch der chemische Aspekt der MP-Partikel
einen negativen Effekt ausiben. Zu nennen ist dabei das Leaching, welches das Austreten
von toxischen, karzinogenen und/oder hormonaktiven Monomeren, sowie Additiven
beschreibt [30]. Auch ist eine Adsorption und Akkumulation von persistenten organischen
Schadstoffen an die MP-Partikel denkbar [31, 32]. Es besteht somit noch grofRer
Forschungsbedarf auf diesem Gebiet, wobei auch der Bereich des trophischen Transfers
bericksichtigt werden sollte. Insgesamt zeigt sich, dass flr ein vertieftes Verstandnis der
Risiken von MP fur Mensch und Umwelt die zuverlassige und exakte Identifizierung und

Quantifizierung von MP unerlasslich ist.
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Aktuelle Methoden in der MP-Analytik

Durch die Vielfalt der Polymertypen, deren teilweise stark unterschiedlichen Eigenschaften
wie Dichte und Chemikalienbestandigkeit, sowie die geringe Groflke der MP-Partikel wird
die MP-Analytik erschwert. Daraus ergibt sich eine Vielzahl an unterschiedlichen Methoden
fur die Probenvorbereitung und MP-Analyse. Durch diese Diversitat an Methoden ergibt
sich wiederum eine Fllle an unterschiedlichen MP-Konzentrationsangaben. Fr
Wasserproben beispielsweise werden Konzentrationsangaben von MP-Masse oder
Partikelanzahl pro m® und km? verwendet, fiir Sedimentproben ist die zuséatzliche Angabe
von MP-Masse oder Partikelanzahl relativ zum Trockengewicht gebrauchlich und fir
Biotaproben gibt es auch noch die zusatzliche Mdglichkeit der MP-Konzentrationsangabe
in MP-Masse oder Partikelanzahl pro Organismus [33]. Fur die Angabe der MP-Masse sind
auch mehrere Angaben gebrauchlich. Zum einen die Angabe als Gewichtsprozent in wt%
oder in mg MP pro Einheit Umweltprobe [34, 35]. Diese Diversitat steht oftmals einer
Vergleichbarkeit der Studien untereinander im Weg, welche aber wichtig und unerlasslich
fur die Untersuchung der Auswirkungen, Effekte und Transportwege von MP in der Umwelt
ist. Es besteht somit noch groRer Forschungsbedarf auf dem Gebiet der

Probenvorbereitung, aber vor allem auf dem Gebiet der MP-Analysemethoden.

Probenvorbereitung

Die Probenvorbereitung stellt fur die MP-Analytik einen entscheidenden Punkt dar, da das
Hauptaugenmerk auf dem Vorkommen von MP in der Umwelt liegt. Somit erschweren
Matrixeffekte, wie anorganische und organische Bestandteile aus den Umweltproben, die
Analyse oder machen diese gar unmdglich. Ein positiver Nebeneffekt der
Probenvorbereitung besteht darin, dass der MP-Gehalt in der Umweltprobe aufkonzentriert
wird und somit auch geringere Konzentrationen in der Umwelt erfasst werden kdnnen. Eine
Méglichkeit der Probenvorbereitung bietet die Dichteseparation. Anorganische Bestandteile
wie Sand und Sediment kédnnen von den MP-Partikeln aufgrund von Dichteunterschieden
abgetrennt werden [2, 36]. Explizit fiir diese Anwendung wurde ein Munich Plastic Sediment
Separator (MPSS) entwickelt, welcher ein Probenvolumen von bis zu 6 L aufnehmen kann
[37]. Oftmals wird eine NaCl-Losung mit einer Dichte von 1.20 kg/L verwendet, welche
allerdings PVC- und PET-Partikel aufgrund deren Dichte (1.38-1.41 kg/L) nicht von der
Matrix abtrennen kann [2]. Alternativ kann die umweltgefahrdendere ZnCl>-Lésung mit einer
Dichte von 1.7 kg/L verwendet werden [38]. Hinzu kommt, dass die Extraktionszeit von der

PartikelgroRe abhangt. Fur MP-Partikel mit einem Durchmesser von 2.6 ym kann die
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Dichteseparation bis zu 40 h betragen [39]. In vielen Fallen wird nach der Dichteseparation
ein weiterer zeitintensiver Schritt nachgeschaltet. Dieser ist besonders fir Umweltmatrices
wie Bdden, marine oder aquatische Organismen notwendig [40]. Es handelt sich dabei um
einen chemischen oder enzymatischen Aufschluss, welcher organische Matrixbestandteile
der Umweltproben entfernen soll. Fir den chemischen Aufschluss kdnnen Oxidationsmittel
wie Wasserstoffperoxid, starke Sauren oder Basen oder eine Mischung aus
Oxidationsmitteln und Sauren verwendet werden [2]. Die Chemikalien kdnnen jedoch einige
Polymertypen angreifen oder sogar auflésen, wodurch die Genauigkeit der Quantifizierung
der MP-Partikel durch die MP-Analyse stark beeintrachtigt wird [41]. Avio et al. nennen als
Grund fir geringe Wiederfindungsraten von 4 % flr aufgestockte Proben von PE bzw. PS-
Partikeln in Fisch-Magen-Darm-Trakten die Verwendung von 22.5 M Salpetersaure [42].
Auch kann der Aufschluss einen Einfluss auf die PartikelgroBe nehmen. Nuelle et al.
berichten, dass der 7-tagige Aufschluss mit einer 35%igen Wasserstoffperoxid-Lésung eine
signifikante Abnahme der Partikelgré3e von PE und PP-Partikeln (< 1 mm) zur Folge hat,
wohingegen die Aufschlusseffizienz der biologischen Matrix bei nur knapp 25 % lag [43].
Dahingehend stellt der enzymatische Aufschluss mittels Protease, Cellulase und/oder
Chitinase eine Alternative dar. Er greift die Polymere zwar nicht an, hat aber den Nachteil,
dass diese Methode bis zu zehnmal langer als der chemische Aufschluss dauert, welcher
teilweise selbst schon mehrere Tage in Anspruch nimmt [44]. Eine Alternative fur die MP-
Probenvorbereitung von verschiedensten Umweltproben bietet die Fest-Flissig-Extraktion.
Fuller und Gautam haben erstmals die Pressurized Liquid Extraction (PLE) fur die MP-
Probenvorbereitung beschrieben [45]. Als Losungsmittel eignen sich Dichlormethan (180
°C, 100 bar) oder Tetrahydrofuran (185 °C, 100 bar) um MP-Partikel aus Umweltproben zu
extrahieren [34, 45]. Ein entscheidender Vorteil der Methode besteht darin, dass nicht
unbedingt eine Vorbehandlung der Umweltmatrix notwendig ist. Steinmetz et al. konnten
zeigen, dass die Flussig-Extraktion mittels Trichlorbenzen fur PE, PP und PS-Partikel die
héchsten Wiederfindungsraten liefert, wenn keine Vorbehandlung der organischen Matrix
(Bdden) erfolgt [46]. AuRerdem handelt es sich bei der Fest-Fllssig-Extraktion auch um
eine schnelle Methode, da die MP-Partikel in weniger als 7 h aus einer Probe automatisiert
extrahiert und analysiert werden konnen [34]. Die Einschrankung der Methode besteht
darin, dass sie nur fir massenbasierte Analyse-Techniken geeignet ist, da die MP-Partikel

geldst vorliegen und somit ein Auszahlen der Partikel nicht mehr mdglich ist.
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Analysemethoden

Die MP-Analytik kann in zwei Hauptgruppen von Analysemethoden unterteilt werden. Zum
einen in die Auszdhlmethode, bei der die MP Konzentration als Partikelanzahl in der Probe
angegeben wird. Dazu zahlen die oftmals eingesetzten schwingungsspektroskopischen
FTIR- oder Raman-Methoden. Zum anderen wird bei massenbasierten Methoden die MP
Konzentration beispielsweise in mg pro Probe angegeben. Dazu =zahlen die
thermoanalytischen Methoden mittels gaschromatographischer Auftrennung wie die
Pyrolyse-GC-MS (Py-GC-MS), die Thermoextraktionsdesorption-GC-MS (TED-GC-MS)
und die Thermogravimetrische-GC-MS (TGA-GC-MS). Bei den GC-MS-Untersuchungen
handelt es sich generell um eine relativ schnelle (< 3h), gréllenunabhangige,
automatisierbare Quantifizierungsmethode [47, 48]. Ein limitierender Faktor ist, dass es sich
um eine destruktive Methode handelt, bei der die PartikelgroRe nicht erfasst wird. Ein
weiterer  kritischer Punkt ist die Robustheit der Methode, da spezifische
Dekompositionsprodukte als Marker fur die Identifizierung und Quantifizierung verwendet
werden, welche sich von der storenden Matrix unterscheiden miussen [49, 50]. Auch haben
FTIR- und Raman-Spektroskopie Vor- und Nachteile. Ein Vorteil begriindet sich darin, dass
die Partikel direkt auf dem Filter identifiziert und zuséatzlich eine Grofieninformation des
Partikels erhalten werden kann [47]. Als Nachteil wird oftmals angemerkt, dass es sich um
eine sehr zeitintensive Methode handelt, bei der eine Messung bis zu mehreren Tagen
dauern kann [47, 51]. Bei Verwendung von Abrastermethoden sind hingegen mittlerweile
Messungen mit < 9 h moglich [47]. Ein weiterer Nachteil im Hinblick auf Umweltproben ist
die Anfalligkeit fur stdrende Matrixeffekte. Aufgrund von Signalluberlagerungen, welche von
organischen Matrixbestandteilen auf dem entsprechenden Partikel resultieren, kann eine
Fehlidentifizierung oder Missklassifikation des Partikels bei der FTIR-Spektroskopie
erfolgen [52, 53]. Der limitierende Faktor ist allerdings die Grdlkenabhangigkeit beider
Methoden. Mittels FTIR-Spektroskopie kédnnen nur MP-Partikel zwischen 20-500 um und
mittels Raman-Spektroskopie Partikel bis zu einer minmalen Grof3e von 1 ym identifiziert
werden [54].

Neben den bereits genannten spektroskopischen und thermoanalytischen Methoden bieten
auch andere Analysemethoden eine Moglichkeit, MP-Partikel zu identifizieren und zu
quantifizieren. Als Beispiel kann die Rasterelektronenmikroskopie, welche in die Gruppe
der Auszahlmethoden eingestuft werden kann, aufgefihrt werden. Es handelt sich dabei
um eine Methode, bei der der Fokus auf der Partikelform und Oberflachenbeschaffenheit

der MP-Partikel liegt [55]. Eine weitere Analysetechnik, welche zur MP-Detektion
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angewendet werden kann, ist die Hochtemperatur-Gelpermeationschromatographie mit
Infrarotdetektion, welche zu den massenbasierten Methoden gezahlt werden kann [56].
Hintersteiner et al. konnten zeigen, dass damit eine Quantifizierung von PE-Partikeln in

Kdrperpflegeprodukten mit hohen Wiederfindungsraten von 92-96 % mdglich ist [56].

'"H-NMR Spektroskopie

Obwohl sie bis zum Beginn dieser Arbeiten von keiner Forschungsgruppe weltweit im
Bereich der MP-Analytik eingesetzt wurde, sollte sich die quantitative 'H-NMR
Spektroskopie grundsatzlich fiur die MP-Analytik eignen. Dabei steht NMR fir Nuclear
Magnetic Resonance und beruht auf dem Phanomen des Kernspins, welches unabhangig
von Felix Bloch und Edward Mills Purcell 1946 nachgewiesen und zu analytischen Zwecken
verwendet wurde, woflr sie im Jahr 1952 den Nobelpreis fir Physik erhielten [57]. Die
magnetische Eigenschaft des Kernspins entsteht durch die Eigendrehung der Kerne um
eine innere Achse, wodurch Ladungen bewegt werden, woraus ein magnetisches Feld
resultiert [57]. Allerdings weisen nicht alle Atomkerne diesen Drehimpuls p auf, welcher
durch das gyromagnetische Verhaltnis y mit dem magnetischen Moment u im
proportionalen Verhaltnis steht (Gleichung 1) [57]. Bei g,g-Kernen, also Kernen mit einer
geraden Protonen- und Neutronenzahl (bsp. '°C) ist das magnetische Moment g = 0 und
diese Kerne sind somit nicht fir die NMR-Spektroskopie geeignet [58]. Hingegen sind g,u-

u,g- und u,u-Kerne wie beispielsweise 'H, '*C oder '°F NMR-aktiv [58].
u=yp (Gleichung 1)

Je hdéher das gyromagnetische Verhaltnis und die naturliche Haufigkeit des Atomkerns,
desto empfindlicher und einfacher sind diese Isotope zu spektroskopieren [57]. Fir das
natlrliche Wasserstoffisotop 'H sind beide Bedingungen am idealsten erflllt (99.985 %
naturliche Haufigkeit, 26.75 gyromagnetisches Verhaltnis), weshalb dieser Atomkern fur die
quantitative NMR-Spektroskopie (QNMR) am geeignetsten ist und im Folgenden genauer
betrachtet wird [58, 59]. Grundvoraussetzung flr eine Spektroskopie-Art ist, dass
mindestens zwei Energieniveaus vorhanden sind und sich ein Ubergang zwischen den
Energieniveaus durch die Absorption elektromagnetischer Strahlung geeigneter Energie
bewerkstelligen lasst. Im Fall des 'H-Kerns handelt es sich um zwei Energieniveaus, die
energetisch ungtinstigere antiparallele Stellung des Spins zum auferen Magnetfeld und die
energetisch glinstigere parallele Stellung. Das magnetische Moment p ist nicht statisch,

sondern prazediert dabei auf zwei Kegeloberflachen [57]. Das Besetzungs-Verhaltnis
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zwischen parallel und antiparallel kann durch die Boltzmann-Verteilung beschrieben
werden (Gleichung 2). Da der Energieunterschied AE fir 'H-Kerne im Ultra-Kurz-
Wellenbereich liegt und somit im Vergleich zur mittleren Energie der Warmebewegung (kT)
sehr klein ist, sind die Niveaus fast gleichbesetzt [57]. AE ist mit 102 kJ/mol im Vergleich
zur Ultraviolettstrahlung (A=200 nm) mit ca. 600 kJ/mol sehr klein. Der energiedrmere
Zustand ist gerade mal im ppm-Bereich im Uberschuss besetzt. Fiir eine Messfrequenz von
Bo = 60 MHz ergibt sich nach Gleichung 2 ein Besetzungsunterschied von 0.9999904 und
fur Bo = 300 MHz bereits von 0.99995 [57]. Aufgrund des geringen Energie- und
Besetzungsunterschieds bendtigt die NMR-Spektroskopie eine sehr empfindliche
Elektronik, ist im Umkehrschluss dazu aber auch eine sehr schonende und zerstérungsfreie
Methode.

—AE

N i == .
antiparallel _ ekl ~ 1— Y hB, (Glelchung 2)
Nparallel kT

Als Signal wird die Energieabsorption gemessen, da diese aufgrund des
Besetzungsuberschusses im energiearmeren Zustand uberwiegt [57]. Zur Resonanz
kommt es, wenn die eingestrahlte Radiowelle (Zusatzfeld B1) die gleiche Frequenz wie die
Prazessionsbewegung des Kernspins hat (Lamorfrequenz v.). Da der Energieunterschied
AE proportional zur magnetischen Flussdichte B ist, ist die Resonanzfrequenz umso hdher,
je starker das angelegte Magnetfeld By ist (Gleichung 3) [57].

AE = vih = rh B, (Gleichung 3)

21

Die Messfrequenz hat einen proportionalen Einfluss auf die Resonanzbedingung der beiden
Kern-Zustande, aber auch auf die Signalintensitat (Empfindlichkeit < Bo?) [60]. Die
Signalintensitdt kann am besten durch das Signal-zu-Rausch-Verhaltnis (SNR)
beschrieben werden, welches von der Feldstarke und von der Scananzahl n abhangt
(Gleichung 4) [61].

_Signal BE\/ﬁ (Gleichung 4)

Rauschen

Ein besseres SNR-Verhaltnis kann somit durch eine héhere Scananzahl, und somit einer
langeren Messzeit, oder durch eine hdhere Feldstarke realisiert werden. Daraus wird
ersichtlich, dass die Messfrequenz einen Einfluss auf die Empfindlichkeit der Methode hat,
was unter anderem den Trend der letzten Jahre zu immer grof3eren Feldstarken bis hin zu
1 GHz-NMR-Geraten erklart [60]. Diese Hochfeld-Gerate, zu denen Spektrometer mit einer

Messfrequenz ab 300 MHz zahlen, sind eine von zwei NMR-Gerateklassen. Bei der
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anderen Klasse handelt es sich um Niedrigfeld-Gerate, zu denen Spektrometer mit einer
Messfrequenz bis zu 100 MHz zahlen, welche in den letzten 10 Jahren einen erheblichen
Entwicklungsschub vorzuweisen haben [60, 61]. Letztgenannte Spektrometer werden auch
Benchtop-Gerate genannt, da sie im Vergleich zu den Hochfeld-Geraten durch Verwendung
von Permanentmagneten, die ohne eine kostspielige Helium- und Stickstoff-Kuhlung far
den Magneten auskommen, sehr kompakt gebaut werden kdnnen [61, 62]. Die geringe
Messfrequenz begrindet den wesentlichen Nachteil der Benchtop-Gerate in Bezug auf die
geringere Empfindlichkeit und Auflésung der Spektren, wobei dieser Nachteil durch eine
Erhdhung der Homogenitat des Magnetfelds und der Messzeit teilweise oder ganz

kompensiert werden kann [61].

Identifizierung und Quantifizierung

Neben der Grundvoraussetzung, dass die H-Kerne resonanzfahig sind, ist fir eine
spektroskopische Analysemethode auch entscheidend, dass 'H-Kerne in einer
unterschiedlichen chemischen Umgebung auch verschiedene Resonanzfrequenzen
aufweisen. Dies ist bei der NMR-Spektroskopie gegeben, da die Protonen in chemischen
Verbindungen von den Elektronen und anderen Atomen der Molekule umgeben sind,
woraus ein entgegengerichtetes Magnetfeld resultiert [57]. Dies wird als Abschirmung ¢
bezeichnet, da dadurch das am Kernort wirkende effektive Magnetfeld Be# stets verringert
wird (Gleichung 5) [57]. Somit wird B+ umso kleiner, je groRer die Abschirmung o ist und

daraus ergibt sich, dass bei konstantem Bo-Feld die Frequenz v abnehmen muss [58].
Besr=(1— 0) By (Gleichung 5)

Die Resonanzfrequenz ist zum magnetischen Feld Bound zum Abschirmungsterm (1 — o)
proportional [63]. Da die magnetische Resonanz mit den Messbedingungen (magnetisches
Feld) verknlpft ist, handelt es sich um keine spezifische kerneigene GroRe [58]. Um
dennoch die NMR-Spektren untereinander vergleichen zu kdnnen, wird zundchst eine
Frequenzdifferenz  zwischen Substanz und einer Referenzsubstanz (meist
Tetramethlysilan) gemessen und eine dimensionslose Grélke &, die chemische
Verschiebung, eingefihrt (Gleichung 6) [57]. Auf dieser Proportionalitatsbeziehung
zwischen magnetischem Feld und der magnetischen Resonanz begriinden sich die
Auflésungsunterschiede zwischen den einzelnen NMR-Geraten mit unterschiedlichen
Feldstarken. Bei einem 80 MHz-Gerat betragt die Differenz von 46 = 1 ppm 80 Hz und zum
Vergleich bei einem 500 MHz-Gerat bereits 500 Hz (siehe Gleichung 6) [62, 63].

__ Vsubstanz™ VReferenz [HZ] .
Ssubstanz [pPM] = (Gleichung 6)
Vspektrometer [MHZ]

-10 -
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Die charakteristische GréRRe der chemischen Verschiebung, aber auch die Signalform, sind
zwei wichtige Informationen, welche fur die qualitative Analyse von Verbindungen
herangezogen werden. Neben diesen Informationen enthalt das NMR-Spektrum eine
weitere Information, welche fir die quantitative Analyse entscheidend ist. Dabei handelt es
sich um die Intensitdt des gemessenen Signals, welche proportional zur Gesamtzahl der
Spins und folglich daraus auch proportional zur Konzentration des Analyten in der Probe ist
[59, 64]. Auf diesem Proportionalitatsverhaltnis beruht das Prinzip der quantitativen NMR-
Spektroskopie. Im Gegensatz zur qualitativen NMR-Spektroskopie ist die quantitative NMR-
Spektroskopie erst in den letzten zehn Jahren in den Fokus der quantitativen Analytik
geruckt. Die Methode wird bereits vermehrt auf den Gebieten der Metabolitenforschung,
Forensik, Drogen- und Umwelttoxizitat eingesetzt, da sie eine prazise Methode mit hoher
Genauigkeit darstellt [65—-67]. Definitionsgemal’ handelt es sich bei der quantitativen NMR-
Spektroskopie (QNMR) um eine spezielle Anwendung der 'H-NMR-Spektroskopie an
flissigen Proben [59, 65]. Dies impliziert, dass die Analyten in Lésung gebracht werden
mussen, woflr standardmaRig deuterierte (°H) Losungsmittel verwendet werden. Zum
einen besteht der Vorteil von deuterierten Losungsmitteln darin, dass das Signal zum
Stabilisieren und ,locken“ des Magnetfeldes und Systems verwendet wird [68]. Zum
anderen wird das Losungsmittelsignal bis auf die Restprotonen fast vollstandig unterdrickt
und uberlagert oder unterdrickt somit keines der moglichen Analytsignale, wodurch eine
geringere Konzentration des Analyten erfasst werden kann [68, 69]. Der Nachteil von
deuterierten Losungsmitteln ist allerdings der Kostenfaktor, da diese im Vergleich zu den
nicht-deuterierten Losungsmitteln wesentlich teurer sind [68]. Daher geht der Trend,
welcher aufgrund der Weiterentwicklung der NMR-Spektrometer moéglich ist, in letzter Zeit
vermehrt in Richtung sogenannter NoD-Experimente, bei denen anstatt der deuterierten
Lésungsmittel die nicht-deuterierte Variante verwendet werden kann [68, 70]. Fir beide
Varianten, ob mit deuterierten oder nicht-deuterierten Ldsungsmitteln, gilt, dass die
Analyten vollstandig gel6st vorliegen missen, damit eine quantitative Analyse mdglich ist.
Bezogen auf die MP-Analytik mittels qNMR-Spektroskopie bedeutet dies, dass auch die
MP-Partikel in einem geeigneten Losungsmittel vollstandig geldst vorliegen mussen. In der
Literatur sind bereits einige Losungsmittel beschrieben, in denen sich verschiedenste
Polymere I6sen, die daher auch mittels "H-NMR-Spektroskopie identifiziert werden konnten
[71].

-11 -
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Motivation und Zielsetzung

Mikroplastik ist global prasent und wird aufgrund der steigenden Plastikproduktion sowie
seiner Langlebigkeit auch noch lange Zeit in der Umwelt verweilen. Die genauen
Eintragswege, Effekte und Auswirkungen von MP auf die Umwelt sind noch nicht
hinreichend geklart. Um diese Wissenslicken zu minimieren ist es wichtig, eine
Vergleichbarkeit und Vereinheitlichung von Forschungsergebnissen zu gewahrleisten [72].
Dies wird neben der uneinheitlichen und teilweise sehr zeitintensiven Probenvorbereitung,
welche nicht immer alle Polymertypen simultan erfasst, sowie durch uneinheitliche MP-
Konzentrationsangaben erschwert oder sogar unmdglich gemacht. Es wird zunehmend
darauf hingewiesen, dass eine massenbasierte MP-Konzentrationsangabe fir die
Vereinheitlichung der Messergebnisse genauso oder sogar wichtiger als die
Auszahlmethode ist [2, 33, 47]. Des Weiteren ist in diesem Zusammenhang die Entwicklung
einer oder mehrerer Routineanalytiken wichtig, da so schnell grofiere Datenmengen erfasst
und somit die MP-Verteilung hinsichtlich zeitlicher und raumlicher Ausbreitung besser
untersucht werden kann [47]. Als Forschungsschwerpunkt wird in vielen Reviews oder auch
in der WHO Studie ,Microplastics in drinking-water” die MP-Analytik im Zusammenhang mit
dem Fehlen von qualitatsgesicherten Methoden hervorgehoben [47, 52, 72—74]. Das Ziel
sollte daher eine kostengunstige und zeitsparende Probenvorbereitung von verschiedenen
Umweltmatrices in marinen oder limnischen Systemen, sowie die Standardisierung und
Validierung von Methoden fur die Identifizierung und Quantifizierung von MP sein, um eine

Vergleichbarkeit der Studien zu gewahrleisten [41, 47, 72].

Auf dieser Grundlage sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit eine alternative
Identifizierungs- sowie Quantifizierungsmethode von MP mittels quantitativer 'H-NMR-
Spektroskopie entwickelt werden. Das Ziel dieser Arbeit war daher die Entwicklung,
Validierung und Optimierung einer MP-Analytik mittels gqNMR, welche eine schnelle,
gréRenunabhangige, massenbasierte Quantifizierung von MP in Umweltmatrices
ermdglichen soll. Die Methode sollte fur solche MP-Polymerarten entwickelt und validiert
werden, welche hauptsachlich in der Umwelt vorkommen. Koelmans et al. haben in einem
Review aus 32 globalen Studien eine Abstufung der am haufigsten vorkommen MP-
Polymertypen in aquatischen Gewassern erstellt. Am haufigsten werden PE = PP > PS >
PVC > PET > PA und Polymere mit Acryleinheiten detektiert [72]. Daher sollte der Fokus
der Arbeit auf diese Polymertypen gelegt werden.

-12 -
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Konzept und Aufbau der Arbeit

Der erste Teil dieser Arbeit enthalt eine allgemeine Einleitung (Kapitel 1). Darauf folgt der
kumulative Teil, welcher die verodffentlichten Fachartikel (Kapitel 2, 3 & 5) und den Artikel in
Bearbeitung (Kapitel 4) beinhaltet. AbschlieRend erfolgt eine allgemeine Diskussion der
Ergebnisse des kumulativen Teils dieser Arbeit sowie ein Ausblick (Kapitel 6). Das Konzept

und der Aufbau des kumulativen Teils sind schematisch in Abbildung 2 dargestellit.

Im einleitenden Teil (Kapitel 1) wird das Thema Mikroplastik in der Umwelt und die
aktuellen Analysemethoden behandelt. Dabei wird auf den aktuellen Stand der Forschung
sowie die bestehenden Probleme in der MP-Analytik eingegangen und die Grundlagen der
"H-gNMR Spektroskopie als mogliche alternative MP-Analytik vorgestellt. Im kumulativen
Teil wird die Ubergeordnete Fragestellung, ob sich die qNMR-Spektroskopie fir die MP-
Analyse eignet, betrachtet. Dazu wird in den Kapiteln 2 & 3 geklart, ob eine
Probenvorbereitung, also das Lésen der verschiedenen MP-Arten in einem geeigneten
deuterierten Lésungsmittel, und somit die Analyse von MP mittels gNMR grundsétzlich
mdglich ist. Kapitel 2 & 3 behandeln ebenso die weiterflhrende Frage, ob eine
Identifizierung und Quantifizierung von MP mittels gNMR zu akzeptablen Ergebnissen im
Hinblick auf Umweltuntersuchungen fihrt. Im Sinne eines proof-of-concept wird zunachst
in Kapitel 2 fir LDPE, PET und PS eine Methodenvalidierung unter Berlicksichtigung der
Richtigkeit, Prazision, Linearitat sowie Nachweisgrenzen der Methode mittels Modellproben
durchgefuhrt. In Kapitel 3 wird die Methodenvalidierung auf drei weitere Polymerarten
(PVC, ABS und PA) ausgeweitet um die Breite der Anwendbarkeit der Methode fur die am
haufigsten detektierten MP-Polymertypen zu unterstreichen. Im Hinblick auf eine
Anwendung als Routineanalytik wird am Beispiel von PET, PVC und PS in Kapitel 4
Uberprift, ob die MP-Methode auch im Hinblick auf Kosteneffizienz weiterentwickelt werden
kann. Dazu wird getestet, ob die kostengunstigeren, niedrigauflésenden Benchtop-Gerate
sowie NoD-Experimente, welche ohne die kostenintensiveren, deuterierten Losungsmittel
auskommen, vergleichbare Ergebnisse liefern. Des Weiteren wird in Kapitel 5 die
Anwendbarkeit der Methode auf Umweltproben untersucht. Am Beispiel von PET-Fasern
wird eine Probenvorbereitung speziell fur die gNMR-Analytik von MP-Partikeln entwickelt,
optimiert und validiert. AuRerdem sollte die Frage geklart werden, ob resultierende
Matrixeffekte von Umweltmodellproben (Sediment-, Wasser- und Biota-Matrix) die

massenbasierte Quantifizierung von MP in Umweltproben stéren.
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Abschlie3end soll im letzten Teil dieser Arbeit die Ubergeordnete Fragestellung, ob sich die
gNMR-Spektroskopie fir die MP-Analyse eignet, geklart werden. Dazu werden die
Ergebnisse aus Kapitel 2-5 zusammenfassend in einer Gesamtdiskussion betrachtet und
zusatzlich erste Erkenntnisse bezlglich einer simultanen Bestimmung mehrerer
Polymerarten aus einer Probe vorgestellt, bevor nach einer Schlussfolgerung ein Ausblick

auf weitere Entwicklungsmadglichkeiten des Forschungsgebietes erfolgt (Kapitel 6).
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MP-Analyse mittels qNMR?
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des Konzepts und Aufbaus des kumulativen Teils der Arbeit.
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Kapitel 2

The first application of quantitative 'H NMR spectroscopy
as a simple and fast method of identification and

quantification of microplastic particles (PE, PET, and PS)

Dieses Kapitel soll im Sinne eines proof-of-concept die Frage klaren, ob eine Identifizierung
und Quantifizierung von Mikroplastik mittels gNMR-Spektroskopie Uberhaupt mdglich ist.
Dazu wurden zunachst drei Polymerarten LDPE, PET und PS getestet. Ein entscheidender
Schritt bestand darin, ein geeignetes Losungsmittel fir die drei Polymertypen zu finden.
Mittels Kalibriergeradenmethode und Modellproben erfolgte eine Methodenvalidierung
hinsichtlich Richtigkeit, Prazision, Linearitat und Nachweisgrenze der verschiedenen

Polymere.

Dieses Kapitel basiert auf der folgenden Verdffentlichung, welche durch meinen

Doktorvater mitverfasst wurde. Die bibliografischen Details einschlieflich aller Autoren sind:

Peez N., Janiska M.-C., Imhof W. 2019. The first application of quantitative 'H NMR
spectroscopy as a simple and fast method of identification and quantification of microplastic
particles (PE, PET, and PS). Anal. Bioanal. Chem., 411, 823-833. Paper in Forefront.

Mein Beitrag zu diesem Artikel beinhaltet die Planung und Durchfihrung der Experimente.
Im Rahmen einer Masterarbeit wurden die LDPE-Experimente mit Frau Janiska zusammen
durchgefuhrt. Des Weiteren erfolgten eigenstandig die Literaturrecherche, Auswertung und
Diskussion der Ergebnisse, Erstellung des Manuskripts sowie der Tabellen und
Abbildungen. Eine vollstandige Kopie des Fachartikels ist diesem Kapitel beigefugt. Der
Eigenanteil betragt ca. 90 %.
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Note by the author: This chapter is based on the following journal publication. Due to
copyright issues, the text of the chapter was replaced by the reference information. Thus,
the interested reader is kindly asked to read the published paper via the following reference:
DOI: 10.1007/s00216-018-1510-z

Abstract:

Microplastic (0.001-5 mm) is a serious problem for the environment and is globally
distributed. It has been detected in marine and limnic waters as well as in organisms. Until
now, microplastic (MP) particles in environmental samples are mainly identified by Fourier
transform infrared (FTIR) or Raman spectroscopy. Usually, for quantitative detection, time-
consuming counting of MP particles in the sample is described. Therefore, a great need for
research in the field of size-independent quantitative analysis of MP particles is evident. We
present herein the application of quantitative 1H NMR spectroscopy (QNMR) as a new
method for the qualitative and quantitative analysis of MP in solution. Polyethylene (PE)
granules with a size distribution of <300 n m, polyethylene terephthalate (PET) fibers with
a length of approx. 500 » m, and polystyrene (PS) beads with a size distribution of 0.5—1
mm were qualitatively and quantitatively analyzed as prototypical MP particles in model
samples using a calibration curve method. As internal standard, the residual proton signal
of the deuterated solvent was used. For all polymer types, linearity of the method is > 0.994
R2, and the precision is in the range of 99.4-99.9%. The limit of detection (LOD) is in the
range of 19-21 n g/mL and the limit of the quantification (LOQ) is in the range of 74-85
mg/mL, so the LOD and LOQ are observed in an environmentally relevant size. In this work,
we therefore show that size-independent qualitative and quantitative determination of

microplastic particles in model samples using qNMR is possible.
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Kapitel 3

Quantitative 'H-NMR spectroscopy as an Efficient Method
for Identification and Quantification of PVC, ABS and PA

Microparticles

Dieses Kapitel soll die breite Anwendbarkeit der Methode unterstreichen, indem die Frage
geklart wird, ob auch eine Identifizierung und Quantifizierung von PVC, ABS und PA
Mikropartikeln méglich ist. Ein entscheidender Schritt bestand darin, ein geeignetes
Losungsmittel flr die drei Polymertypen zu finden. Mittels Kalibriergeradenmethode und
Modellproben erfolgte eine Methodenvalidierung hinsichtlich Richtigkeit, Prazision,

Linearitdt und Nachweisgrenze der verschiedenen Polymere.

Dieses Kapitel basiert auf der folgenden Veréffentlichung, welche durch meinen

Doktorvater mitverfasst wurde. Die bibliografischen Details einschlief3lich aller Autoren sind:

Peez N., Imhof W. 2020. Quantitative '"H-NMR Spectroscopy as an Efficient Method for
Identification and Quantification of PVC, ABS and PA Microparticles. Analyst, 145, 5363-
5371.

Mein Beitrag zu diesem Artikel beinhaltet die Planung und Durchfiihrung der Experimente.
Des Weiteren erfolgten eigenstandig die Literaturrecherche, Auswertung und Diskussion
der Ergebnisse, Erstellung des Manuskripts sowie der Tabellen und Abbildungen. Eine
vollstandige Kopie des Fachartikels ist diesem Kapitel beigefugt. Der Eigenanteil betragt
ca. 95 %.
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Kapitel 3

Note by the author: This chapter is based on the following journal publication. Due to
copyright issues, the text of the chapter was replaced by the reference information. Thus,
the interested reader is kindly asked to read the published paper via the following reference:
DOI: 10.1039/DOANO0879F

Abstract:

As an extension of the new, size-independent, fast and easy quantitative 1H-NMR (qQNMR)
spectroscopy as an alternative method for microplastic (MP) analysis we herein present the
possibility to analyze three environmentally highly relevant MP particles by gNMR
spectroscopy. The investigations cover polyvinyl chloride (PVC) powder with a size <50
m, acrylonitrile butadiene styrene (ABS) granules with a size distribution of 100-300 u m,
and polyamide (PA) fibres with a length of approx. 500 1 m and a diameter of approx. 20—
30 u m. For quantification, the integration method or the peak-fitting method combined with
the calibration curve method was used. Linearity above 0.99R2, precision of 99.1-99.9%
and accuracy of 95.6-110% for all three polymer types demonstrate the high analytical

potential of the method. Moreover, the limit of detection (40-84 .. g mL-1) for all polymer

types is in the lower environmentally relevant range.
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Kapitel 4

Kapitel 4

Applicable and cost-efficient microplastic analysis by
quantitative 'H-NMR-Spectroscopy using benchtop NMR
and NoD methods

Im Hinblick auf eine mogliche Anwendung als Routineanalytik wird in diesem Kapitel am
Beispiel von PET, PVC und PS uberprift, ob die MP-Methode auch kosteneffizienter als in
den Kapiteln 2 & 3 beschrieben gestaltet werden kann. Dazu wurde getestet, ob die
kostengtinstigeren, niedrigaufldosenden Benchtop-Gerate sowie NoD-Experimente, welche
ohne die kostenintensiveren, deuterierten Losungsmittel auskommen, vergleichbare

Ergebnisse liefern.

Dieses Kapitel basiert auf folgendem Manuskript, welches durch meinen Doktorvater und
Mitarbeiter der Firma Magritek mitverfasst wurde. Die bibliografischen Details einschlief3lich

aller Autoren sind:

Peez N., Rinesch T., Kolz J., Imhof W. 2020. Applicable and cost-efficient microplastic
analysis by quantitative "H-NMR-Spectroscopy using benchtop NMR and NoD methods.

Manuskript in Uberarbeitung fir Magn. Reson. Chem.

Mein Beitrag zu diesem Artikel beinhaltet die Planung der Benchtop- und NoD-Experimente
sowie die Durchfuhrung der NoD-Exerpimente. Von der Firma Magritek wurden die
Benchtop-Experimente durchgefihrt und die Rohdaten zur Verfigung gestellt. Des
Weiteren erfolgten eigenstandig die Literaturrecherche, Auswertung und Diskussion der
Ergebnisse, Erstellung des Manuskripts sowie der Tabellen und Abbildungen. Eine
vollstdndige Kopie des Fachartikels ist diesem Kapitel beigefiigt. Der Eigenanteil betragt
ca. 80 %.
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Applicable and cost-efficient microplastic analysis by
quantitative 'TH-NMR spectroscopy using benchtop
NMR and NoD methods

Nadine Peez ?, Torsten Rinesch °, Jiirgen Kolz ® and Wolfgang Imhof ™

Institute of Integrated Natural Sciences, University Koblenz-Landau, Universitétsstr. 1, 56070 Koblenz,
Germany.
®Magritek GmbH, Philipsstr. 8, 52068 Aachen, Germany.

Abstract: The particular entry channels and physiological effects of microplastics (MP) on the
environment and humans are not yet sufficiently clear. To better understand these risks of MP
several gaps in research have to be closed. However, this requires methods for high sample
throughput in MP analysis and quantification that are cost and time-saving compared to
established methods. The use of low-field NMR-spectrometers (benchtop NMR) which are
considerably more cost-effective in terms of purchase and operating costs compared to high-
field NMR-spectrometers and the use of non-deuterated solvents (NoD method) lead to an
applicable and cost-efficient method for mass-based MP analysis. For benchtop NMR, limit of
detection for PVC, PET, and PS are in the same range as if a high-field NMR-spectrometer was
used for quantification (6 - 38 pug/mL). Moreover, it is shown for the first time that quantification
of PET, PVC and PS is also possible using NoD methods. In addition, dichloromethane is
successfully introduced as an internal standard instead of the residual solvent signal otherwise
used for MP analysis by qNMR. Detection limits for NoD methods are in the same range as if
deuterated solvents were used (3 — 43 ug/mL), and are therefore in the lower environmentally
relevant range.

Keywords: NMR, 'H, microplastics, NoD method, Benchtop NMR, quantification, LOD, gNMR

Introduction

Microplastic (MP) is globally present and has already been detected in all habitats
whether marine, aquatic systems like rivers, sediments, soils or organisms even in the
Arctic, Antarctica or in drinking waters.! This diversity in occurrence of MP particles is
favored by its small size (1 pm — 1 mm small MP, 1 — 5 mm large MP). Due to increasing
plastic production as well as the persistence of MP particles, they are proposed to remain
in the environment for a long time.? The particular entry channels and physiological
effects of MP on the environment and humans are not yet sufficiently clear. To better
understand the risks of MP - whether due to its chemical nature or particle size and shape
- for the environment and human health, several gaps in research have to be closed.>™
However, this requires methods in MP analysis, which can handle high sample
throughput.® Therefore, cost and time-saving MP analysis methods are necessary.
Among many other studies the WHO report “Microplastics in drinking-water” highlights
MP analysis as a priority research objective with regard to the lack of quality-assured
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analytical methods.>*®® Only recently, Primpke et al. published a review article
focussing on a critical assessment of analytical methods for the harmonized and cost-
efficient analysis of microplastics.® In this review it is emphasized that in the near future
fast and cost-effective identification and quantification methods for MP analysis are
necessary.’ This is underlined with the example of an administrative regulation for the
control of drinking water in California (United States of America) until July 1%, 2021.°
Quantification methods for MP particles can be divided into two main groups. On the
one hand, there are counting methods including spectroscopic methods such as FTIR or
Raman. The main advantage of this methods is, that they are non-destructive and
therefore particle sizes can be measured. However, there is also the disadvantage, that
the measurement can take up to several days.>® On the other hand, there are mass-based
MP quantification methods such as the increasingly used thermoanalytical methods. One
of the most mentioned disadvantages of mass-based methods is the loss of size
information of MP particles. Especially for thermoanalytical methods another
disadvantage is the fact, that it represents a destructive method as the samples are
evaporated.®’ Nevertheless, the thermoanalytical method has the advantage over
spectroscopic methods in the fact that measurements take only between 30 min and 2
h.>!9 Moreover, one of the biggest advantages of mass-based MP methods is, that MP
concentrations can be given as mg per liter or gram of the environmental sample. This
is often listed as a more useful specification of the concentration and thus making
different studies more comparable.%!!

On this basis, we have successfully introduced quantitative 'H-NMR spectroscopy
(QNMR) as a new mass-based MP quantification method.!?"'* The high accuracy and
low error-proneness of qNMR in the identification and quantification of MP particles
(low-density polyethylene (LDPE), polyethylene terephthalate (PET), polystyrene (PS),
polyvinylchloride (PVC), acrylonitrile-butadiene-styrene (ABS) and polyamide 6.6
(PA)), as our preliminary work has shown, clearly raises the question of further
developing this method into a routinely applicable analytical technique.'>'* This
approach seems to be promising due to short measurement times (< S5min per
measurement) and the method being largely insensitive to environmental matrix
effects.!>!* Nevertheless, with regard to the potential application of gNMR methods as
a routine analytical technique cost-efficiency still is a major problem. This was already
addressed in the before-mentioned review article by Primpke ef al. who mentioned the
costs for deuterated solvents as well as the high purchase and operating costs for high-
field NMR devices (300-1000 MHz) as a potential problem.’ The second and much more
serious economic problem could be solved if transfer of the method to low-field devices
(30-100 MHz) was possible. It has already been described that characterization of
polymers (polyisoprene, polystyrene-isoprene-styrene and polystyrene-butadiene-
styrene) by NMR-spectroscopy is also suitable using low-field instruments.!>~!” The big
advantage of low-field NMR-spectrometers is the lower purchase and low operation
costs as no liquid helium and nitrogen is needed to cool the magnet.!>'® Major
disadvantages are the intrinsically diminished sensitivity and spectral resolution due to
lower magnetic field strength compared to high-field NMR-spectrometer.!>!® Another
way to save costs can be achieved by using non-deuterated solvents instead of the
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commonly used more expensive deuterated solvents. The so-called NoD-method is often
applied for reaction monitoring since reaction mixtures can be measured directly without
time-consuming sample preparation.'®!° In addition, Gama et al. described the method
as simple, fast and powerful for the analysis of illegal drugs.'® To the best of our
knowledge neither the NoD-method nor low-field experiments in connection with the
quantitative analysis of MP particles by qNMR spectroscopy have yet been described.

Therefore, we herein consider the two main points for a more effective application of
"H-gNMR spectroscopy for MP analysis using PET, PVC and PS as examples for MP
particles: 1) We present for the first time the use of the much cheaper non-deuterated
solvents for solving and measuring MP particles using a high-field-spectrometer (NoD
method). We will show that for PET, PVC and PS the NoD method is as accurate as
analogous measurements in deuterated solvents. ii) As a second option we want to
present the low-field-spectrometer (benchtop NMR) as a cost-effective alternative due
to the lower purchase and operating costs. We present for the first time limit of detections
of PET, PVC and PS using benchtop NMR focusing especially on signal-to-noise-ratio
and measuring time compared to high-field spectrometers and we are able to show that
the combination of benchtop NMR and NoD methods is also possible using PET as an
example.

Experimental

MP particles

The following MP particles were used as model MPs: PVC powder with a size
distribution of < 50 um (nominal particle size 13-17 um) acquired from Werth-Metall,
Germany; PS granules with a size distribution of 100-300 pm by CARAT GmbH,
Germany; PET fibers with a fiber length of approx. 500 um and a diameter of approx.
10-20 pm, produced by Schwarzwéilder-Textil-Werke, Germany.

Sample Preparation

High-field-'H-NMR

NoD-Method:

PET fibers were dissolved in CHClz (> 99 %, for synthesis) and trifluoroacetic acid
(TFA) from Carl ROTH; PVC particles were solved in DMSO (99.5 % , < 200 ppm
H>0) from (Carl ROTH) or in THF (> 99.5 %, for synthesis) from Carl ROTH; PS
granules were solved in THF (> 99.5 %, for synthesis) from Carl ROTH. Starting from
a stock solution, five different concentrations of MP particles were prepared for
calibration. To prepare the model samples, a defined amount of MP particles was
transferred to a glass vessel and dissolved in the appropriate solvent. After dissolving,
MP solutions were transferred to 5-mm NMR tubes for 'H-NMR measurements. To
avoid contamination of the samples, all glassware was washed with water, acetone and
distilled water and was dried at 60 °C for at least 24 h. During sample preparation,
samples were covered whenever possible. In addition, care was taken to close the lab
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coat (100% cotton) when working with the samples to avoid contamination with polymer
fibers from clothes.

Low-field-'H-NMR

1D-Method

PET fibers were dissolved in a 4:1 mixture of CDCI3 (99.95 atom %D + 0.03% TMS)
from Deutero and trifluoroacetic acid-d (TFA-d, 99.5 atom %D) from Sigma Aldrich;
PVC particles were dissolved in DMSO-ds (99.8 atom %D) from Deutero; PS granules
were dissolved in CDCl3 (99.95 atom %D + 0.03% TMS) from Deutero. Starting from
a stock solution of 1 mg/mL concentration, three different concentrations (1.0 mg/mL,
0.5 mg/mL and 0.05 mg/mL) were prepared for calibration.

NoD-Method:

PET fibers were dissolved in a 4:1 mixture of CHCIl3 (=99.8 %) and trifluoroacetic acid
(TFA, 99 %) both from Sigma Aldrich. Starting from a stock solution of 1.5 mg/mL
concentration, five different concentrations (1.5 mg/mL, 1.0 mg/mL, 0.75 mg/mL, 0.5
mg/mL and 0.25 mg/mL) were prepared for calibration.

Both preparations were done by dilution of the respective stock solution with the
appropriate solvent. The MP sample solutions were then transferred to 5-mm NMR tubes
for 'TH-NMR measurements. To avoid contamination of the samples, all glassware was
washed with water, acetone and distilled water and was dried for at least 24 h. During
sample preparation, samples were covered whenever possible. In addition, care was
taken to close the lab coat (100% cotton) when working with the samples to avoid
contamination with polymer fibers from clothes.

'H-NMR-Experiments

High-field-'H-NMR

NoD-Method:

For NoD '"H-NMR experiments an automated sequence from Jeol® was used in case of
high-field NMR experiments. The sequence starts with a 1-scan H-measurement
identifying the solvent signal which is suppressed by a WET measurement as the next
sequence step.?’ The solvent signal is then set as reference. 1D high-field 'H-NMR
experiments were performed on a JEOL® 500 spectrometer with a 500-MHz 5-mm TH
ATM Probe head. The following acquisition parameters have been set: spectral width 5
kHz, number of scans 16, number of points 32768, repetition time 7.24 s and
measurement time 1.93 min for PET in CHCI3/TFA, PVC in DMSO or THF and PS in
THF atr.t..

Quantification:

FID’s were then loaded into the NMR software package MestReNova. Phase correction
was performed manually whereas baseline correction was performed with the Whittaker,
ablative or Splines Smoother and apodization was set to 0.5 Hz. In the case of the
automatic NoD-sequence the signal intensity was normalized using dichloromethane
(DCM) as internal standard. Normalization was based on the principle already described
by us, except that instead of the residual proton signal, the signal of DCM was used as

-24 -



reference and internal standard (see equation 1).!> Therefore 20 pL of DCM were
dissolved in 20 mL of the non-deuterated solvent. It was set as reference to 5.6 ppm in
THF, 5.3 ppm in CHCI3 and 5.7 ppm in DMSO and integrated in the signal range of 5.80
— 5.50 ppm in THF, 5.50 — 5.00 ppm in CHClz and 6.00 — 5.40 ppm in DMSO. For
quantification of PET, PVC and PS by NoD-experiments the INT-Method can be used
for integration. The following ranges for the respective marker signals were used for
quantification: PET in CHCI3/TFA (8.25 — 7.90 ppm); PS in THF (7.60 — 6.40 ppm);
PVC in DMSO 4.70 — 4.00 ppm) and in THF (4.90 — 4.40 ppm).

Lhormatizea = I;WP 5 (Equation 1)
DCM

Inormalized normalized intensity

Imp intensity of the MP particles in the sample

Is intensity of the internal standard (DCM)

IpcMm intensity of the DCM signal in the respective sample

For validation of the quantification of MP particles by the calibration curve method, the
following parameters were checked: linearity, accuracy, precision, confidence interval,
and quantification as well as the detection limit. For this purpose, a 5-point-calibration
curve was determined and concentrations were plotted against the normalized
integration area and linear regression was calculated with Excel. Linearity was evaluated
by checking whether the residuals are normally distributed and using the Mandel test.?!
Accuracy and precision parameters were determined using three model samples in the
corresponding concentration range of the calibration line of the respective MP and each
spectrum was integrated three times (including phase correction, baseline correction and
integration method). Deviation of the calculated value from the true value indicated the
degree of accuracy (bias in %) and standard deviation/mean of the calculated value the
precision (RSD in %). Confidence intervals (P=95 %) of the content of the model
samples were determined according to DIN38402 standard.?? Limit of detection was
estimated on the basis of the signal-to-noise ratio (SNR) with a ratio of 3.!%2* The SNR
was determined with the function “SNR Calculation” of the MestreNova software.

Low-field-'H-NMR

1D-Method:

1D low-field-'"H-NMR experiments were performed on a Spinsolve 80 Carbon
spectrometer from Magritek® with a 'H frequency of 80 MHz. For the measurements a
standard one-pulse sequence with '*°C WALTZ decoupling during detection was used.
The following acquisition parameters have been used: For PET in CDCI3/TFA 4:1:
spectral width 5 kHz, number of scans 256, number of points 16384, repetition time 7.0
s and measurement time 29.87 min. For PVC in DMSO-ds: spectral width 5 kHz, number
of scans 2048, number of points 16384, repetition time 4.0 s and measurement time
136.52 min. For PS in CDCIls: spectral width 5 kHz, number of scans 512, number of
points 16384, repetition time 4.0 s and measurement time 34.13 min.
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NoD-Method:

The low-field-1D-'"H-NMR NoD-experiments on the PET solutions were performed on
a Spinsolve 80 Carbon ULTRA spectrometer from Magritek® with a 'H frequency of
80 MHz. In order to suppress the dominating solvent signal a 1D presaturation sequence
was applied. The following acquisition parameters have been used: For PET in
CHCI3/TFA 4:1: spectral width 5 kHz, number of scans 128, number of points 16384,
saturation period 2 s, repetition time 10 s and measurement time 21.67 min. All low field
'"H-NMR measurements were performed with the use of 3C WALTZ-decoupling.

Quantification:

FID’s were loaded into the NMR software package MestReNova and 1 Hz exponential
apodization was applied. Phase correction was performed manually whereas baseline
correction was performed with a Whittaker Smoothing function.

Due to the design of the Spinsolve benchtop NMR instruments it is not required to
change the receiver gain in order to be able to measure concentrations over several orders
of magnitude. Hence, the absolute integrals achieved from different samples can be
directly compared to each other even in the case that the concentrations between samples
vary over a large range. This eliminates the need for an internal standard that
compensates for different receiver gain settings. Prior to integration the spectra were
precisely referenced to the same chemical shift value. The values for the absolute
integrals were then obtained by a sum integration keeping fixed integral ranges for the
respective polymer species.

(PET 8.50 — 7.75 ppm; PS 7.18 — 6.00 ppm; PVC 5.00 — 4.10 ppm).

The Limit of detection (LOD) was estimated on the basis of the signal-to-noise ratio
(SNR) with a ratio of 3. '%?* The SNR was determined with the function “SNR
Calculation” of the MestreNova software.

Results and Discussion

High-Field NoD-Method

A more cost-effective gqNMR-method for MP analysis is provided by the use of non-
deuterated solvents instead of deuterated solvents. This is possible by so-called NoD-
experiments, which can be performed by means of pre-installed automatic sequences of
some manufacturers. The following points have to be considered for NoD-experiments
using the qNMR method for MP quantification: (i) As with deuterated solvents, MP
particles have to be completely dissolved in the corresponding non-deuterated solvent at
benign temperatures (approximately b.p. — 50°C). Moreover, care must be taken that the
NMR signal of the solvent does not overlap with the analyte signal which is used for
quantification. (ii) Due to solvent suppression, the solvent signal cannot be used as an
internal standard to compensate different receiver gain settings and therefore an
alternative standard has to be identified. The most important basis for this decision is the
signal range of the internal standard since no signal overlapping with the polymer signals
used for quantification should occur. Care should also be taken to ensure that the internal
standard is completely soluble in the solvent, cost-effective and non-hygroscopic. On
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this basis, we decided to use dichloromethane (DCM) as an internal standard for NoD-
experiments for MP analysis. DCM shows only one NMR signal with a chemical shift
between 5.3 ppm (in CDCls) and 5.8 ppm (in DMSO-d;).?* Therefore, we did not expect
interfering signal overlay for MP particles of the following polymer types: PET in
CHCI3/TFA 4:1, PS in CHCls, PVC in DMSO (for more information see Peez et al. '>'4).
(ii1)) Evaluation of NoD-spectra requires one additional work step because the
spectrometer is not locked during the measurement and therefore signals can be shifted
to higher or lower field. The internal standard should therefore be chosen as reference
and should always be set consistently to the selected ppm value. For MP analysis we set
DCM as the reference to a chemical shift of 5.6 ppm in THF, 5.3 ppm in CHCIl3 and 5.7
ppm in DMSO.

When selecting a solvent for the respective polymer type for the NoD method, it must
be taken into account, that the solvent signal will show a broader shape and that
quantification may not be possible in this range due to signal suppression. For the NoD
method, the same experimental conditions can be chosen for PET and PVC as for the
1D method (Figures 1a and 1b). Both solvent signals (CHClz and DMSO) are still visible
even after solvent suppression which is generated from the automated NoD sequence.
The signal width of CHCI; using the 1D method (residual CHCIl3 in CDCl3) is observed
to 7.3 — 7.2 ppm and is broadened to 7.5 — 7.1 ppm) using the NoD method which
therefore has no influence for the quantification of PET. DMSO shows a signal range of
2.5 — 2.4 ppm for the 1D method and of 2.7 — 2.3 ppm for the NoD method. However,
this again does not influence the quantification of PVC using qNMR as shown in Figure
1b, which clearly demonstrates that the important signals (PVC and IS) are baseline
separated and therefore the sum integration method for quantification can be used.
Nevertheless, due to the lower dissolving properties of DMSO for PVC, we have also
considered THF as a non-deuterated solvent for PVC. As shown in Figure 1c, both THF
signals (4.0 — 3.5 ppm and 2.0 — 1.8 ppm), as well as the water signal (2.8 — 2.7 ppm),
are baseline separated from the PVC and IS signal which should be used for
quantification. Thus, the broader THF signals also should not affect quantification and
the sum integration method can be used. In contrast, the broadened CHCIl3 signal would
have an influence on the quantification of PS in CHCIl3 using the NoD method because
the signals for PS and CHCI; are close even if the 1D method is used and signal overlaps
are to be expected using the NoD method with CHCl; as the solvent (see Peez et al.).!?
Therefore, we decided to use THF as a solvent for the NoD method for PS. Figure 1d
shows that also in the case of PS both THF signals (3.8 ppm and 1.9 ppm) as well as the
water signal do not interfere with the PS and IS signals which are important for
quantification.

Quantification - Method Validation

As we have just shown we were able to identify suitable solvents for the application of
NoD methods for the quantification of PET, PVC and PS using the sum integration
method. For this measurement we used the PET signal range of 8.25 — 7.90 ppm in
CHCIl3 (in comparison 8.20 — 8.00 ppm for the 1D method), the PVC signal range of
4.70 — 4.00 ppm in DMSO or 4.90 — 4.40 ppm in THF (in comparison 4.70 — 4.05 ppm
for the 1D method) and the PS signal range of 7.60 — 6.40 ppm in THF (in comparison
7.20 — 6.20 for the 1D method in CDCl3). Thus the signal ranges hardly differ, except
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for the signal shift of PS due to the different solvents used. In the following, we present
the results of method validation for the NoD experiments. First of all, we checked if
DCM is suitable as an internal standard and compared the 5-point calibration lines with
and without internal standard in the concentration range of 0.2-1.5 mg/mL. The results
clearly show that an internal standard is necessary due to the fact that with non-
normalized data no linearity of the calibration line is given (see supporting information
S2). This should be due to the automatic NoD sequence and the automatic receiver gain
setting. However, if DCM is used as an internal standard, the residuals are normally
distributed and the linearity can be taken as given since R? is above 0.995 (Figure 2 and
supporting information S2). This corresponds to our expectations, since we have already
described that the higher linearities of the calibration lines the more accurate and precise
results are obtained by means of normalization.!? Nevertheless, this has no influence on
the limit of detection (LOD) which was calculated using the signal-to-noise ratio (SNR)
of 3. LOD for 1D-experiments was estimated in a range of 1 — 84 pg/mL and for NoD-
experiments in a range of 3 — 78 pg/m, which means that the LOD is in the lower
environmentally relevant range (Tables 2).!> Moreover, the NoD method has no
significant influence on accuracy and precision of the quantification of the model
samples. Table 1 gives the data of quantitative MP analysis using DCM as an internal
standard for the NoD method. True values with the error as weighing error, calculated
values with the error as confidence interval (CI), and the corresponding accuracy in %
and precision in % are listed. Accuracy is between 94.3 — 111 % for all three polymer
types and thus there is no significant difference to the 1D experiments (94.1 — 110 %)).
Also, precision does not differ in NoD experiments (99.2 — 99.9 %) with respect to 1D
experiments (99.6 — 99.9 %).'%!* Finally, we took a closer look at the two non-deuterated
solvents for PVC. By comparison of the PVC values in DMSO and THF, it is noticeable
that the results for THF are more accurate (accuracy in THF is in the range of 96.5-105
% and in DMSO in the range of 102-111 %). Moreover, the LOD for PVC in THF (43
pg/mL) is lower than for PVC in DMSO (78 pg/mL). The last point to mention is the
much better solubility of PVC in THF. On this basis, we recommend using THF as the
more appropriate solvent for the quantification of PVC by NoD experiments.

NoD experiments are therefore particularly worthwhile if MP particles have to be
dissolved in expensive deuterated solvent such as tetrahydrofuran (THF). NMR
measurements require approx. 1.0 mL of the solvent to dissolve the sample, transfer the
analyte solution into the NMR tube and reaching a sufficient filling level for the
measurement. Thus, the cost difference between a NoD and 1D experiment in
chloroform would not be highly significant (0.27 € for 1D and 0.10 € for NoD) but
already using DMSO causes a potential cost saving of 1 € per measurement. The
difference gets dramatic for the use of THF, as up to 10 € can be saved per measurement
(for more information see supporting information S1). These considerations are
particularly important with regard to environmental studies which cause a high sample
throughput.
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Benchtop-NMR

A crucial point to consider in terms of cost efficiency and applicability of MP analysis
by qNMR-spectroscopy concerns the NMR spectrometer itself. As already mentioned in
the introduction, a distinction is made between two field strength categories: The low-
cost low-field spectrometers (benchtop NMR) and the expensive high-field
spectrometers. The magnetic field strength of NMR devices impact the sensitivity as
well as the the chemical shift spreading of the signals (in ppm). Exemplarily, 1 ppm on
a 80 MHz system covers 80 Hz compared to 500 Hz on the utilized 500 MHz high-field
system 2°. In the following, we present results which we used to examine to what extent
this affects identification and quantification of MP using the qNMR-method. We
compare the results which were recorded on an 80 MHz spectrometer, as an example for
a low-field spectrometer, and on a 500 MHz spectrometer, as an example for a high-field
spectrometer.

For identification of MP particles by qNMR-spectroscopy the signals should be clearly
recognizable and should not completely overlap. Figure 3 shows 'H-NMR spectra of a)
PET particles in CDCI3/TFA 4:1, b) PVC particles in DMSO-ds and ¢) PS in CDCl3 each
recorded with a 500 MHz (grey) and with an 80 MHz (black) spectrometer. For the three
tested MP polymer types, specific signals with the corresponding chemical shift are
observable: For PET the marker signal (used for quantification) in the signal range of
8.34 — 7.82 ppm for low-field (8.13 — 8.07 ppm for high-field) and the second signal in
the range of 5.18 — 3.96 ppm (4.83 — 4.56 ppm for high-field). For PS the marker signal
in the range of 7.16 — 5.95 ppm for low-field (7.21 — 6.24 ppm for high-field) and the
second signal in the range of 2.40 — 0.68 ppm (2.32 — 1.20 ppm for high-field). For PVC
the markersignal in the signal range of 4.76 — 4.10 ppm for low-field (4.79 — 4.09 ppm
for high-field) and the second signal in the range of 2.29 — 1.67 ppm (2.38 — 1.87 ppm
for high-field) (for more information see Peez et al.). 1'% For PET, it is noticeable that
signal broadening is caused by the lower field strength of the benchtop device. On the
other hand, signals from PVC and PS are not broadened to that extend. This is due to the
fact that MP signals (expect for PET) are already of broad shape in high-field devices
due to the polymer structure. Hence, the difference between low-field and high-field
spectrometers regarding spectral resolution in case of NMR spectra of polymers is not
significantly pronounced and therefore identification of the three tested MP polymer
types using the benchtop method does not differ from the high-field spectrometer. In
contrast, the quantification method differs somewhat. Instead of an internal standard
which compensates for different receiver gain settings, the benchtop NMR uses a fixed
receiver gain. Thus normalization of the signal intensity, as in the case with high-field
measurements is not necessary.

Quantification — Limit of detection

To check applicability of the quantification method using 3-point-calibration lines with
concentrations of 0.05, 0.5 and 1.0 mg/mL of the respective polymer types were
evaluated (see figure 4). With regression factors above 0.999 linearity of the calibration
lines for PET, PVC and PS can be considered as given. Thus, MP quantification by low-
field NMR measurements using the calibration-line method is possible. With regard to
the environmental relevance of the method, it was important to optimize measurement
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parameters for the low-field spectrometer to achieve a LOD similar to that of the high-
field spectrometers. Therefore, the number of scans had to be increased to keep LODs
in the lower environmental relevant range near 20 pg but, on the other hand, resulting in
longer measurement times (see table 2). For PET and PS LODs of 6 pg/mL and 22
ng/mL, respectively, can be estimated with a corresponding measurement time of
approx. 30 min for the low-field spectrometer. In comparison, the measurement time for
the high-field device (1D or NoD method) is about 2-3 min to achieve LODs in the same
range (see table 2). The measurement time has to be increased to 137 min for PVC to
achieve a LOD of 38 pg/mL if the low-field spectrometer was to be used. However, it
should be noted that the LOD of 38 ug/mL is better by a factor of 2 compared to the
high-field measurements when using DMSO-d6 as solvent (see table 2). Conversely, the
measurement time (number of scans) of PVC using the benchtop-devices could be
reduced to 100 min to achieve a comparable LOD of approx. 78 pg/mL as for the high-
field experiments.

Nevertheless, the increased measurement times of the benchtop method are still in the
same range as usually applied MP quantification methods like thermoanalytical methods
(TED-GC-MS, pyrolysis-GC-MS and TGA-GC-MS) and even faster compared to
spectroscopic methods (FTIR and Raman) which take up to one day. For pyrolysis-GC-
MS-methods a measurement time of about 30 min is typical >?°, whereas significantly
higher measurement times are indicated for TED-GC-MS methods lasting about 2 h per
run.'® Moreover, it has to be kept in mind that David et al. describe the necessity for a
cleaning run before the TGA-GC-MS measurement leading to measuring times for one
MP sample of about 190 min (sample run) plus 90 min (cleaning run).?’” Therefore, the
comparison with the other MP methods shows that even increased measurement times
for the use of low—field spectrometers have no major negative impact on the applicability
of the method in terms of time. In summary, we assume that low-field spectrometers
(benchtop method) are suitable for quantitative MP analysis with regard to linearity,
LOD and measurement times.

Benchtop NoD-Method

In the sense of a proof-of-concept we wanted to check if the combination of the NoD
method and low-field experiments is also possible for MP analysis using PET as an
example. This combination allows an even more cost-effective method, but of course
also combines the difficulties of both methods and increases the demands on the NMR-
spectrometer. For these specific measurements, the Spinsolve 80 MHz Ultra system from
Magritek was utilized which provides a narrower linewidth specification and enables
optimized performance for the utilized presaturation methods compared to Spinsolve 80
MHz system. This results in a better separation of the signals of interest.

Because of this, the analysis applied for the benchtop NoD method does not significantly
differ from the one with deuterated solvents. As shown in figure 5a the NoD method has
no influence on the peak shape or position of the PET signals compared to the benchtop
1D method and therefore has also no influence on identification. Thus the same marker
signal with the corresponding signal range can be used for quantification (8.50 — 7.75
ppm). To check applicability of the quantification method using a calibration line and an
external standard a 5-point-calibration line with concentrations of 0.25, 0.5, 0.75, 1.0
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and 1.5 mg/mL was recorded (see figure 5b). With a regression factor of R? = 0.9998
linearity can be considered as given (residues are normally distributed) and therefore the
applied method is suitable for MP quantification. This combined method is only
interesting for MP analysis if the LOD is in the lower environmentally relevant range as
this is the case for the NoD method and the 1D benchtop experiments. With a measuring
time of 22 min (128 scans) LOD was estimated to be 10 pg/mL. Thus, the combination
of NoD method and Benchtop NMR is well suited for MP analysis by qNMR regarding
environmentally relevant investigations.

Conclusions

We were able to show for the first time, that quantitative 'H-NMR spectroscopy using
benchtop devices or non-deuterated solvents provide a good alternative as a cost- and
time-effective mass-based MP analysis. For low-field spectrometers, advantages are the
lower purchase and operating costs as no nitrogen and helium is consumed and the lower
purchase costs compared to high-field spectrometers of about 200 — 1000 k€. Purchase
costs of low-field spectrometers even are in the lower purchase range of FTIR (100-125
k€), Raman (100-400 k€) or GC-MS devices (200 — 300 k€).> Nevertheless, LODs
between 5-38 ng/mL for the quantification of PET, PVC and PS, respectively, may be
obtained with benchtop NMR which are close to those obtained by the use of high-field
spectrometers. To achieve these LODs measurement times had to be increased from
about 2-3 minutes (for high-field spectrometers) to 30 min for PET and PS and to 140
min for PVC particles. Although this is a disadvantage if comparing low-field to high-
field spectrometers, it still is highly competitive if measuring times are compared with
other typically used methods for MP quantification like thermoanalytical methods
(TED-GC-MS, pyrolysis-GC-MS and TGA-GC-MS) and even more compared to
spectroscopic methods (FTIR and Raman) which require measurement times up to one
day.

Another important point discussed here is the fact, that usually expensive deuterated
solvents are used for NMR-measurements and therefore represent another significant
cost factor. An alternative is offered by the NoD-method which allows to use non-
deuterated solvents. We were able to achieve linearities with R? values well above
0.9955 for PET, PVC and PS. Moreover, with accuracies in a range of 94.3 — 111 % and
LODs of 3 pg/mL for PET in CHCI3/TFA, 43 pg/mL for PVC in THF and 16 pg/mL for
PS in THF we were able to show that the NoD method is suitable for quantitative MP
analysis providing a significant reduction of costs. Moreover, we were able to show for
PET, in the sense of a proof of concept, that even the combination of NoD method and
benchtop NMR is suitable for MP analysis.

In summary, qNMR spectroscopy for MP analysis can be divided into three main
methods. The 1D method (using deuterated solvents and high-field spectrometer), the
NoD method (using non-deuterated solvents and high-field spectrometer) and the
benchtop method (using deuterated or non-deuterated solvents and low-field
spectrometer). Each of these methods has advantages and disadvantages and based on
the analytical question the method should be selected. Of course there is still need for
future research, especially for the NoD method and the benchtop devices, since MP
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analysis using qNMR-spectroscopy still is in its infancy. Nevertheless, we were able to
show that quantitative 'H-NMR spectroscopy already offers a cost-effective and fast
alternative for MP analysis. It allows for large sample throughput and is therefore a
highly competitive alternative with regard to established thermoanalytical or
spectroscopical techniques as a potential method for routine analysis of environmental
samples.
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Figure : 'H-NMR high-field spectra of PET in CHCI3/TFA 4:1, PVC in DMSO or THF and PS in THF using the
NoD-Method and dichloromethane as internal standard (IS). Marked are the MP polymer signals (markersignal
for quantification italic and blue), the suppressed solvent signal and IS.
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Figure 1: 5-Point-calibration curves for PET, PVC and PS in the corresponding non-deuterated solvent (NoD
method) with the appropriate confidence interval (0.95) measured on the 500 MHz high-field system. Plotted is
the concentration in mg/mL against the normalized intensity (see Eq. 1). Calibration curves in the range of 0.3-1.5
mg/mL. In addition, theoretical (triangle) and calculated (circle) values of the model samples are given (Table 3).
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Figure 2: Comparison of 'H-NMR spectra recorded on a 500 MHz spectrometer (grey) and an 80 MHz
spectrometer (black). Concentration in the range of 1.0 — 1.1 mg/mL. a) PET in CDCI3/TFA 4:1 b) PVC in DMSO-
ds ¢) PS in CDCls. Marked are the MP polymer signals (markersignal for quantification italic and blue) and the
solvent signal. High-field-spectra based on the data of Peez et al. !4
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Figure 4: Combination of the NoD method and benchtop NMR (80 MHz spectrometer) for PET particles in
CHCI/TFA 4:1. a) 'TH-NMR stack plot of 5 different concentrations (0.25 -1.5 mg/mL). Marked are the PET
polymer signals (markersignal for quantification bold) and the supressed solvent signal. b) 5-point-calibration in
the range of 0.25 — 1.5 mg/mL. Plotted is the MP conentration in mg/mL against the intensity.
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Table 1: Method validation for the NoD-experiments of PET (in CHCI3/TFA 4:1), PVC (in DMSO and THF) and
PS (in THF) measured on the 500 MHz high-field system. True values + weighting error and calculated values +
confidence interval (CI) of the respective MP sample in mg/mL as well as the accuracy (in %) and precision (in %)
are given for the normalized intensities (apodization 0.5 Hz).

True Value Calculated Accuracy Precision
+ Ax (mg/mL) + CI (mg/mL) (in %) (in %)
sample 1 0.52+0.01 0.50 £ 0.09 95.6 99.9
f(];:IICls/TFA) sample 2 0.70 +£ 0.01 0.66 + 0.09 94.3 99.2
sample 3 0.90+0.01 0.89 +0.09 98.8 99.9
pVC sample 1 0.46 + 0.01 0.48+0.11 105 99.9
(DMSO) sample 2 0.76 £ 0.01 0.84+0.11 111 99.5
sample 3 1.06 + 0.01 1.09 +0.12 102 99.5
sample 1 0.50+0.01 0.48+0.11 96.5 99.6
f’lYHCF) sample 2 0.72 £ 0.01 0.75+0.10 105 99.3
sample 3 1.09 +0.01 1.13£0.12 103 99.9
sample 1 0.57 +£0.01 0.59 + 0.05 104 99.9
f’fHF) sample 2 0.73+0.01 0.74 £ 0.04 102 99.9
sample 3 0.96 £ 0.01 0.95 + 0.05 99.2 99.4

Table 2: LOD for PET, PVC and PS-particles using the Benchtop-NMR (80 MHz-spectrometer from Magritek), the
NoD-method (500 MHz-spectrometer from Jeol) and the 1D-method (500 MHz-spectrometer from Jeol).
Additionally the measurement times of the individual methods are given. For comparability reasons 1D-method data
given based on our previous publications %4, LOD with * marked are indicated for the solvent THF (for the NoD
method) different from the solvent for the 1D method.

PET

PVC

PS

Benchtop-NMR

LOD measurement
time
6 ng/mL 29.87 min
38 ug/mL 136.52 min
22 pg/mL 34.13 min

NoD-Method
LOD measurement
time
3 pg/mL 1.92 min
78 ug/mL .
1.92
43 pg/mL* i
16 pg/mL* 1.92 min

1D-Methode
LOD measurement
time
1 pg/mL 2.38 min
84 ug/mL 2.38 min
19 pg/mL 1.92 min
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Kapitel 5

Kapitel 5

Quantitative analysis of PET microplastics in
environmental model samples using quantitative '"H-NMR
spectroscopy: validation of an optimized and consistent

sample clean-up method

Dieses Kapitel soll die Anwendbarkeit der Methode auf Umweltproben am Beispiel von PET
Fasern klaren. Es wurde eine einheitliche Probenvorbereitung fur verschiedene Umwelt-
matrices speziell fur die gNMR-Analytik von MP-Partikeln entwickelt, optimiert und validiert.
Zusatzlich soll die wichtige Frage geklart werden, ob resultierte Matrixeffekte von Sediment-
, Wasser- und Biota-Proben die massenbasierte Quantifizierung von MP in Umweltproben

storen.

Dieses Kapitel basiert auf der folgenden Veréffentlichung, welche durch Mitwirkende der
Interdisziplindren Forschergruppe ,Mikroplastik am Campus Koblenz der Universitat
Koblenz-Landau sowie meinen Doktorvater mitverfasst wurde. Die bibliografischen Details

einschlielich aller Autoren sind:

Peez N., Becker J., Ehlers S. M., Fritz M., Fischer C. B., Koop J. H. E., Winkelmann C.,
Imhof W. 2019. Quantitative analysis of PET microplastics in environmental model samples
using quantitative "H-NMR spectroscopy: validation of an optimized and consistent sample
clean-up method. Anal. Bioanal. Chem., 411, 7409-7418.

Mein Beitrag zu diesem Artikel beinhaltet die Planung und Durchfiihrung der Experimente.
Die FTIR-Messungen wurden von Frau Ehlers angefertigt, die auch die dazugehdrigen Teile
im Methoden- und Ergebnisteil des Manuskripts verfasst hat. Von Frau Fritz wurden die
SEM-Messungen sowie die dazugehdrigen Teile im Methoden- und Ergebnisteil
angefertigt. Herr Becker stellte die aquatischen Proben zur Verfligung. Eigenstandig
erfolgten die Literaturrecherche, Auswertung und Diskussion der Ergebnisse, Erstellung
des Manuskripts sowie der Tabellen und Abbildungen. Eine vollstidndige Kopie des

Fachartikels ist diesem Kapitel beigefligt. Der Eigenanteil betragt ca. 80 %.
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Kapitel 5

Note by the author: This chapter is based on the following journal publication. Due to
copyright issues, the text of the chapter was replaced by the reference information. Thus,
the interested reader is kindly asked to read the published paper via the following reference:
DOI 10.1007/s00216-019-02089-2

Abstract:

Identification and quantification of microplastics (MP) in environmental samples is crucial
for understanding the risk and distribution of MP in the environment. Currently,
quantification of MP particles in environmental samples and the comparability of different
matrices is a major research topic. Research also focusses on sample preparation, since
environmental samples must be free of inorganic and organic matrix components for the
MP analysis. Therefore, we would like to propose a new method that allows the comparison
of the results of MP analysis from different environmental matrices and gives a MP
concentration in mass of MP particles per gram of environmental sample. This is possible
by developing and validating an optimized and consistent sample preparation scheme for
quantitative analysis of MP particles in environmental model samples in conjunction with
quantitative 1H-NMR spectroscopy (QNMR). We evaluated for the first time the effects of
different environmental matrices on identification and quantification of polyethylene
terephthalate (PET) fibers using the gNMR method. Furthermore, high recovery rates were
obtained from spiked environmental model samples (without matrix ~ 90%, sediment ~97%,
freshwater ~ 94%, aquatic biofilm ~ 95%, and invertebrate matrix ~ 72%), demonstrating the

high analytical potential of the method.
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Kapitel 6: Gesamtdiskussion

Kapitel 6: Gesamtdiskussion

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung und Validierung einer MP-Analytik mittels gqNMR-
Spektroskopie  welche eine schnelle, gréRenunabhangige, nicht-destruktive,
massenbasierte Quantifizierung von MP-Partikeln in Umweltmatrices ermoglicht um eine

alternative, validierbare MP-Analytik einzufihren.

In diesem Kapitel soll abschlieRend die Hauptfrage geklart werden, ob sich die gNMR-
Spektroskopie fur die MP-Analyse eignet und mehr noch, ob sie auch fir die
Routineanalytik in Betracht gezogen werden kann. Dazu erfolgte zunachst an den
Beispielen LDPE, PET und PS der Konzeptnachweis (Kapitel 2), wobei durch weitere
Polymertypen (PVC, PA und ABS) die Breite der Anwendbarkeit der Methode bestatigt
werden konnte (Kapitel 3). Fur die quantitative Analyse mittels '"H-NMR Spektroskopie in
Lésung ist es unerlasslich, dass sich die MP-Partikel in einem geeigneten, Losungsmittel
komplett I6sen. Standardmafig erfolgt die Messung in deuterierten Lésungsmitteln, wobei
diese im Vergleich zu den nicht-deuterierten Losungsmitteln bis zu 10 € pro Messung mehr
kosten konnen. Daher wurde zusatzlich im Hinblick auf die Anwendbarkeit der Methode
Uberprift ob auch NoD-Experimente (Verwendung von nicht-deuterierten Lésungsmitteln)
fur die gNMR-Analytik von MP geeignet sind, da es sich bei der Methode um eine
kostenglinstigere Alternative handelt (Kapitel 4). Dies erfolgte am Beispiel von PET, PS
und PVC. Die Ergebnisse der Validierung beider Methoden (1D und NoD) zeigen, dass die
Quantifizierung von MP-Partikeln mittels qNMR nicht nur prinzipiell méglich ist, sondern
auch eine hohe Richtigkeit (88.0 - 110 %) aufweist und die Nachweisgrenze (1 - 84 ug) im
umweltrelevanten Bereich liegt (Kapitel 2 - 4). Weiterhin wurde in Bezug auf
Routineuntersuchungen Uberprift, ob sich nicht nur Hochfeld-Gerate fur die MP-Analyse
eignen, sondern auch Benchtop-Gerate. Diese weisen aufgrund geringeren Messfrequenz
eine wesentlich geringere Auflésung und Empfindlichkeit auf, sind dafir aber in
Anschaffung und Unterhalt wesentlich kosteneffektiver. Durch Erhéhung der Messzeit von
ca. 3 min (fir 500 MHz-Spektrometer) auf ca. 30 min fir PET und PS und auf ca. 140 min
fur PVC (fir 80 MHz-Spektrometer) konnte die geringere Messfrequenz ausgeglichen und
vergleichbare Nachweisgrenzen erreicht werden (Kapitel 4). Des Weiteren wurde im
Hinblick auf den Umweltbezug eine geeignete Probenvorbereitung von Umweltproben
entwickelt, welche zu reproduzierbaren Ergebnissen unabhangig von der spezifischen

Umweltmatrix fihrt (Kapitel 5). Die Methodenvalidierung erfolgte am Beispiel von PET-
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Fasern, indem die Wiederfindungsraten (WFR) der kompletten Probenvorbereitung
bestimmt wurden. Es konnten WFR von > 80 % fur verschiedene Umweltmatrices erzielt
werden. Aulierdem wurde die Frage méglicher Matrixeffekte von Umweltproben behandelt,
wobei gezeigt werden konnte, dass die Matrices die quantitative Analyse der MP-Partikel
prinzipiell nicht stéren (Kapitel 5). Zusatzlich zu den Ergebnissen des kumulativen Teils
(Kapitel 2-5) wurden erste Erkenntnisse bezlglich einer simultanen Bestimmung mehrerer
Polymerarten in einer Probe erzielt. Die Vorversuche zeigen, dass prinzipiell die simultane
Quantifizierung von zwei oder mehr Polymertypen in einer Probe mdglich ist und zum
anderen, dass die Fest-Flussig-Exktration als Probenvorbereitung fur die gNMR-Methode

infrage kommt (Kapitel 6: Simultane Bestimmung — Vorversuche).

Im Folgenden sollen die im Rahmen dieser Arbeit erzielten Ergebnisse zusammengefasst,

diskutiert und mit anderen MP-Analysemethoden verglichen werden.
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gNMR-Analyse von MP: Geeignetes LM & Identifizierung

Um MP mittels "H-NMR-Spektroskopie analysieren zu kénnen, miissen die MP-Partikel in
einem geeigneten LOsungsmittel geldst vorliegen. Geeignet bedeutet in diesem
Zusammenhang, dass die MP-Partikel vollstandig bei einer Temperatur unter 60 °C geldst
sind. Diese Einschrankung ist zum einen flr eine einfachere Behandlung der Proben im
analytischen Prozess und zum anderen auf Grund des fir die meisten Lésungsmittel bei
héherer Temperatur signifikant ansteigenden Dampfdrucks notwendig, da dadurch
potentiell nicht gewahrleistet werden kann, dass die MP-Konzentration wahrend der
Messung konstant bleibt. AuRerdem sollte darauf geachtet werden, dass die Signale des
Lésungsmittels (Restprotonensignal fir deuterierte LM) und diejenigen der zu
analysierenden MP-Polymerart im optimalen Fall basisliniengetrennt vorliegen, mindestens
jedoch nicht vollstandig Gberlagern, da ansonsten eine Quantifizierung nicht mehr maéglich
ist (vergleiche Kapitel 2-4). Dies gilt unabhangig davon, ob fiir die Analyse ein Hochfeld-
Spektrometer (500 MHz) oder ein Benchtop-Gerat (80 MHz) beziehungsweise deuterierte
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Abbildung 3: Ubersicht der sechs getesteten MP-Polymere. Dargestellt ist jeweils ein beispielhaftes 'H-NMR
Spektrum (500 MHz, 1D-Methode) und ein Strukturvorschlag fiir das Polymer. LDPE( dunkelgriin) in Toluen bei
60° C, PVC (hellgriin) in DMSO-d6, PA (braun) in einer Mischung aus CDCIs/FA 3:2, PET (pink) in einer
Mischung aus CDCI/TFA 4:1, ABS (lila) und PS (blau) in CDCIs. Signale mit * markiert werden als
Markersignale fiir die Quantifizierung verwendet (siehe Abschnitt qNMR-Analyse: Quantifizierung).
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(1D-Methode) oder nicht-deuterierte Lésungsmittel (NoD-Methode) verwendet werden.
Allerdings kann die Messmethode, ob 1D oder NoD, einen Einfluss auf die Auswahl des
Lésungsmittels sowie die Identifizierung der Analyten haben, weshalb im Folgenden die

1D-Methode und die NoD-Methode gesondert betrachtet werden.

1D-Methode

Im Falle der 1D-Methode, bei der deuterierte Losungsmittel zum Lésen der MP-Partikel
genutzt werden, ist der Kostenfaktor ein weiterer Punkt, welcher bei der Auswahl des
Lésungsmittels beachtet werden sollte. Es sollten mdglichst kostenglinstige deuterierte
Lésungsmittel ausgewahlt werden, um die gqNMR-Methode fliir Routineuntersuchungen
attraktiv zu gestalten. Auf Grundlage dieser Bedingungen wurden folgende Lésungsmittel
fur die 1D-Methode fir die sechs getesteten Polymertypen ausgewahlt: Toluen bei 60 °C
fur LDPE, DMSO fir PVC, Chloroform/FA im Verhaltnis 3:2 fiir PA 6.6, Chloroform/TFA im
Verhéltnis 4:1 fir PET, Chloroform oder DMSO fiir ABS und Chloroform fiir PS-Partikel
(siehe Kapitel 2 & 3). Im Falle des PVC’s muss DMSO kurz auf 50 °C erwarmt werden,
damit sich das PVC komplett aufldst. In Abbildung 3 sind jeweils ein Beispielspektrum und
ein Strukturvorschlag fur die sechs verschiedenen Polymere in dem entsprechenden
Lésungsmittel dargestellt (500 MHz von Jeol, 1D-Methode). Den LDPE-Partikeln kénnen
zwei Signale zugeordnet werden: Das Signal bei 1.33 ppm (H2) den Protonen der CH,-
Gruppe und das Signal bei 0.93 ppm (H1) der CHs-Gruppe. PET kdnnen vier Signale
zugeordnet werden: Das Signal bei 8.11 ppm (H1) den vier Protonen des Terephthalatrings
und die anderen drei Signale bei 4.77 ppm, 4.62 ppm und 4.11 ppm den Protonen der
Estergruppe (Ethandiyl-Gruppe) (H2). Auch PS weist ein Signal im aromatischen Bereich
bei 7.20-6.20 ppm (H1) auf. Zusatzlich wird ein Signal im Bereich von 2.20-1.10 ppm (H2 &
H3) welches den Protonen der CH,- und CH-Gruppen zugeordnet werden kann,
beobachtet. PA 6.6 kdnnen flnf Signale zugeordnet werden: Das Signal bei 3.2-3.0 ppm
(H1) den Protonen in a-Stellung zur NH-Gruppe, das Signal bei 2.3-2.15 ppm (H2) den
Protonen in a-Stellung zur COOH-Gruppe und die drei Signale bei 1.65-1.1 ppm (H3-5) den
Protonen der CHx-Einheiten der Polymerkette. PVC koénnen zwei Signalgruppen
zugeordnet werden: Der Signalbereich von 4.6-4.2 ppm (H1) den Protonen in a-Stellung zu
den CIl-Atomen und der Bereich von 2.4-2.1 ppm (H2) den Protonen in p-Stellung. Vier
Signalbereiche kénnen den ABS-Partikeln zugeordnet werden (in CDCl; und DMSO; fir
mehr Information siehe Kapitel 3). Die Signale im Bereich von 7.5-6.3 ppm (H1) den
aromatischen Protonen, das Signal bei 5.9-4.5 ppm (H2) der Ethylen-Einheit, der breite
Bereich von 3.0-1.0 ppm (H3-7) den CH2- und CH-Gruppen der Polymerkette sowie der
Acrylnitrileinheit und das Signal bei 0.9-0.7 ppm (H8) den CHs-Gruppen.
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Des Weiteren wurde am Beispiel von PET, PS und PVC Uberprift, inwieweit Benchtop-
Messungen (Messungen mit einem niedrigauflosenden NMR-Spektrometer, 80 MHz von
Magritek) einen Einfluss auf die Identifizierung von MP nehmen (siehe Kapitel 4).
Erwartungsgemal liegen die Signale bei den Benchtop-Messungen signalverbreitert
aufgrund der geringeren Feldstarke, welche in einer geringeren Auflésung resultiert, vor
(siehe Gleichung 6). Allerdings ist dieser Effekt bei den MP-Messungen nicht so stark
ausgepragt wie bei anderen Analyten, da durch die Polymerstruktur mit ihrer Vielzahl
moglicher Konformationsisomere die Signale auch bei Hochfeld-Messungen bereits
signalverbreitert vorliegen (siehe Kapitel 4). Somit hat die geringere Aufldsung von
Benchtop-Geraten keinen signifikanten Einfluss auf die Identifizierung von MP im Vergleich

zu den Hochfeld-Geréaten.

NoD-Methode

Wie bei der 1D-Methode auch, sollte bei der Auswahl des nicht-deuterierten Lésungsmittels
fur die NoD-Methode darauf geachtet werden, dass das signalverbreiterte
Lésungsmittelsignal im optimalen Fall basisliniengetrennt zu den Signalen der Analyten
vorliegt. Im vorherigen Abschnitt konnte gezeigt werden, dass sich DMSO fur PVC und
Chloroform fir PET und PS, wobei fir PS das relevante Signal des Polymers gerade
basisliniengetrennt zum Restprotonensignal des Chloroforms vorliegt, eignen. Nicht-
deuteriertes DMSO sowie Chloroform weisen ein signalverbreitertes Signal im Spektrum im
Gegensatz zur deuterierten Variante (Restprotonen sind als Lésungsmittelsignal sichtbar)
auf. DMSO hat einen Signalbereich von 2.5-2.4 ppm (1D-Methode) und 2.7-2.3 ppm (NoD-
Methode) und Chloroform von 7.3-7.2 ppm (1D-Methode) und 7.5-7.1 ppm (NoD-Methode)
(siehe Kapitel 4). Im Falle von PET und PVC hat das signalverbreitere Lésungsmittelsignal
der NoD-Methode keinen Einfluss auf die Identifizierung sowie Quantifizierung, weshalb die
Lésungsmittelbedingungen der 1D-Methode flir die NoD-Methode Gbernommen werden
kénnen. Des Weiteren unterscheidet sich die Zuordnung der entsprechenden
Polymersignale nicht von der 1D-Methode. Auch zeigen erste Untersuchungen am Beispiel
von PET, dass die Kombination der NoD-Methode mit den Benchtop-Geraten keinen
signifikaten Einfluss auf die Signalverbreiterung hat. Allerdings wiirde im Gegensatz zu PET
oder PVC, das signalverbreiterte Signal von Chloroform die Quantifizierung von PS
beeintrachtigen. Das PS-Signal bei 7.20-6.20 ppm, welches als Markersignal fur die
Quantifizierung verwendet wird, und das Lo&sungsmittelsignal wirden nicht mehr
basisliniengetrennt vorliegen (siehe Abschnitt qNMR-Analyse: Quantifizierung). Aus
diesem Grund wurde entschieden, THF als bevorzugtes Losungsmittel fir PS im Falle der

NoD-Methode zu verwenden. Dem nicht-deuterierten Lésungsmittel THF kdnnen zwei
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Signale (4.0-3.5 ppm und 2.0-1.8 ppm) sowie ein Wassersignal (2.8-2.7 ppm) zugeordnet
werden. Wie bei der 1D-Methode in Chloroform zeigt PS auch in THF (NoD-Methde) zwei
charakteristische Signalbereiche auf, wobei beide Signalbereiche in THF im Vergleich zur
Verwendung von Chloroform um ca. 0.20 ppm Tieffeld-verschoben sind. Zusatzlich wurde
THF als Losungsmittel fur die NoD-Methode von PVC bericksichtigt. Auch in diesem Fall
sind die beiden Hauptsignalbereiche von PVC in THF im Vergleich zu DMSO-d6 um ca.
0.20 ppm Tieffeld-verschoben. Der entscheidende Unterschied zwischen DMSO und THF
begriindet sich in der Léslichkeit von PVC in dem entsprechenden Losungsmittel. Da PVC
in THF deutlich besser l6slich ist, ist THF (NoD-Methode) fir die MP-Analytik bevorzugt zu
verwenden. Im Gegensatz zur NoD-Methode wurde THF-d8 als Losungsmittel aufgrund der
hohen Kosten fir die 1D-Methode ausgeschlossen (siehe Kapitel 4). Fir eine NMR-
Messung werden ca. 1 mL des entsprechenden Losungsmittels oder
Losungsmittelgemischs verbraucht. Daraus ergibt sich im Vergleich von NoD- zu 1D-
Messungen beispielsweise eine Kostendifferenz fir THF von 10 €, fiur DMSO von 1 € und

fur Chloroform von 0.2 € pro Messung (siehe Kapitel 4).

Fazit

Zusammenfassend konnen die sechs getesteten Polymertypen (LDPE, PET, PS, ABS,
PA6.6 und PVC) eindeutig aufgrund der spezifischen Signale mittels 'H-NMR-
Spektroskopie (1D- sowie NoD-Methode) identifiziert werden. Zum Vergleich kénnen zum
jetzigen Zeitpunkt mittels thermischer GC-MS-Methoden die Polymere PE, PP, PS, PET,
PA, PMMA und PVC identifiziert werden [75—-77]. Beide Analysemethoden, gNMR oder
thermoanalytische Methode, erzeugen Spektren, bei denen dem jeweiligen Polymer ein
eindeutiger Fingerprint zugeordnet wird. Bei der gNMR-Methode wird auf die chemische
Verschiebung und Signalform geachtet, bei den GC-MS Methoden auf das m/z-Verhaltnis.
Die 'H-NMR-Spektren sind Ubersichtlicher als die Spektren der thermoanalytischen
Methoden, da die Analyse von MP-Partikeln mittels thermoanalytischer GC-MS-Methoden
komplexe Daten erzeugt. Es werden verschiedenste Degradierungs- und Pyrolyse-
Produkte der Polymere mit unterschiedlichsten m/z-Verhaltnissen detektiert [73]. Der Vorteil
bei der 'H-NMR-Spektroskopie besteht darin, dass nur H-Atome mit unterschiedlicher
chemischer Umgebung ein Signal mit spezifischer Signalform im Spektrum hervorrufen. Im
Fall von Polymeren, welche von Natur aus eine sich wiederholende chemische Struktur
aufweisen, ergeben sich in den MP-Spektren der getesteten MP-Partikel maximal funf
Signale (fir PA6.6). Wie bei den anderen massenbasierten Methoden auch, liefert die
NMR-Spektroskopie keine GroReninformation der MP-Partikel, da diese in dem

entsprechenden Lésungsmittel geldst werden. Allerdings ergibt sich aus den spezifischen
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Loslichkeitsunterschieden die Mdoglichkeit, die Polymere zu trennen und unabhangig
voneinander zu analysieren (siehe Kapitel 6: Fest-Flissig-Exktration). Im Vergleich dazu
wird fir die thermoanalytischen Methoden in der Literatur angemerkt, dass die simultane
Analyse von PE und PP zu falsch-positiven Ergebnissen von PP aufgrund von Interferenzen
fuhrt [46]. Abbildung 3 verdeutlicht, dass selbst eine ungelibte Person die NMR-Spektren
schnell auswerten und die MP-Polymertypen identifizieren kann. Dies stellt hinsichtlich

einer moglichst einfachen und schnellen Anwendung einen entscheidenden Faktor dar.
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qNMR-Analyse von MP: Quantifizierung

Das Grundprinzip, auf dem die qNMR-Methode aufbaut, ist die Proportionalitat zwischen
Signalflache und Anzahl der Resonanzkerne. Fiur die Quantifizierung von MP-Partikeln
eignet sich die Standard-Additionsmethode oder die Kalibriergeradenmethode. Bei beiden
Methoden muss nicht die genaue Struktur und damit einhergehend das Molekuilgewicht der
Analyt-Molekile  bekannt sein, was auf die MP-Analytik zutrifft.  Die
Kalibriergeradenmethode ist flir hohe Probendurchsatze geeigneter und somit im Hinblick
auf eine mogliche Routineanwendung zu priorisieren [65]. Da die qNMR-Methode zuvor
nicht fir die MP-Analytik angewendet wurde, musste zunachst Uberprift werden, ob eine
Quantifizierung von MP-Partikeln Uberhaupt moglich ist. Mittels 5-Punkt-Kalibriergeraden
und Modellproben wurde eine Methodenvalidierung mit den Parametern Richtigkeit,
Prazision und Linearitat durchgefiihrt. Die Methodenvalidierung sollte unter anderem
klaren, welches Protonensignal der Polymertypen sich am besten als Markersignal fiir die
Quantifizierung eignet und inwieweit die Verwendung eines Standards zu reproduzierbaren
Ergebnissen fihrt. Da sich die Wahl des Standards fir die 1D-Methode und NoD-Methode
mittels Hochfeld-Geraten und die Benchtop-Methode mittels Niedrigfeld-Geraten
unterscheidet werden die drei Methoden im Folgenden separat diskutiert. Mit Blick auf die
Umweltrelevanz der MP-Konzentration wurden zusatzlich die Nachweisgrenzen fir die

unterschiedlichen Methoden und Polymertypen bestimmt.

1D-Methode

Abhangig davon, ob das Restprotonensignal und die Analytsignale basisliniengetrennt
vorliegen (fir LDPE, PET, PS und PA) oder teilweise uberlagern (fir PVC und ABS)
kommen zwei Integrations-Methoden infrage (siehe Abbildung 3). Liegen die
entscheidenden Signale basisliniengetrennt vor, kann die normale Summen-Integrations-
Methode (INT) angewendet werden. Uberlagern die Signale hingegen, so kann die Peak-
Fitting-Methode (PF) verwendet werden. Die PF-Methode basiert auf einer mathematischen
Methode, welche die Uberlagernden Signale dekonvolutiert und anschlieBend die
separierten Signalintensitaten angibt [64, 65, 78]. Wie bei anderen Analysemethoden auch
ist es bei der gNMR-Methode von entscheidender Bedeutung, dass die Messparameter und
die Bearbeitung der Spektren (Phasen- und Basislinienkorrektur, Integrations-Methode) fur
die jeweiligen MP-Polymerarten immer konsistent durchgefiihrt werden. Nur so kann eine
prazise Quantifizierung der bisher sechs untersuchten MP-Polymertypen LDPE, PET, PS,
PA, PVC und ABS gewahrleistet werden. Fur die 1D-Methode kann das Restprotonensignal
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unter der Voraussetzung als interner Standard verwendet werden, dass immer die
identische Charge des Losungsmittels flr eine Messreihe benutzt wird. Der Vorteil besteht
darin, dass kein zusatzlicher Schritt notwendig ist, um den internen Standard in die
Polymerlésung einzubringen und keine zusatzlichen Signale auftreten. Am Beispiel von
LDPE, PET und PS wurde uberprift, inwieweit Linearitat, Richtigkeit und Prazision der
Modellproben mit internem Standard (normiert) und ohne internen Standard (unnormiert)
beeinflusst werden (Kapitel 2). Die berechneten Konzentrationen auf Basis der normierten
Werte liegen im Vertrauensbereich der jeweiligen Kalibriergerade. Auch ist die Prazision
der normierten Werte mit 99.4-99.9 % klar gegeben. Hingegen weichen die berechneten
Konzentrationen auf Basis der unnormierten Werte starker vom wahren Wert ab und liegen
teilweise nicht im Vertrauensbereich der Kalibriergeraden. Auch weisen die normierten
Intensitaten eine hohere Linearitat (> 0.9944) im Vergleich zu den unnormierten Werten (>
0.9920) auf. Eine Korrektur mittels internem Standard fuhrt somit zu genaueren
Ergebnissen. Wird das Restprotonensignal als interner Standard verwendet, ergibt sich ein
zusatzlicher entscheidender Vorteil. Solange dieselbe Charge des entsprechenden
Lésungsmittels verwendet wird, kann die identische Kalibriergerade fir einen langeren
Messzeitraum zur Analyse angewendet werden, was besonders im Hinblick auf einen
grolieren Probendurchsatz wichtig und sinnvoll ist. Des Weiteren sollte mit der
Methodenvalidierung auch die Frage geklart werden, welches Protonensignal der
Polymertypen fur die Quantifizierung am geeignetsten ist. Es zeigt sich, dass Signale mit
einem hohen Signal-zu-Rausch-Verhaltnis verwendet werden sollten, da so eine
Quantifizierung von geringen Konzentrationen maglich ist. Auferdem sollten aufgrund von
moglichen stérenden Matrixeffekten nach Moglichkeit keine Signale mit der chemischen
Verschiebung von 2.5-2.4 und 1.8-0.7 ppm zur Quantifizierung herangezogen werden. Es
sollte wenn mdglich auch darauf geachtet werden, dass Signale verwendet werden, welche
basisliniengetrennt von LM- oder Matrixsignalen vorliegen (siehe Kapitel 3 & 4).

Ein weiteres Kriterium ergibt sich aus der Methodenvalidierung, da das Signal mit den
praziseren und genaueren Werten fur die Quantifizierung verwendet werden sollte. Die
Ergebnisse der Methodenvalidierung sind in Tabelle 1 zusammengefasst dargestellt. LDPE
bildet eine Ausnahme, da beide LDPE-Signale H1 und H2 nicht basisliniengetrennt
vorliegen. Sie werden somit zusammen integriert und es musste keine Entscheidung
getroffen werden, welches Signal sich zur Quantifizierung besser eignet. Auflerdem sollte
erwahnt werden, dass der LDPE-Signalbereich mit 1.85-0.6 ppm im Bereich von mdglichen
Matrixeffekten liegt und somit eine Quantifizierung in Umweltproben mittels INT-Methode

problematisch sein kénnte (siehe Unterkapitel in Kapitel 6: gqNMR-Analyse von MP:
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Umweltproben). Bei PET kommen zwei Signale (H1 und H2) infrage. Aufgrund des deutlich
hdheren Signal-zu-Rausch-Verhaltnisses des PET-Signals H1 (siehe Abbildung 3) und im
Hinblick auf die Ergebnisse der Methodenvalidierung beziglich der Richtigkeit (H1: 96.5-
102 % und H2: 94.0-99.0 %) sollte fur PET der Bereich zwischen 8.2-8.0 ppm zur
Quantifizierung verwendet werden. Fur PS-Partikel sollte unter Berticksichtigung moéglicher
Matrixeffekte im Hochfeldbereich das PS-Signal H1 im Bereich von 7.2-6.2 ppm zur
Quantifizierung verwendet werden. Hinzu kommt, dass die Richtigkeit bei H1 mit 97.4-106
% deutlich besser ist als fur H2-3 mit 93.3-118 %. Fir PA 6.6. ist der Unterschied in der
Methodenvalidierung der PA-Signale H1 und H3-5 kaum vorhanden. Fir das Signal H1 liegt
die Richtigkeit in einem Bereich von 95.6-99.2 % und fur das Signal H3-5 zwischen 94.1-
98.6 %; Die Prazision fir beide Signale ist > 99.2 %. Somit kénnen grundsatzlich beide
Signale zur Quantifizierung verwendet werden. Wird allerdings der Faktor ,Matrixeffekte*
berlicksichtigt, so sollte das PA-Signal H1, welches mit einer chemischen Verschiebung
von 3.2-3.05 ppm weiter tieffeldverschoben ist, verwendet werden (siehe Abbildung 3). Die
PVC-Signale H1 (Integrationsbereich 4.7-4.05 ppm) und H3 (Integrationsbereich 1.4-1.1
ppm) weisen einen signifikanteren Unterschied auf. Das Signal H1 ist mit einer Richtigkeit
der Modellproben zwischen 96.1-110 % gegenuber Signal H3 mit 87.4-98.5 % zu
bevorzugen. Auferdem weist das PVC-Signal H1 gegentber H3 eine hohere
Signalintensitat mit einem Faktor von ca. 10 auf und zusatzlich sollte es aufgrund der
chemischen Verschiebung von 4.7-4.05 ppm 2zu keiner Signaliberlagerung mit
Matrixeffekten kommen. Im Gegensatz zu den anderen Polymertypen muss bei PVC und
bei ABS die PF-Methode zur Integration angewendet werden, da das Restprotonensignal,
welches als interner Standard dient, nicht basisliniengetrennt von den Analytsignalen
vorliegt (siehe Abbildung 3 und Kapitel 3). Fur ABS kdénnen zwei Losungsmittel, CDCls oder
DMSO-d6, verwendet werden. In beiden Ld&sungsmitteln weist das ABS-Signal H1
(Integrationsbereich 7.5-6.0 ppm) ein signifikant gréReres Signal-zu-Rausch-Verhaltnis auf
als das ABS-Signal H2 (Integrationsbereich 6.0-4.0 ppm). Aufgrund dessen ist das ABS-
Signal H1 fir die Quantifizierung klar zu bevorzugen. Es konnte eine Richtigkeit der
Modellproben fir das ABS-Signal H1 zwischen 97.4-104 % in CDCIz und 98.6-103 % in
DMSO-d6 erzielt werden. Somit eignen sich grundsatzlich beide Lésungsmittel fir die
Quantifizierung von ABS, allerdings sollte DMSO bevorzugt werden, da im Falle von CDCls3
zusatzlich das ABS-Signal H1, welches als Markersignal fir die Quantifizierung verwendet
wird, nicht basisliniengetrennt vorliegt. Somit muss auch fir ABS in CDCl; die PF-Methode
fur das Markersignal angewendet werden (siehe Abbildung 3 und Kapitel 3). Grundsatzlich

weisen die Ergebnisse der Methodenvalidierungen der PF-Methode keinen signifikanten
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Unterschied zu den Ergebnissen der INT-Methode auf. Allerdings fallt auf, dass die INT-
Methode mit 99.4-99.9 % etwas praziser ist als die PF-Methode mit 98.3-99.9 % (siehe
Tabelle 1). Somit sollte die INT-Methode nach Méglichkeit bevorzugt angewendet werden,
da es sich dabei um die softwareseitig vorgesehene Routine-Integrations-Methode handelt,
welche keinen zusatzlichen mathematischen Schritt erfordert, und auRerdem schneller und
einfacher ist [78]. Nichtdestotrotz stellt die PF-Methode eine wichtige Alternative fir die MP-
Analytik fur den Fall dar, dass die zu integrierenden Signale nicht basisliniengetrennt

vorliegen.

Tabelle 1: Ubersicht der Ergebnisse der Methodenvalidierung fiir die getesteten Polymertypen. Angegeben ist
die Richtigkeit und Prézision in %, der Regressionsfaktor R?, die Nachweisgrenze (NWG) basierend auf dem
Signal-zu-Rausch-Verhéltnis, der Signalbereich in ppm welcher fiir die Quantifizierung verwendet und welche
Integriermethode angewendet wurde (siehe Kapitel 2 & 3).

MP in LM Ric_hti?keit Pre_azifion R2 NWG _Signal gNMR
in % in % in ppm
LDPEinToluen-d8 88.0 —110* 99.4-99.9 0.9944 1 pug/mL 1.85-0.6 INT
PETinCDCIsTFA  96.5-102* 99.8-99.9 0.9997 1 ug/mL 8.2-8.0 INT
PS in CDCIs/FA 98.8 —103* 99.6-99.9 0.9997 28 ug/mL 7.2-6.2 INT
PA in CDCls 95.6-99.2 99.2-99.9 0.9950 40 yg/mL 3.2-3.05 INT
98.9 —
PVC inDMSO-d6  96.1 — 110 S 0.9991 84 uyg/mL  4.7-405 PF
ABS inDMSO-d6  98.6 —103 99.5-99.7 0.9990 67 pg/mL 7.5-6.0 PF
ABS in CDCls 97.4-104 98.3-99.9 0.9901 77 pg/mL**  7.1-6.0 PF

*korrigierte Werte (abweichend von Publikation [79, 80] aufgrund eines Formelfehlers/Eingabefehlers in Excel).
** siehe Anhang: Zusatzmaterial Kapitel 6.
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NoD-Methode

Vor dem Hintergrund, dass die gNMR-Methode fir Routineuntersuchungen noch attraktiver
gestaltet werden soll, wurde zusatzlich Gberprift, ob die Verwendung der
kostenglinstigeren nicht-deuterierten Ldsungsmittel auch zur Quantifizierung der MP-
Partikel geeignet ist. Dabei unterscheidet sich die NoD-Methode von der 1D-Methode
dahingehend, dass aufgrund der methodenbedingten Ldsungsmittelsuppression das
Restprotonensignal nicht als interner Standard verwendet werden kann. Alternativ kann
Dichlormethan (DCM) als interner Standard benutzt werden. Bei der Wahl des Standards
wurde darauf geachtet, dass das Protonensignal des Standards nicht in den Signalbereich
des Lésungsmittels und des Analytsignals, welches fiir die Quantifizierung verwendet wird,
fallt und dass darlber hinaus der Standard in dem entsprechenden Losungsmittel komplett
I6slich ist. DCM weist strukturbedingt nur ein 'H-NMR Signal mit einer chemischen
Verschiebung von 4.3 ppm (in Toluen), Gber 5.3 ppm (in Chloroform) bis 5.8 ppm (in DMSO)
auf [81]. Basierend auf den 'H-NMR Daten von Babij et al. wird somit keine
Signallberlagerung von DCM mit den verwendeten Ldsungsmitteln flr die MP-Analyse
(Toluen, Chloroform, DMSO und THF) der entsprechenden MP-Polymertypen (LDPE, PET,
PS, ABS, PVC und PA) und der MP-Partikel selber erwartet [81]. Des Weiteren wird der
interne Standard (DCM-Signal) als Referenz fur die chemische Verschiebung des
entsprechenden Spektrums verwendet. Dies ist nétig, da aufgrund des fehlenden
deuterierten Ldsungsmittels wahrend der Messung das Spektrometer nicht eingelockt
werden kann und somit die Signale hochfeld- oder tieffeld-verschoben sein kénnen. DCM
erflullt somit zwei Funktionen, indem es zum einen als Referenz fir die chemische
Verschiebung und zum anderen als interner Standard fur die Quantifizierung dient.

Im Sinne eines proof-of-concept wurde fir PET, PS und PVC wie fur die 1D-Methode auch
eine Methodenvalidierung fir die NoD-Methode durchgefiuhrt. Basierend auf den
Erkenntnissen der 1D-Methode wurde als Markersignal fir PET der Bereich von 8.25-7.90
ppm (im Vergleich 8.20-8.00 ppm fir die 1D-Methode), fir PVC von 4.70-4.00 ppm in
DMSO oder von 4.90-4.40 ppm in THF (im Vergleich 4.70-4.05 ppm in DMSO fir die 1D-
Methode) und flir PS von 7.60-6.40 ppm in THF (im Vergleich 7.20-6.20 ppm in CDCls fur
die 1D-Methode) definiert. Im Falle der drei getesteten Polymere liegen die Markersignale
basisliniengetrennt vor, weshalb die INT-Methode angewendet werden kann (siehe Kapitel
4). Zunachst wurde Uberprift, inwieweit der interne Standard zu einer Verbesserung der
Methode beitragt. Im Gegensatz zur 1D-Methode, konnte ohne Verwendung von DCM als
internem Standard kein linearer Zusammenhang festgestellt werden. Der nicht-lineare

Zusamenhang ist auf die automatische NoD Sequenz zurlickzuflihren und somit der
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automatische Receiver Gain aufgrund der Lésungsmittelsuppression stark varriert. Diese
Signaldifferenz kann mittels internem Standard rausgerechnet werden, weshalb fir die
NoD-Methode mittels Hochfeld-Geraten ein interner Standard notwendig ist. Mittels
Normierung sind die Residuen normalverteilt und der Regressionsfaktor R? > 0.995, womit
die Linearitat als gegeben betrachtet werden kann. Im Gegensatz zu den Linearitatsdaten
unterscheiden sich die Ergebnisse bezuglich Richtigkeit und Prazision nicht signifikant von
den Ergebnissen der 1D-Methode. Die Richtigkeit liegt in einem Bereich zwischen 94.3-111
% und die Prazision zwischen 99.2-99.9 % fur alle drei getesteten Polymertypen. Es konnte
somit anhand von PET, PVC und PS gezeigt werden, dass die NoD-Methode keinen
signifikanten negativen Einfluss auf die Quantifizierung von MP mittels gNMR-
Spektroskopie hat. Im Vergleich zur 1D-Methode missen allerdings zusatzliche
Anforderungen an das Lésungsmittel und an einen zusétzlichen internen Standard gestellt
werden. Nichtdestrotz zeigen die Ergebnisse der Methodenvalidierung, dass es sich bei der
NoD-Methode um eine kostengiinstige  Alternative  handelt, welche  flr

Routineuntersuchungen in Betracht gezogen werden sollte.

Benchtop-Methode

Eine weitere kostenglinstige Alternative, welche fir zuklnftige MP-Untersuchungen in
Betracht gezogen werden sollte, stellt die qNMR-Methode mittels Niedrigfeld-Geraten
(Benchtop-Methode) dar. Die geringere Feldstarke der Benchtop-Gerate beeinflusst die
Signalverbreiterung sowie das Signal-zu-Rausch-Verhaltnis (siehe Gleichung 4 & 6),
welches grundsatzlich einen Einfluss auf die Quantifizierung nehmen kann. Da aufgrund
der Polymereigenschaft der MP-Partikel der Unterschied fir die Signalbreite (in ppm)
zwischen den Benchtop-Geraten und Hochfeld-Geraten, fir die getesten Polymertypen
PET, PS und PVC nicht signifikant ist, wird die Wahl des Markersignals nicht beeinflusst
(siehe Kapitel 4). Im Gegesantz dazu unterscheided sich das Vorgehen der Quantifizierung
mittels Benchtop-Methode von der bisher beschriebenen Quantifizierung fir die Hochfeld-
Gerate (1D-Methode und NoD-Methode) dahingegend, dass eine Normierung der
Signalintensitat wie bei den Hochfeld-Messungen nicht notwendig ist. Bei der Benchtop-
Methode wird geratebedingt mit einem festen Receiver-Gain gearbeitet, weshalb eine
zusatzliche Normierung mittels internem Standard Uberflissig wird. Somit kann auch, im
Unterschied zu den Hochfeld-Messungen, die INT-Methode bei geringfiigigem Uberlappen
des Restprotonensignals und des Markersignals angewendet werden (sieche Kapitel 4).
Entscheidend fir diese Vorgehensweise ist, dass die Phasenkorrektur und
Basislinienkorrektur mit grof3ter Sorgfalt und der Integrationsbereich fiir das entsprechende

Polymer immer konsistent durchgefiihrt wird. Um einen ersten Uberblick zu erhalten, ob die
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Benchtop-Methode sich grundsatzlich fur die Quantifizierung von MP eignet, wurde anhand
von PET, PS und PVC mittels 3-Punkt-Kalibriergerade (0.05 mg/mL, 0.5 mg/mL und
1.0 mg/mL) Uberpriift ob ein linearer Zusammenhang besteht. Fir alle drei getesteten
Polymere ist der Regressionsfaktor R? > 0.998 (siehe Kapitel 4).

Eine noch kostenglnstigere Alternative stellt die Kombination von Benchtop-Methode mit
der NoD-Methode dar. Diese vereint die Kostenvorteile aber auch die Probleme beider
Methoden wie z.B. die geringe Auflésung oder Lésungsmittelsupression. Anhand einer 5-
Punkt-Kalibriergerade (1.5 — 0.25 mg/mL) von PET in Chloroform/TFA wurde Uberprift, ob
diese kostenglinstige Kombination zu verwendbaren Ergebnissen fir die MP-Analyse
mittels gNMR-Methode fuhrt (siehe Kapitel 4). Es konnte gezeigt werden, dass die Linearitat
mit einem Regressionsfaktor von R? = 0.9998 als gegeben betrachtet werden kann
(Residuen normalverteilt). Der nachste Schritt besteht darin, eine komplette
Methodenvalidierung wie fur die Hochfeld-Messungen durchzufihren, um die Frage der
generellen Anwendbarkeit der Benchtop-Methode (1D und NoD) hinreichend zu klaren.
Nichtdestrotz zeigen diese ersten Messungen, dass das 80 MHz-NMR-Spektrometer eine
vielversprechende Alternative zu den in der Anschaffung und Unterhaltung

kostenintensiveren Hochfeld-Spektrometern ist.

Nachweisgrenzen

Da die Zielstellung der MP-Analytik hauptsachlich die Quantifizierung von MP-
Umweltproben darstellt, sollte zusatzlich geklart werden, ob die Nachweisgrenzen (NWG),
welche mittels der gNMR-Methode erzielt werden kdnnen, im umweltrelevanten Bereich
liegen. Die Definition eines umweltrelevanten Bereichs von MP ist insbesondere bezogen
auf die massenbasierte Konzentrationsangabe nicht ftrivial. In den meisten
Veroffentlichungen zu diesem Thema wird nur die Partikelanzahl pro kg oder L Um-
weltprobe angegeben. Eine Naherung erlaubt es einen umweltrelevanten
Konzentrationsbereich anzugeben: Wird davon ausgegangen, dass ein MP-Partikel 2-5 ug
wiegt und 10-1000 Partikel pro kg oder L Umweltprobe nachgewiesen werden, ergibt sich
ein Konzentrationsbereich von 20 ug - 5 mg pro kg oder L Umweltprobe [79]. Zum Vergleich
geben Dierkes et al. an, dass eine Quantifizierung von MP unter 1 mg/g (1g/kg) in Um-

weltproben notwendig ist [34].
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Tabelle 2: Ubersicht der berechneten NWG basierend auf dem SNR von PET, PS und PVC der drei gNMR-
Methoden welche fiir die MP-Analyse infrage kommen. Vergleich der 1D-Methode (500 MHz-Spektrometer
mittels deuterierter LM), der NoD-Methode (600 MHz-Spektrometer mittels nicht-deuterierte LM), der Benchtop-
Methode (80 MHz-Spektrometer mittels deuterierter LM) und der Kombination von Benchtop- und NoD-Methode
(80 MHz-Spektrometer mittels nicht-deuterterierte LM).

1D (500 MHz)  NoD (500 MHz) 1D (80 MHz) NoD (80 MHz)

PET in cDCI/TFA 1 ug/mL 3 ug/mL 6 pg/mL 10 pg/mL
PS in cDCI; (THF) 28 pyg/mL (16 pg/mL) 22 pyg/mL -
78 pg/mL (43
PVC in DMSO (THF) 84 ug/mL 38 ug/mL -
pg/mL)

Die Werte der NWG fir die gNMR-Methode wurden basierend auf dem Signal-zu-Rausch-
Verhaltnis von 3:1 kalkuliert [50, 82]. Fur die Bestimmung am 500 MHz-Spektrometer
mittels 1D-Methode konnten die NWG fir LDPE und PET von 1 pg/mL, fur PS von 28
pg/mL, fir PA von 40 ug/mL fir PVC von 84 pg/mL und fir ABS von 67 ug/mL bestimmt
werden (siehe Tabelle 1). Alle getesteten Polymertypen weisen somit NWG im unteren
umweltrelevanten Bereich auf, wobei die NWG von LDPE und PET deutlich unter dem
kalkulierten umweltrelevanten Bereich liegen. Bei PVC, ABS und PA besteht noch
Optimierungsbedarf um ahnliche NWG wie die von LDPE, PET und PS zu erhalten. Dies
ist beispielsweise durch Erhéhen der Scananzahl mdéglich, um das Signal-zu-Rausch-
Verhaltnis zu verbessern (siehe Gleichung 4). Eine weitere Moglichkeit besteht darin, die
Apodisation-Funktion, ein Verfahren zur optischen Filterung und Verbesserung des Signal-
zu-Rausch-Verhaltnisses, anzupassen. Allerdings muss beachtet werden, dass eine
Erhéhung der Apodisation-Funktion eine geringere Signalauflésung zur Folge haben kann
und die Funktion somit nicht unendlich erhéht werden sollte. Eine Erhéhung des Faktors
der Apodisation-Funktion von 0.2 Hz auf 0.5 Hz flihrt bei PVC bereits zu einem hoheren
SNR und somit zu einer deutlich niedrigeren NWG ohne einen signifikanten Einfluss auf die
Methodenvalidierung zu nehmen (84 pg/mL fur 0.5 Hz; 124 pg/mL fur 0.2 Hz). Die
Apodisation wurde auch fir die NoD-Methode (500 MHz-Spektrometer) auf 0.5 Hz
eingestellt. Fir PET konnte eine NWG von 3 pg/mL, fir PS von 16 ug/mL und fir PVC von
43 pg/mL in THF oder 78 pg/mL in DMSO berechnet werden (siehe Tabelle 2).
Schlussfolgernd sollte somit, aufgrund der besseren L&sungseigenschaft und der
niedrigeren NWG, als bevorzugtes Losungsmittel fir die NoD-Methode THF fir PVC
verwendet werden. Somit liegt 16sungsmittelbedingt die NWG von PVC mittels NoD-
Methode deutlich unter der NWG mittels 1D-Methode. Fur PET und PS befinden sich die

NWG beider Methoden im selben Konzentrationsbereich.
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Neben den NWG fir die Bestimmung an einem 500 MHz-Spektrometer (1D-Methode und
NoD-Methode) wurden auch die NWG flir die Bestimmung am 80 MHz-Spektrometer
kalkuliert. Wie bereits in der Einleitung (Gleichung 4) erlautert wurde, hangt das SNR von
der Feldstarke und der Scanzahl ab. Somit muss die Scanzahl bei einer Messung an einem
80 MHz-Spektrometer erhoht werden, um eine vergleichbare NWG wie bei einer Messung
an einem 500 MHz-Spekrometer zu erhalten. Eine Erhéhung der Scanzahl hat allerdings
eine Erhdhung der Messzeit zur Folge. Daher bestand das Ziel darin, die Messzeit der PET-
, PS- und PVC-Probemessungen an dem Benchtop-Gerat nur soweit zu erhdhen, dass
gerade die NWG der 500 MHz-Messungen erreicht werden (siehe Kapitel 4 und Tabelle 2).
Erwartungsgemaf musste fur PET die Scanzahl im Vergleich zu PS und PVC am wenigsten
erhoht werden, da das PET H1 Markersignal (fur die Quantifizierung) eine sehr gute
Signalintensitat aufgrund des scharfen Signals aufweist. Es konnte gezeigt werden, dass
bei Messungen an einem 80 MHz-Spektrometer fir die 1D-Methode eine Scanzahl von 256
(25 Scans fur 500 MHz) und der daraus resultierenden Messzeit von ca. 30 min (ca. 3 min
fur 500 MHz) ausreicht, um eine NWG von 6 ug/mL zu berechnen. Vergleichbar damit ist
auch die NWG fir PET von 9 ug/mL, welche beispielhaft fir die NoD-Methode an einem 80
MHz Ultra-Spektrometer kalkuliert wurde (128 Scans; 22 min). Fir PS mittels 1D-Methode
wurde die Scanzahl bereits auf 512 verdoppelt (25 Scans fir 500 MHz), wobei die
Aufnahmezeit pro Scan verklrzt wurde, weshalb sich eine Messzeit von ca. 35 min ergibt
(ca. 2 min fir 500 MHz). Somit konnte eine NWG von 22 ug/mL flir das Benchtop-Gerat
(1D-Methode) erreicht werden. Bereits bei den 500 MHz-Messungen (1D sowie NoD) ist
aufgefallen, dass die NWG von PVC in DMSO im Vergleich zu PET und PS deutlich
schlechter ist, wobei dies an der im Vergleich geringer ausgepragten Signalintensitat liegt.
Dies wirkt sich natirlich auch negativ auf die Benchtop-Messungen aus. Aus diesem Grund
wurde die Messzeit von PVC auf ca. 140 min erhdht (Scanzahl 2048) und es konnte eine
NWG von 38 ug/mL basierend auf dem SNR kalkuliert werden, welche somit sogar um die
Halfte niedriger ist als fir die 500 MHz-1D-Methode. Daraus koénnen zwei
Schlussfolgerungen gezogen werden. Zum einen kénnte die Messzeit von PVC an einem
80 MHz-Spektrometer auf ca. 100 min beschrankt werden, um eine vergleichbare NWG wie
fur die 500 MHz-Spektrometer zu erhalten. Alternativ wird die Scanzahl einer 500 MHz-
Messung von 25 Scans auf 35 Scans erhdht, um eine vergleichbare NWG wie fur die
Benchtop-Messung zu erhalten. Diese Schlussfolgerung, dass die Messzeit zugunsten der
NWG erhoht oder zulasten der NWG verringert werden kann, gilt auch fir die anderen
Polymersorten und sollte in Abhangigkeit der analytischen Problemstellung entschieden

werden. Grundsatzlich weisen die unterschiedlichen gNMR-Methoden (1D-Methode, NoD-
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Methode oder Benchtop) NWG im unteren umweltrelevanten Bereich (1-84 ug/mL) auf.
Zum Vergleich kénnen die NWG der thermoanalytischen Methoden herangezogen werden,
da es sich dabei ebenfalls um eine massenbasierte MP-Analytik handelt. Dabei wird die
NWG von PE mit 10 ug (7 ug/g; 4.8 ug/mL) fir TED-GC-MS (Py-GC-MS), von PS mit 0.2
Mg (8 pg/g; 1.6 pg/mL) fur TED-GC-MS (Py-GC-MS) und von PP mit 1 pg (7 pg/g; 43 pg/mL)
fur TED-GC-MS (Py-GC-MS) angegeben [34, 50]. Fur die anderen Polymertypen wie PET,
PVC, PA und ABS sind bis zum jetzigen Zeitpunkt keine NWG (fur TED-GC-MS und Py-
GC-MS) bestimmt worden.

Fazit

Die NWG, welche mittels unterschiedlicher gqNMR-Methoden berechnet wurden, sind
vergleichbar mit denen der thermoanalytischen Methoden. Auch ist die Messzeit
vergleichbar oder sogar geringer als die der anderen MP-Analysemethoden. Eine Messung
an einem Hochfeldspektrometer (1D- und NoD-Methode) betragt aktuell ca. 5 min. Bei der
hier vorgestellten Methode handelt es sich um eine nicht-simultane Bestimmung und somit
ergibt sich eine Gesamtmesszeit fur die Analyse von LDPE, PET, PS, PVC, PA und ABS
an einem Hochfeld-Spektrometer von ca. 25 min (5min x 5 unterschiedliche Lésungsmittel)
und fir Benchtop-Geréate fur die Analyse von PET, PS und PVC von ca. drei Stunden (30
min + 30 min + 140 min). Diese Messzeit ist vergleichbar mit den thermoanalytischen
Methoden. Fir die Pyrolyse-GC-MS-Methode wird eine Messzeit von ca. 30 min [34, 51]
und fur die TED-GC-MS-Methode von ca. zwei Stunden angegeben [50]. Des Weiteren
sollte beachtete werden, dass David et al. die Notwendigkeit eines ,,Cleaning-Runs* fir die
TGA-GC-MS-Methode beschrieben haben, um mdgliche Kontaminationen zu minimieren,
wobei pro Messung (190 min) nochmals ca. 90 min hinzugerechnet werden missen [83].
Noch zeitintensiver sind die Messungen basierend auf schwingungsspektroskopischen
Methoden (FTIR und Raman), bei denen die Messung eines Filters bis zu mehreren Tagen
oder bei Anwendung einer Abrastermethode mehrere Stunden dauern kann [47, 51]. Der
Vergleich mit den anderen MP-Methoden zeigt deutlich, dass sogar die erhohten
Messzeiten (30-140 min), welche bei Verwendung von Benchtop-Geraten notwendig sind,
keinen signifikanten Nachteil flr die MP-Analyse mittels der gNMR-Methode darstellen. Die
gNMR-Methode unter Verwendung der Hochfeld-Spektrometer kann mit ca. 25 min bereits
jetzt als eine der zeiteffektiveren MP-Analysemethoden beschrieben werden. Bei
Anwendung einer simultanen Quantifizierung von zwei oder mehr Polymertypen wirde sich
die Messzeit entsprechend reduzieren, da das Probenaufkommen und somit der
Messaufwand verringert wird (siehe Kapitel 6: Simultane Bestimmung - Vorversuche).

Daruber hinaus zeigen die Ergebnisse der Methodenvalidierung, dass die Quantifizierung
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von MP (LDPE, PET, PS, PVC, ABS, PA 6.6) mittels gNMR nicht nur prinzipiell méglich ist,
sondern auch eine hohe Linearitat (> 0.99), Richtigkeit (88.0-110 %) und Prazision (98.3-
99.9 %) aufweist. Ahnlich wie bei den thermoanalytischen Methoden auch, wird zur
Quantifizierung ein spezifisches Markersignal des jeweiligen Polymers ausgewahlt,
integriert, mittels internem Standard normiert und quantifiziert. Bei den thermoanalytischen
Methoden handelt es sich um ein spezielles m/z-Verhaltnis und bei der gNMR-Methode um
die spezielle chemische Verschiebung eines Analytsignals.

Zusammenfassend handelt es sich bei der quantitativen "H-NMR Spektroskopie um eine
vielversprechende alternative Quantifizierungsmethode, wobei im Rahmen dieser Arbeit
vier Unterkategorien der gNMR-Methode untersucht wurden. Zum einen die 1D-Methode
oder NoD-Methode gemessen an Hochfeld-Spektrometern und zum anderen im Rahmen
erster Untersuchungen die 1D-Methode und die NoD-Methode gemessen an einem 80 MHz
Benchtop-Gerat. Die 1D-500 MHz-Methode hat den klaren Vorteil, dass diese eine hohe
Auflésung aufweist und die Messzeit < 5 min betragt. Allerdings sind die Messkosten durch
die Verwendung von deuterierten Losungsmitteln und dem Stickstoff- sowie
Heliumverbrauch wahrend der Messung hoch. Die Messkosten bei einem Benchtop-Gerat
sind hingegen verschwindend gering, da der Permanentmagnet nicht mit flissigem Helium
und Stickstoff geklhlt werden muss. Nachteilig ist die geringe Auflésung, welche sich in der
Signalverbreiterung und dem geringeren Signal-zu-Rausch Verhaltnis widerspiegelt. Um
dies groBtenteils auszugleichen, muss die Messzeit auf 30-140 min erhdéht werden. Mit
beiden Spektrometertypen (Hochfeld oder Benchtop) ist die Anwendung der 1D-Methode
sowie der NoD-Methode mdglich. Bei der NoD-Methode werden die wesentlich
kostengunstigeren nicht-deuterierten LOsungsmittel verwendet, wobei durch die
Lésungsmittelsuppression und das Fehlen des Einlockens tber den Deuterium-Kanal die
Qualitat der Spektren etwas geringer ist als fur die 1D-Methode. Somit stellt die NoD (80
MHz)-Methode die kostenginstigste Methode dar, wobei dies mit einer hdheren Messzeit
und geringeren Spektrenqualitat einhergeht. Eine Zwischenldsung stellt die NoD (500
MHz)-Methode dar, da bei dieser Methode die Messzeit <5 min betragt und nur die
Betriebskosten negativ ins Gewicht fallen (siehe Tabelle 3). Allerdings sollte grundsatzlich

die Auswahl der gNMR-Methode in Abhangigkeit der MP-Fragestellung erfolgen.
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Tabelle 3: Ubersicht der Vor-und Nachteile der drei verschiedenen qNMR-Methoden, welche fiir die MP-
Analytik infrage kommen: 1D (600 MHz)-Methode (600 MHz-Spektrometer von Jeol mittels deuterierter LM),
NoD (500 MHz)-Methode (600 MHz-Spektrometer von Jeol mittels nicht-deuterierter LM), 1D (80 MHz)-Methode
(Spinsolve 80 MHz-Spektrometer von Magritek mittels deuterierter LM) und NoD (80 MHz)-Methode (Spinsolve
80 MHz Ultra-Spektrometer von Magritek mittels nicht-deuterierter LM). Verglichen wurden die Messzeit,
Betriebskosten und die Lésungsmittel-Kosten (LM-Kosten) welche pro Messung anfallen (negativ - - bis positiv
++).

1D (500 MHz) NoD (500 MHz) 1D (80 MHz) NoD (80 MHz)

Messzeit ++ + + - --
Betriebskosten - - -- + + ++
LM-Kosten - + + - ++
Qualitat Spektren ++ + 0 0
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gNMR-Analyse von MP: Umweltproben

Um MP mittels gNMR-Spektroskopie in Umweltproben analysieren zu kénnen, missen
zunachst zwei Fragestellungen betrachtet werden. Zum einen stellt sich die Frage, welche
Probenvorbereitung fur die MP-Analyse mittels qNMR am geeignetsten ist und zum
anderen, ob es Matrixeffekte, welche die Quantifizierung von MP in Umweltproben stéren,
gibt. Eine geeignete Probenvorbereitung mit validierten Wiederfindungsraten (WFR) aber
auch Matrixeffekte von Umweltproben, welche oftmals die Anwendbarkeit einer Methode
minimieren, sind entscheidend. Die Ergebnisse, welche im Folgenden vorgestellt werden,

wurden, wenn nicht anders erwahnt, mit der 1D (500 MHz)-Methode gemessen.

Einfluss von Matrixeffekten

Die qualitative, vielmehr aber die quantitative Analyse, kann durch Matrixeffekte von
Umweltproben gestort werden. Organische Matrices konnen im 'H-NMR Spektrum
stérende Signale durch Uberlagerung der Matrixsignale mit dem Markersignal hervorrufen,
wenn die Matrices selbst 'TH-NMR aktive Substanzen enthalten. Daher muss Uberprift
werden, ob NMR-aktive Matrixkomponenten, auch nach einem chemischen Aufschluss,
vorhanden sind und welchen Einfluss diese auf die MP-Analyse haben (fiir weitere
Informationen siehe Einleitung und Kapitel 5). Es wurden zunachst vier verschiedene
Umweltmatrices nach dem chemischen Aufschluss in dem Ldsungsmittelgemisch
CDCI3/TFA 4:1 (fur die Analyse von PET geeignet) getestet: Moselwasser als Beispiel flr
FlielRgewasser, aquatischer Biofilm und Invertebraten als Beispiele flir biologische Matrices
und Sand als Sedimentmatrix (siehe Kapitel 5). Fir die Sedimentmatrix kdnnen keine
storenden 'H-NMR-aktiven Substanzen in einem Signalbereich von 0-9 ppm ausgemacht
werden. Die Moselwasserprobe weist Signale mit einer geringen Intensitat im Bereich von
2.45 ppm und 1.25 ppm auf. Deutlich mehr intensive Signale treten bei Matrices aus Biofilm
und Invertebraten auf. Die Signale im Bereich von 2.45, 1.65, 1.25 und 0.85 ppm sind
typisch fir langkettige Ketone und Fettsduren. Zusatzlich wurden fir weitere
Lésungsmittelbedingungen die Matrixeffekte von aquatischem Biofilm ohne chemischen
Aufschluss Uberprtift, da die Lésungseigenschaft der Matrixbestandteile und die chemische
Verschiebung teilweise vom Ld&sungsmittel abhdngen und somit zusétzliche Signale

auftreten oder Signale hoch- oder tieffeld-verschoben sein kénnen (siehe Abbildung 4).
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Abbildung 4: "H-NMR-Spektren der Biofiimmatrix in dem entsprechenden Lésungsmittel. a) ~11 mg/mL
Biofilm gelést in CDCI3/FA 3:2. b) ~16 mg/mL Biofilm gelést in CDCls. ¢) ~14 mg/mL Biofilm gelést in DMSO-
d6. d) ~27 mg/mL Biofilm gel6st in CDCI3/TFA 4:1 e) Biofilm nach Aufschluss gelést in CDCIs/TFA (286 mg
Biofilm vor Aufschluss). f) Biofilm nach Aufschluss gelést in Toluen-d8 (364 mg Biofilm vor Aufschluss). Mit *
markiert sind die entsprechenden Restprotonensignale des Lésungsmittels.

Auch fur die Ldésungsmittel CDCIs/FA 3:2, CDCl; und DMSO-d6 treten stérende
Matrixsignale im Bereich von 1.8-0.7 ppm auf (siehe Abbildung 4a-4c). Der Vergleich von
Biofilm vor und nach dem chemischen Aufschluss in CDCIs/TFA 4:1 zeigt, dass die
Matrixeffekte reduziert werden und die groRRten Matrixsignale im Bereich von 2.5-0.7 ppm
zu erwarten sind (siehe Abbildung 4d & 4e). Dies unterstreicht auch die Aufschlusseffizienz
von > 83 %, welche auf Grundlage der Massendifferenz vor und nach dem chemischen
Aufschluss berechnet wurde (siehe Supporting Information Kapitel 5). Auch zeigen erste
Untersuchungen fir Toluen-d8 (Lésungsmittel fur LDPE), dass nach dem chemischen
Aufschluss von Biofilm noch Matrixeffekte im Bereich von 1.6-0.7 ppm zu erwarten sind
(siehe Abbildung 4f). Fur das Beispiel PET wird deutlich, dass die auftretenden
Matrixeffekte flr die qualitative sowie quantitative Analyse nicht stérend sind, da das PET
Markersignal (8.2-8.0 ppm) nicht mit den Matrixeffekten Uberlagert (siehe Kapitel 3). Auch
stéren die Matrixsignale im Bereich von 2.4-0.7 ppm die quantitative Analyse von PS, PA,
PVC und ABS nicht (vergleiche Abbildung 1). Somit kann die Ublicherweise genutzte INT-
Methode verwendet werden. Im Fall von LDPE, bei dem auch nach dem chemischen
Aufschluss noch stérende Matrixeffekte im Bereich 1.6-0.7 ppm zu erwarten sind, kann
hingegen die INT-Methode zur Quantifizierung nicht angewendet werden. Eine Alternative
kénnte die PF-Methode in Kombination mit der Standard-Additionsmethode darstellen.

Erste Voruntersuchungen zeigen, dass sich diese Methode fir die Quantifizierung von
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LDPE mit stérenden Matrixeffekten eignen kdnnte (siehe Anhang Zusatzmaterial: Kapitel
6). Allerdings sind weitere Untersuchungen notwendig um die PF-Methode kombiniert mit
der Standard-Additionsmethode zu validieren.

Um zu Uberprifen, inwieweit sich die Matrixeffekte nach dem chemischen Aufschluss auf
die Quantifizierung von MP mittels gNMR-Spektroskopie auswirken, wurden am Beispiel
von PET der wahre und berechnete Gehalt von Modellproben in verschiedenen
Umweltmatrices verglichen. Zur Quantifizierung des PET-Gehalts in den unterschiedlichen
Umweltmatrices (Moselwasser, Biofilm, Invertebraten und Sediment) sollte nur eine
Kalibriergerade ohne Matrix verwendet werden, wie dies schon von Dimichen et al. fir die
Quantifizierung von PE in Muscheln, Boden und Schwebstoffen mittels der TED-GC-MS-
Methode beschrieben wurde [35]. Fir die Biofilm-, Sediment- und Moselwassermatrix
weichen die berechneten Werte kaum vom wahren PET-Gehalt ab (wahre Werte liegen im
Fehlerbereich der berechneten Werte). Nur fir die Invertebratenmatrix kann ein
Unterschied zwischen wahrem und berechnetem Wert festgestellt werden (nicht signifikant;
t-Test, p=0.05, n=3). Es wurde ein Modellorganismus (G. roeselii) gewahlt, welcher ein
ausgepragtes Exoskelett aufweist. Nach dem chemischen Aufschluss sind noch einige
Ruckstande fir das blof’e Auge sichtbar vorhanden. Dabei kann es sich um anorganische
Rickstande wie beispielsweise Calciumcarbonat handeln. Das Vorhandensein dieser
Rickstande kann das Ldsen der PET-Partikel aufgrund von Puffergleichgewichten
zwischen der Trifluoressigsdaure und den basischen Carbonaten erschweren.
Nichtdestotrotz konnte gezeigt werden, dass die Quantifizierung von PET in verschiedenen
Umweltmatrices mittels qNMR-Methode mdglich ist und der Probendurchsatz stark
minimiert werden kann, da nur eine Kalibriergerade (ohne Matrix) zur Analyse notwendig
ist. Zum Vergleich sind in Tabelle 4 die Daten von Modellproben in drei verschiedenen
Umweltmatrices, jeweils mittels qNMR-Methode und TED-GC-MS-Methode berechnet,

dargestellt (fir mehr Information siehe Kapitel 5 und [35]).

Tabelle 4: Vergleich des hinzugefiigten und berechneten MP-Gehalts in verschiedenen Umweltmodeliproben.
Mittels gNMR-Methode wurde der PET-Gehalt in Umweltmatrices (nach Probenvorbereitung) bestimmt.
Zusétzlich sind die Daten von Dimichen et al. dargestellt: PE-Gehalt in Umweltmatrices (ohne Proben-
vorbereitung) mittels TED-GC-MS bestimmt [35]. Angegeben sind die Daten als Gewichtsprozent in wt%.

Daten Inverte- C el . m Schweb- Bodenl b]

in wt% bratent?! Biofilm Sediment stoffelb] 1 Muscheln

mp 1.19 1.68 0.06 5.10) 5.001 4.40

hinzugefiigt

MP 3.3+ 514%
[b]

berechnet 080020 167£012 005:001 gy  49%08 > o

[l eigene Messungen, PET-Gehalt mittels gNMR; [Pl Diimichen et al., PE-Gehalt mittels TED-GC-MS [35].

-64 -



Kapitel 6: Gesamtdiskussion

Der Vergleich verdeutlicht, dass sich die qNMR-Methode im Vergleich zur TED-GC-MS-

Methode genauso gut zur Quantifizierung von MP in Umweltproben eignet.

Probenvorbereitung

Neben der Frage, ob und welche Matrixeffekte die Analyse von MP in Umweltproben stéren,
war es ein weiteres Ziel, die bestehenden Probenvorbereitungsschritte in der MP-Analytik
so zu verandern und zu optimieren, dass daraus eine geeignete Probenvorbereitung fir die
MP-Analytik mittels qNMR resultiert, welche zu reproduzierbaren Ergebnissen unabhangig
von der spezifischen Matrix der MP-Partikel fihrt. In Kapitel 5 ist das
Probenvorbereitungsschema fur verschiedene Umweltmatrices (Sediment-, Wasser- und
Biota-Proben) schematisch dargestellt. Der erste Schritt beinhaltet den chemischen
Aufschluss, um organische Matrixbestandteile bestmdglich zu entfernen. Dazu wurde der
Aufschluss nach Imhof et al. hinsichtlich der verwendeten Konzentration an Schwefelsaure
und der Aufschlussdauer optimiert [84]. Als chemisches Aufschlussreagenz wurde eine
Mischung aus ca. 50%iger Schwefelsaure anstatt hochkonzentrierter Schwefelsdure und
30%iger Wasserstoffperoxid-Losung im Verhaltnis 1:1 verwendet und die Aufschlussdauer
auf 48 h reduziert. In der Literatur wird kontrovers die Verwendung von hochkonzentrierten
Sauren fur den chemischen Aufschluss hinsichtlich der Resistenz der MP-Partikel diskutiert
[44, 52, 85]. Aus diesem Grund wurde die Konzentration der Schwefelsaure auf ca. 50 %
herabgesetzt und mittels pFTIR-Untersuchungen Uberprtft, ob die MP-Partikel von dem
Aufschlussreagenz angegriffen werden. Laut yFTIR-Messungen weisen LDPE, PET, PS
und PVC-Partikel nach der Saurebehandlung keine strukturellen Unterschiede im Vergleich
zu Messungen vor der Saurebehandlung auf (personliche Mitteilung von Frau S. Ehlers,
BfG). Zusatzlich weisen die WFR von PET Fasern vor (92.7 %) und nach dem chemischen
Aufschluss (89.6 %) keinen signifikanten Unterschied (t-Test, p = 0.378, n = 3) auf (siehe
Kapitel 5). Daher kann davon ausgegangen werden, dass die MP-Partikel von dem
verwendeten Aufschlussreagenz nicht angegriffen werden. Das Abfiltrieren von MP-
Partikeln sowie organischer und/oder anorganischer Feststoffe beinhaltet Schritt 2. Bis zu
diesem Schritt unterscheidet sich das hier vorgestellte Schema nicht von den in der Literatur
beschriebenen Probenvorbereitungsschritten [20, 52, 53, 86]. Da fur die 'H-NMR-
Messungen die MP-Partikel in Losung vorliegen mussen, ist es wichtig, selektiv die MP-
Partikel vollstandig und ohne Verluste in Lésung zu bringen und dabei von anderen durch

die Saurebehandlung nicht angegriffenen Matrixbestandteilen zu trennen.
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der einzelnen Schritte der Probenvorbereitung fiir die MP-Analytik
mittels gNMR Spektroskopie und die dazugehérigen WFR fiir PET Fasern fiir Schritt 5 und Schritt 1-5. WFR
jeweils flir keine Umweltmodellmatrix, Moselwassermatrix, Biofilmmatrix, Invertebratenmatrix und
Sedimentmatrix angegeben.

Es wurden verschiedene Vorgehensweisen getestet, wobei die Methode des Abspllens
einer P4-Fritte die besten Ergebnisse zeigte. Generell gilt es hierbei zu beachten, dass es
sich bei diesem Schritt durch die Wahl der Porengrél3e der Filtrationseinheit um einen
grolenlimitierenden Schritt handelt. Entsprechend der PorengréfRe, im Fall der P4-Fritte
zwischen 10-16 pm, ist es moéglich, dass kleinere Partikel nicht erfasst werden. Der nachste
Schritt beinhaltet das Trocknen des Rulckstandes bei 60°C im Trockenschrank. Da dieses
Probenvorbereitungsschema flir verschiedene Umweltmatrices entwickelt wurde, missen
gegebenenfalls die Schritte 4a-4c hinzugefligt werden. Dies ist abhangig davon, ob im
Ruckstand anorganische Bestandteile (> 50 mg) wie zum Beispiel Sediment enthalten sind.
Ist dies der Fall, wird der Riickstand in einem geeigneten nicht-deuterierten Losungsmittel
unter Rihren geldst (Schritt 4a), anschlieltend wird ein definiertes Volumen der MP-Partikel
enthaltenden Lésung entnommen (4b) und schlieBlich nochmals bei 60°C im
Trockenschrank eingeengt (4c). Die Schritte 4a-4c sind entscheidend, damit der finale
Schritt 5 unabhangig von der spezifischen Umweltmatrix ist. Der Ruckstand (ohne
anorganische Bestandteile) wird in 1 mL des entsprechenden deuterierten Losungsmittels
gelést und 700 pL der Ldsung in ein NMR-Roéhrchen uberfihrt, um direkt im Anschluss
mittels "H-qNMR-Spektroskopie analysiert zu werden. Der Vorteil der Methode begriindet
sich darin, dass die Probenvorbereitung fir alle MP-Arten (Polymertyp und Form)

anwendbar ist, da auf die Dichteseparation, welche oftmals sehr zeitintensiv ist (bis zu
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12 h), verzichtet wurde. Entscheidend dafir sind die Schritte 4a-4c, welche einer
Flissigextraktion von MP-Partikeln gleichkommen. Ein weiterer Vorteil der Methode ist in
Schritt 5 begriindet, da durch das Lésen in nur 1 mL des deuterierten Losungsmittels der
MP-Gehalt der Probe aufkonzentriert wird und somit auch geringe Umweltkonzentrationen
erfasst werden kdénnen.

Um die Effizienz der neu entwickelten Probenvorbereitung fir die MP-Analytik mittels gNMR
zu bestimmen, wurden die WFR der kompletten Probenvorbereitung (Schritt 1-5) far
mehrere Polymerarten bestimmt. In Verdffentlichungen wird oftmals angemerkt, dass die
WFR der Probenvorbereitung stark von der Partikelform und GréRe abhangt.
Beispielsweise haben Hurley et al. kleine und grof3e PE-Partikel und PET Fasern verglichen
und festgestellt, dass die WFR fir die PET Fasern deutlich geringer ist [87]. Zudem konnte
festgestellt werden, dass die WFR fiir farbige, grofiere Partikel deutlich besser sind als fur
kleinere, farblose Partikel [55]. Dies konnten erste eigene Untersuchungen bestatigen, bei
denen die WFR der kompletten Probenvorbereitung fir PET Fasern (>500 ym) und PS
Kigelchen (500-1000 um) verglichen wurden. Fir PS Kiigelchen wurde eine WFR von
105.0 £ 3.2 % und fur PET Fasern von 89.6 * 3.9 % bestimmt (siehe Anhang:
Zusatzmaterial Kapitel 6). Dies entspricht den Erwartungen, da die PS Kligelchen aufgrund
ihrer Grofle und Form einfach und die PET Fasern kaum in Wasser mit dem Auge zu
erkennen sind. Auf dieser Grundlage wurde entschieden, die Methodenvalidierung fir die
Probenvorbereitung am Beispiel der PET Fasern (<500 um) durchzufihren. Fir die
Probenvorbereitung konnten WFR fir die Proben ohne Umweltmatrix von 86.0 + 5.0 % im
niedrigen Konzentrationsbereich von 0.4-0.6 mg/mL und von 89.6 £ 3.9 % im hdheren
Konzentrationsbereich von 1.0-2.8 mg/mL bestimmt werden. Es ist also kein signifikanter
Unterschied zwischen der niedrigen und der hohen Spike-Konzentration zu erkennen.
Zusatzlich wurden die WFR von PET Fasern flr verschiedene Umweltproben bestimmt, um
die Anwendbarkeit der Probenvorbereitung und den Einfluss von Umweltmatrices zu
bestimmen. Es ergaben sich WFR fir Moselwasserproben von 93.5 + 5.7 %, fur
Biofilmproben von 96.4 + 7.5 %, fir Invertebratenproben von 72.1 + 4.6 % und flr
Sedimentproben von 104.5 + 3.7 % (fir mehr Informationen siehe Kapitel 5). Die WFR flr
die Invertebratenmatrix unterscheidet sich stark von der Referenz ohne Matrix (ca. 20 %)
Dies konnte an dem stark ausgepragten Exoskelett des gewahlten Modellorganismus
liegen, da durch die anorganischen Matrixbestandteile, wie Calciumcarbonat, das
Lésevermaogen fur PET minimiert wird und dies zu einer geringeren WFR flhrt. Im Vergleich

dazu weisen die WFR fir die Umweltmatrices Moselwasser, Biofilm und Sediment kaum
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signifikante Unterschiede zu der WFR ohne Umweltmatrix auf. Dies deutet darauf hin, dass

die getesteten Matrices kaum Einfluss auf die Probenvorbereitung und Analyse haben.

Fazit

Ein Vergleich der WFR der Probenvorbereitung der qNMR-Methode mit anderen MP-
Analysemethoden ist aus folgenden Grinden schwierig: Zum einen existieren bis zum
jetzigen Zeitpunkt weder ein allgemeines Probenvorbereitungsschema noch einheitliche
MP-Modellproben. Des Weiteren wurden erst in letzter Zeit vermehrt
Methodenvalidierungen und WFR von Probenvorbereitungen in der Literatur angegeben,
welche zum Vergleich herangezogen werden kénnen. Dennoch soll ein grober Uberblick
Uber die WFR von verschiedenen MP-Analysemethoden gegeben werden, um die Gite
WFR der gNMR-Methode grob einschatzen zu koénnen (siehe Kapitel 5). Fir
Sand/Sedimentproben, welche mittels optischer Methoden analysiert wurden, wurden WFR
im Bereich von 50-100% angegeben [37, 43, 88-90]. WFR > 90 % wurden hauptsachlich
dann erzielt, wenn MP-Partikel mit einem Durchmesser > 0.5 mm als Modellpartikel
verwendet wurden. Dies bestatigt die Aussage von Hanvey et al., dass hdéhere WFR erzielt
werden, wenn groéfere und farbige MP-Partikel verwendet werden [55]. Auch wurde
Fischgewebe in einer Studie als Modellmatrix verwendet und mittels optischer und FTIR-
Methoden analysiert [42]. Mittels optischer Untersuchung konnte eine WFR von 57 % + 12
erzielt werden und mittels FTIR-Methoden, abhangig von der Probenvorbereitung, WFR im
Bereich von 70 % + 3 bis 95 % + 2 [42]. Fischgewebe kam auch als Modellmatrix fir Py-
GC-MS-Untersuchungen zum Einsatz, wobei die WFR innerhalb des 95 %-
Vorhersageintervalls der Kalibriergeraden liegen [91]. Diese WFR haben gemeinsam, dass
sie alle die Dichteseparation als einen Schritt in der Probenvorbereitung aufweisen. Dierkes
et al. hingegen geben WFR flr die Fest-Flussig-Extraktion als Probenvorbereitung fir die
Py-GC-MS-Methode an [34]. Fir verschiedene MP-Polymertypen (PS, PE, PP) werden
WFR im Bereich von 77-114 % fur eine synthetische Matrix (3 % Huminsdure in Seesand)
angegeben. In der Veroffentlichung wird zusatzlich beschrieben, dass ahnliche WFR flr
Fischfilets, Tannennadeln, Flusskrebse und Blatter erzielt wurden [34]. Steinmetz et al.
beschreiben ahnliche WFR flr die Fest-Fllissig-Extraktion in Kombination mit der Py-Gc-
MS-Methode [46]. Flir PE, PP und PS in einer Sedimentmatrix (Corg < 2.5 %) konnten WFR
im Bereich von 70-128 % erreicht werden [46]. Dieser Uberblick zeigt, dass die WFR der
Probenvorbereitung, welche fir die gNMR-Methode weiterentwickelt wurde, vergleichbar
mit den anderen Probenvorbereitungen und MP-Analysemethoden ist.

Mehr noch zeigen die hohen WFR von > 90 % (ausgenommen Invertebraten > 72 %) und

die geringen Standardabweichungen (< 7.5 %) der verschiedenen Umweltmatrices, dass
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sich die Probenvorbereitung fir die MP-Analyse mittels gNMR-Spektroskopie eignet und
vergleichbare und reproduzierbare Ergebnisse fiir unterschiedliche Umweltmatrices liefert.
Dies ist ein wichtiger Punkt, da in einem Review zum Thema MP-Analytik in Bezug auf den
Nachweis in Boden, angemerkt wurde, dass sich die thermoanalytischen Methoden fiir die
MP-Analytik eignen, die gNMR-Methode aber aufgrund von stérenden Matrixeffekten
moglicherweise nicht, wobei die Autoren die Moglichkeit einer Probenvorbereitung mit
weitgehender Entfernung NMR-aktiver Matrixbestandteile nicht in Betracht gezogen haben
[40]. Besonders am Beispiel von PET konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden,
dass die qNMR-Methode gegeniiber den meisten Matrixeffekten, besonders gegentber
den organischen Matrixbestandteilen, welche auch in Béden vorkommen, insensitiv ist und
zu reproduzierbaren Ergebnissen fiihrt. Dartber hinaus konnte gezeigt werden, dass
Biofilmproben grundsatzlich die quantitative Analyse von PS, PA, PVC und ABS nicht
stéren. Einzig bei LDPE treten stérende Matrixeffekte auf, da das Markersignal von LDPE
(1.85-0.60 ppm) in den Hauptmatrix-Signalbereich von 2.4-0.7 ppm fallt. In solch einem Fall,
bei dem das Markersignal im Matrixbereich liegt aber dennoch als Signal zu erkennen ist,
kann die PF-Methode angewendet werden. Die PF-Methode stellt daher besonders flr
Umweltmatrices eine vielversprechende Alternative dar, da sie eine Mdglichkeit bietet, auch
Polymertypen in Umweltproben zu quantifizieren, bei denen stérende Matrixeffekte
auftreten. Dies stellt einen grofien Vorteil gegeniber anderen MP-Analysemethoden dar.
Beispielsweise ist die FTIR-Spektroskopie sehr anfallig flir Matrixeffekte aufgrund von
Signalliberlagerungen von vielen organischen Matrices wie langkettigen Fettsauren oder
Ketonen. Es ist daher nicht mdglich, MP-Partikel mittels FTIR-Spektroskopie zu
identifizieren, wenn sich biologische Matrixbestandteile auf der Oberflache der MP-Partikel
befinden, da die Messung auf die Oberflache der Partikel limitiert ist [52]. Des Weiteren
muss auch bedacht werden, dass langkettige Fettsduren und Ketone ahnliche Signale im
FTIR-Spektrum hervorrufen wie beispielsweise PE. Somit kann eine Unter-oder
Uberbestimmung von PE mittels FTIR nicht ausgeschlossen werden. Ein &hnliches
Problem beschreiben Dierkes et al. fur die Py-GC-MS-Methode, da besonders fir die
Quantifizierung von PE stérende Matrixeffekte detektiert werden [34]. Die
thermoanalytischen Methoden verwenden zur Quantifizierung spezifische Pyrolyse-m/z-
Verhaltnisse als Marker fir die jeweiligen Polymertypen. Da die Marker haufig aromatische
oder aliphatische Strukturen aufweisen und eng verwandte Strukturmotive auch oftmals in
organischen Matrixbestandteilen auftreten, kénnen diese, genauso wie bei der gNMR-
Methode, die Quantifizierung, aber auch die Identifizierung stéren [91]. AuRerdem wird die

Identifizierung von MP-Partikeln mittels Raman-Spektroskopie durch
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Fluoreszenzphanomene, welche durch anorganische Komponenten wie beispielsweise
Tonmineralien oder organische Komponenten wie beispielsweise Huminsauren
hervorgerufen werden kénnen, stark beeinflusst. Im Gegensatz dazu ist die 'H-qNMR-
Spektroskopie insensitiv gegenliber anorganischen Matrixbestandteilen, wie beispielsweise
Tonmineralien, oder organischen Matrixkomponenten im Signalbereich von 0.0-0.7 ppm
und 2.4-10.0 ppm. Zusammenfassend handelt es sich bei der vorgestellten Proben-
vorbereitung in Kombination mit der quantitativen "H-NMR-Spektroskopie um eine mdgliche
alternative MP-Analytik, welche sich fur die qualitative und quantitative Analyse von MP in

Umweltproben eignet und nur durch die verwendete Filtrationseinheit gréRenlimitiert ist.
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Simultane Bestimmung - Vorversuche

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zusatzlich zu den Ergebnissen, welche in Kapitel 2-5
vorgestellt wurden, erste Erkenntnisse bezuglich der simultanen Bestimmung erzielt,
welche hier kurz aufgefihrt werden sollen (siehe Anhang Zusatzmaterial: Kapitel 6). Ziel
dieser Vorversuche ist die Weiterentwicklung hin zu einer schnellen, gré3enunabhangigen,
simultanen Bestimmung von verschiedensten MP-Polymertypen in Umweltmatrices. Zwei
Hauptpunkte missen dafur geklart werden. Zunachst stellt sich die Frage, ob eine
simultane Quantifizierung von zwei oder mehr Polymertypen in einer Probe mdglich ist, um
nicht fir jede Art von Polymer eine unabhangige Probenlésung praparieren zu missen.
Weiterhin entscheidend ist die Frage, ob eine sequenzielle Extraktion der einzelnen MP-
Polymertypen oder von nebeneinander quantifizierbaren Gruppen von Polymertypen aus
Umweltmatrices mittels Fest-Fllssig-Extraktion mdglich ist. Die Weiterentwicklung der
Probenvorbereitung in eine Richtung, welche auf den zeitintensivsten und
grolienlimitierenden Schritt, die Filtration, verzichtet, stellt einen wichtigen Meilenstein in
Richtung Routineanalytik dar. Erst kirzlich verdffentlichte Arbeiten zu diesem Thema
zeigen [34, 46], dass die Fest-Flussig-Extraktion von Polymeren mittels geeigneter
Lésungsmittel fur das jeweils spezifische Polymer eine vielversprechende Moglichkeit zum
Erreichen dieses Ziels darstellt. Bei der Fest-FlUssigextraktion handelt es sich um eine sehr
zeitsparende Methode, da generell kein weiterer Aufbereitungsschritt bezlglich der Matrix
notwendig ist [39]. Gegebenenfalls kann noch ein vorgeschalteter Schritt mit Methanol als
Extraktionsmittel durchgefiihrt werden, um organische Matrixbestandteile zu entfernen. Ein
weiterer Vorteil besteht darin, dass die verschiedenen MP-Partikel in der zu unter-
suchenden Umweltprobe mittels Fest-Flissigextraktion aufkonzentriert werden und somit
die Nachweis- sowie Bestimmungsgrenze des MP pro Volumen Umweltprobe verbessert
werden kann. Die Fest-Flissig-Extraktion bietet fir die simultane Bestimmung mittels der
gNMR Methode zwei Mdglichkeiten. Durch eine gezielte sequenzielle Extraktion kann
bereits vor der eigentlichen Analyse eine Trennung von verschiedenen Polymeren erfolgen,
aber auch eine simultane Bestimmung verschiedener Polymere durch die Wahl eines

geeigneten Losungsmittels ist moglich.

Simultane Quantifizierung
Die Kosten und die Messzeit kdnnten durch eine simultane Quantifizierung von zwei oder
mehr Polymertypen stark reduziert werden, da hierdurch das Probenaufkommen

dementsprechend stark reduziert ware. Um dies zu ermdglichen, missen sich die
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entsprechenden Polymere in einem geeigneten Lésungsmittel 16sen und dirfen sich nicht
gegenseitig beeinflussen. Im Rahmen erster Vorversuche wurde getestet, ob die simultane
Bestimmung von PET und PS in dem Ldsungsmittelgemisch Chloroform/TFA 4:1 (1D-
Methode) und von PVC und PS in THF (NoD-Methode) méglich ist. Uberpriift wurde die
Linearitat der Kalibriergeraden, die Richtigkeit anhand von jeweils drei Modellproben und
die NWG wurde basierend auf dem SNR von 3:1 kalkuliert.

3.5 simultan PET+PS 2 simultan PVC+PS

= 3 in CDCI5/TFA 4:1 in THF (NoD-Method)
o5 | PS(H1)R:=09969 X 1.5 | PS(H1)R?=0.9999
S PET (H1) R? = 0.9979 PVC (H1) R? = 0.9979 x
c 2 ;
° 1
€15
2L
£ 1 0.5
205

0 0

0.5 15 0 0.5 1 1.5
MP Konzentration in mg/mL MP Konzentration in mg/mL

Abbildung 6: Simultane Quantifizierung. Angegeben ist die 5-Punkt-Kalibriergerade mit dem entsprechenden
Vertrauensbereich (0.95). Aufgetragen ist die Konzentration in mg/mL gegen die normierte Intensitét (siehe
Kapitel 2 & 3 Gleichung 1). Zusétzlich ist der theoretische Wert (Dreieck) und der berechnete Wert (Kreis) der
Modellproben angegeben (fiir mehr Information siehe Anhang: Zusatzinformation Kapitel 6). Links: PET + PS
in CDCIs/TFA 4:1 (1D-Methode) im Konzentrationsbereich von 0.3-1.3 mg/mL fiir PET (pink) und 0.2-1.2 mg/mL
ftir PS (blau). Rechts: PVC + PS in THF (NoD-Methode) im Konzentrationsbereich von 0.3-1.5 mg/mL fiir PVC
(gelb) und 0.3-1.5 mg/mL fiir PS (blauy).

Fir PET&PS sowie fir PVC&PS ist die Linearitat der Kalibriergeraden mit R? > 0.9969
gegeben (Residuen normalverteilt). Auch weist die simultane Quantifizierungsmethode eine
hohe Richtigkeit auf. Fur die simultane Bestimmung von PVC und PS in THF weisen drei
Modellproben mit einer bekannten Menge von PVC und PS eine Richtigkeit von 94.1- 102
% fur PVC und von 101 — 105 % fur PS auf (siehe Abbildung 6 und Anhang: Zusatzmaterial
Kapitel 6). Ahnliche Ergebnisse konnten fiir die simultane Bestimmung von PET und PS in
CDCI/TFA erzielt werden. Die Methode weist eine Richtigkeit von 88.1 — 102 % fur PET
und von 101 — 104 % fur PS auf, wobei die berechneten Werte im Vertrauensbereich der
Kalibriergerade liegen (siehe Abbildung 6 und Anhang: Zusatzmaterial Kapitel 6). Zusatzlich
wurde getestet, ob drei Modellproben, die nur PET enthalten, zu vergleichbaren
Ergebnissen fiihren, wenn die Kalibriergerade aus den Versuchen zur simultanen
Bestimmung verwendet wird. Die Richtigkeit liegt in dem Fall zwischen 93.1 —99.5 % (siehe
Anhang: Zusatzmaterial Kapitel 6). Somit sind die Ergebnisse der simultanen Methode mit
den nicht-simultanen Ergebnissen vergleichbar. Auch liegen die NWG der simultanen
Methode in derselben GréRenordnung wie die der nicht-simultanen Quantifizierung. Fir die
PET & PS — Kalibriergerade konnte eine NWG basierend auf dem SNR-Verhaltnis fur PET
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mit 1 ug/mL und fir PS mit 32 ug/mL kalkuliert werden, wahrend sich fir die PVC & PS —
Kalibriergerade fir PVC eine NWG von 37 pug/mL und fir PS von 19 ug/mL ergab (siehe
Anhang: Zusatzmaterial Kapitel 6). Basierend auf diesen Ergebnissen der Vorversuche
kann geschlussfolgert werden, dass die simultane Quantifizierung keinen Einfluss auf die
Identifizierung oder Quantifizierung der getesteten MP-Polymertypen hat. Dies gilt
allerdings nur, wenn die Polymere vollstandig geldst vorliegen und die Markersignale der

jeweiligen Polymere sich nicht vollstandig Gberlagern.

Fest-Fllissig-Extraktion

In ersten Vorversuchen wurde auflerdem Uberprift, ob sich die Fest-Flissig-
Extraktionsmethode fir die gNMR-Methode grundsatzlich eignet. Dazu wurde die
Sedimentmatrix mit einer bekannten Menge MP (PET, PS und/oder PVC) versetzt,
extrahiert und die WFR bestimmt (siehe Anhang Zusatzinformation: Kapitel 6). Zur
Verfugung stand fur die Extraktion eine normale Extraktionseinheit mit Rickflusskuhler
ohne Automatisierung oder erhéhter Druckfunktion wie dies bei der pressurized liquid
extraction (PLE) der Fall ist. In einem ersten Experiment wurde anhand von PS-Kiigelchen
getestet, ob diese normale Extraktion zu reproduzierbaren Ergebnissen fihrt. Als
Extraktionsmittel wurde THF gewahlt und es konnten WFR von 95.5 + 6.8 % erzielt werden.
Neben THF wurde auch Chloroform als Extraktionsmittel fur PS getestet, wobei in einem
zweiten Extraktionsschritt PET-Fasern mittels Hexafluorisopropanol (HFIP) extrahiert
wurden. Im ersten Extraktionsschritt konnten WFR fir PS von 81.8 % (Cellulosehlilse, ca.
2h) bzw. 103.5 % (Glaseinsatz, ca. 2h) und im zweiten Extraktionsschritt fur PET von
94.4 % (Cellulosefaserhllse, ca. 2h) bzw. 105 % (Glaseinsatz ca. 2h) erreicht werden.
Zusatzlich wurde die simultane Extraktion von PS und PVC mittels THF getestet, wobei zur
Quantifizierung die Kalibriergerade zur simultanen Quantifizierung (PVC + PS) verwendet
wurde. WFR fir PS von 105 £ 6.2 % und fur PET von 76.6 = 5.1 % (Cellulosefaserhtilse,
ca. 2h) zeigen, dass auch die simultane Bestimmung grundsatzlich mdglich ist. Zum
Vergleich beschreiben Steinmetz et al. fir die simultane Extraktion von PE, PP und PS eine
ahnliche Extraktion wie die Schritte 4a-5 der hier vorgestellten Probenvorbereitung aus
Kapitel 5. Als Extraktionsmittel wird Trichlorbenzen (TCB) bei 120 °C (60 min) verwendet.
Mit dieser einfachen Extraktion konnten WFR von 70 - 128 % erzielt werden. Im Vergleich
dazu wird die WFR der PLE in Kombination mit der Pyrolyse-GC-MS-Methode von PS mit
mit 77 £ 19 %, flr PP mit 95 £ 9 % und fur PE mit 114 £ 35 % angegeben (fir THF bei 180
°C und 100 bar, 0.05 mg/g MP/Sandmatrix) [34]. Dies macht deutlich, dass die Fest-Flissig-
Extraktion fur die massenbasierten Methoden eine wichtige alternative Probenvorbereitung

darstellt. Mehr noch haben die ersten Vorversuche gezeigt, dass sich die Fest-Flissig-
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Extraktion auch fiir die gNMR-Methode eignet. Zudem bietet diese Methode die Méglichkeit,
MP-Partikel sequenziell zu bestimmen bzw. zwei oder mehrere MP-Polymertypen simultan
zu bestimmen. Nichtdestotrotz sind weitere Untersuchungen nétig, um zu klaren, ob die
Fest-FlUssig-Extraktion zu reproduzierbaren Ergebnissen fihrt und die Methode auch flr

alle getesteten MP-Polymertypen geeignet ist.

Tabelle 5: Ubersicht der WFR der Vorversuche fiir die Fest-Fliissig-Extraktion zur simultanen Bestimmung.
Angegeben ist die WFR in % in Abhéngigkeit des jeweiligen Extraktionsmittels und der MP-Polymersorte. WFR
berechnet basierend auf Kapitel 5.

Exktraktionsmittel
/ MP Sorte Chloroform THF HFIP
PS - 95.5+ 6.8 (PS) -
105+ 6.2 (PS)
PS+PVC - 76.6 + 5.1 (PVC) -
PS + PET 81.8; 104 (PS) - 94.4; 105 (PET)
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Ausblick & Schlussfolgerung

Am Anfang der Arbeit stand die Fragestellung, ob sich die quantitative 'H-NMR
Spektroskopie fur die MP-Analytik grundsatzlich eignet. Die Anwendbarkeit der neuen
Methode konnte am Beispiel von LDPE, PET, PS, PVC, PA und ABS gezeigt werden, wobei
die NWG der sechs getesteten Polymere im unteren umweltrelevanten Bereich liegt.
Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass verschiedene Umweltmatrices (Sediment,
FlieRgewasser und aquatische Organsimen) die quantitative Analyse nicht stéren und die
speziell fur die gNMR-Methode entwickelte Probenvorbereitung fir die unterschiedlichen
Umweltmatrices angewendet werden kann. Nichtdestotrotz sind noch weitere
Forschungsfragen zu klaren, da die Forschung der MP-Analytik mittels der gNMR-Methode
noch am Anfang steht. Der nachste Schritt sollte darin bestehen, ein geeignetes
Lésungsmittel flir HDPE und PP zu finden und zu Gberprifen, ob die gNMR-Methode auch
fur diese beiden wichtigen Polymertypen geeignet ist. Als mégliches Lésungsmittel kdnnte
sich 1,2,4-Trichlorbenzen (TCB) eignen, da dieses in der Grélkenausschluss-
chromatographie standardmaRig fir HDPE und PP verwendet wird [92]. Ein Problem stellt
allerdings die hohe Temperatur dar, bei der sich PE und PP in TCB Iésen (120-160 °C),
wodurch die Handhabung einer Kalibriergerade ausgehend von einer Stammlésung stark
fehleranfallig sein kdnnte [46, 92]. Allerdings beschreiben Steinmetz et al. eine alternative
Mdglichkeit fur dieses Problem. Die MP-Partikel werden in TCB gel6st, auf 120 °C geheizt,
wodurch die Polymere geldst werden und anschlieRend auf Raumtemperatur abgekuihlt. Es
entsteht eine Suspension, welche als Stammlésung dient und die definiert verdinnt werden
kann [46]. Die Ergebnisse sind vielversprechend und bieten méglicherweise eine Losung,
um PE und PP mittels "H-NMR-Spektroskopie zu quantifizieren.

Neben der Ausweitung der Methode auf andere MP-Polymerarten ist auch die
Weiterentwicklung der simultanen Bestimmung ein entscheidender Punkt im Hinblick auf
eine Routineanwendung. Mit der Erkenntnis, dass auch nicht-deuterierte Lésungsmittel flr
die quantitative MP-Analyse in Betracht gezogen werden kdénnen, ergibt sich eine groflere
Auswahl an Lésungsmitteln, welche fir die MP-Analytik herangezogen werden kénnen. Die
simultane Quantifizierung mehrerer MP-Polymertypen wird somit wahrscheinlicher.
Dennoch sollte beachtet werden, dass ein Vorteil der Methode in der Moglichkeit
sequenzieller Léseschritte der verschiedenen MP-Polymertypen begriindet ist. Dadurch
ware es potentiell mdglich, LDPE von HDPE und PP getrennt zu analysieren. Dies sollte
bei der Entwicklung einer simultanen Bestimmung beachtet werden. Im Rahmen erster

Vorversuche konnte bereits gezeigt werden, dass eine simultane Quantifizierung von PET
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und PS in CDCI3/TFA (1D-Methode) sowie von PVC und PS in THF (NoD-Methode) méglich
ist. Denkbar ist auch eine simultane Bestimmung von ABS und PS in CDCI; oder von PET
und PA in HFIP (NoD-Methode). Dies kann auch bei der Fest-Flissig-Extraktion
Anwendung finden. In Abbildung 6 ist eine Verfahrensweise skizziert, die ausgehend von
unseren Vorarbeiten fir PS, ABS, PVC, PET, PA und LDPE eine sukzessive
Flissigextraktion aus einer Probe, in der die verschiedenen Polymerarten parallel
vorkommen, gewahrleisten soll. Im ersten Schritt wirden die Styrenpolymere wie
beispielsweise PS und ABS sowie PVC mittels THF extrahiert, danach PET und PA mit
Hexafluorisopropanol (HFIP) und LDPE mit Toluen. Im Ergebnis erhalt man Losungen einer
oder mehrerer Polymerarten, die dann analog zu der von uns bereits beschriebenen
Vorgehensweise durch gNMR quantitativ bestimmt werden. Generell ist bei der Fest-
Flussig-Extraktion kein weiterer Aufarbeitungsschritt, wie beispielsweise der chemische
Aufschluss, notwendig. Gegebenenfalls kann noch ein vorgeschalteter Schritt mit Methanol
als Extraktionsmittel durchgefiihrt werden, um stérende organische Matrixbestandteile zu
entfernen. In anschlieBenden Untersuchungen muss die Methodik auf eine grofere Zahl
von mdéglichen Polymerarten erweitert werden, um dann als abschlieRende Zielstellung ein
Protokoll zur Probenpraparation realer Umweltproben zu entwickeln, das die parallele
quantitative Bestimmung von MP-Partikeln mittels qNMR effizient und mit hoher

Genauigkeit erlaubt.

Methanol THF HFIP Toluen
Matrix PS (ABS), PVC PET, PA LDPE

Abbildung 7: Vorgeschlagener Work-Flow fiir die simultane Bestimmung von MP in Umweltproben mittels Fest-
Fliissig-Extraktion fiir die gqNMR-Methode. Rot geférbt die entsprechenden Extraktions-Lésungsmittel und blau
die entsprechende extrahierte Substanz (Matrix oder MP) in dem jeweiligen Extraktionsschritt.
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Neben der Weiterentwicklung der Methode sollte auch ein Methodenvergleich mit anderen
MP-Analysemethoden ausgehend von identischen Modell- oder Umweltproben wie der
FTIR-Spektroskopie oder den thermoanalytischen Methoden in Betracht gezogen werden.
Ein Methodenvergleich wirde die Vor- und Nachteile der jeweiligen Methode deutlich
hervorheben und somit einen Ansatz fir zuklinftige MP-Analytik-Problemstellungen und die
Wahl der MP-Analysemethode liefern. Um die gNMR-Methode fur Fragestellungen mit
hohen Probendurchsatzen sowie fir eine breitere Anwendung attraktiver zu gestalten, ist
es zudem sinnvoll, die Methodenvalidierung der NoD- und Benchtop-Methode auf alle MP-
Polymersorten auszuweiten. Auch sollte die Kombination der Benchtop-Methode mit der
NoD-Methode, welche geratebedingt moglich ist, weiter untersucht werden. Dies wirde
eine sehr kosteneffektive Methode darstellen, welche fur Routineuntersuchungen in
Betracht gezogen werden kdnnte. Aufgrund der aktuell fehlenden Routineanalytik ist zudem
eine Uberlegung in Richtung Markersubstanz, beispielsweise PS oder PET, sinnvoll. Diese
Markersubstanz kénnte mittels NoD-Methode und/oder Benchtop-Methode im Zuge eins
schnellen Screenings analysiert werden und einen ersten Aufschluss Uber die MP-

Belastung der Umweltprobe liefern.

Zusammenfassend handelt es sich bei der hier zum ersten Mal vorgestellten Methode um
eine vielversprechende Alternative fur die MP-Analyse in Umweltproben, welche zudem
Potential zur Routineanalytik aufweist. Der Vorteil der gNMR Methode besteht darin, dass
es sich um eine schnelle und einfache Methode handelt. Wie bei den anderen
massenbasierten MP-Methoden auch, wird keine Information Uber die PartikelgréRe
und -anzahl erhalten, da die Partikel nicht ausgezahlt werden. Dafir kann die MP-
Konzentration massenbasiert pro Einheit der Umweltprobe angegeben werden, wobei eine
Missklassifikation wie bei der oftmals durchgefihrten optischen Methode sehr
unwahrscheinlich ist und es sich zusatzlich um eine gré3enunabhangige Analysemethode
handelt. Schlussendlich hangt die Wahl der Analysemethode von der Fragestellung ab [47]
und eine Kombination von mehreren Methoden (ob Auszahimethode oder massenbasierte
Methode) konnte ein wichtiger Schritt in Richtung einer umfassenden und ganzheitlichen
MP-Analytik darstellen.
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Supporting Information: Kapitel 2

The First Application of Quantitative "H-NMR-Spectroscopy as a Simple and Fast Method
of Identification and Quantification of Microplastic Particles (PE, PET and PS)

Supplement content: tables

Table S1 (2) Comparison of different deuterated solvents.
Boiling point in °C, '™H signals in ppm, and prices in €mL
according to www.deutero.de (status 04.07.2018). ltalic values

refer to the undeuterated compound.
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Tab. S1 Comparison of different deuterated solvents. Boiling point in ° C, 'H signals in ppm, and

prices in €/mL according to www.deutero.de (status 04.07.2018). ltalic values refer to the

undeuterated compound.

deuterated solvent purity Bp. H signals price
[%] [°C] [Ppm] [€/mL]
acetic acid-D4 99.0 118 11.53; 2.03 4.8
acetone-D6 99.8 57 2.05 1.6
acetonitrile-D3 99.8 82 1.94 3.1
benzene-D6 99.8 80 7.16 4.9
n-butanol-D10 99.5 118 3.7;2.9; 1.6- 20.8
0.9
chlorobenzene-D5 99.0 132 7.27-7.42 17.8
chloroform-D 99.8 62 7.26 0.3
n-decane-D22 99.0 174 0.7-1.5 49.8
deuterium oxide 99.9 101 4.79 0.8
1,2-dichlorobenzene- 99.0 179 7.10; 7.40 25.0
D4
dichloromethane-D2 99.6 40 5.32 5.6
dimethylformamide-D7 99.5 153 8.03; 2.92; 26.0
2.75
dimethylsulfoxide-D6 99.5 189 2.50 1.4
pyridine-D5 99.5 116 8.74; 7.58; 4.0
7.22
tetrachloroethane 99.5 146 5.90 5.9
tetrahydrofurane-D8 99.5 66 3.58;1.73 11.0
toluene-D8 99.5 111 7.09; 7.00; 3.7
2.09
p-xylene-D10 99.5 138 7.05; 2.30 12.6
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Supporting Information: Kapitel 3

Quantitative "H-NMR Spectroscopy as an Efficient Method for Identification and
Quantification of PVC, ABS and PA Microparticles

Nadine Peez', Wolfgang Imhof *

T Institute of Integrated Natural Sciences, University Koblenz - Landau, Universitatsstr. 1,
D-56070 Koblenz, Germany.

Supporting Information:

Table SI 1
the

the

Figure Sl 1

Figure S| 2

Figure SI 3

Figure Sl 4

Table SI 2

()

©)

©)

(4)

Possible solvents for PVC, ABS and PA based on the literature. Given are

solvents already described for NMR spectroscopic investigations of

respective polymers, the corresponding 'H-Signals of the polymers and the

residual proton signals in ppm as well as the solvents tested in this survey.

"H-NMR spectra of matrix effects of natural aquatic biofilm. a) ~11 mg/mL
biofilm solved in CDCIs/FA 3:2. b) ~16 mg/mL biofilm solved in CDCls. ¢)
~14 mg/mL biofilm solved in DMSO-d6.

"H-NMR spectrum of PVC after line fitting for the PF-method in the
range of 3.0-1.5 ppm. Blue represent the individual fitted peaks and

pink represent the sum of the fitted peaks.

"H-NMR spectra of ABS in CDCls (left) and in DMSO-d6 (right) after line
fitting for the PF-method in the range of 8.0-6.0 ppm and 3.0-2.0 ppm. Blue
represent the fitted peaks and pink represent the sum of the fitted peaks. 'H
NMR spectrum of ABS after line fitting for the PF-method in the
range of 8.0-6.0 ppm. Blue represent the individual fitted peaks and

pink represent the sum of the fitted peaks.

Calibration curves for the signal which can also be used for quantification
for the MP particles of PVC, ABS and PA with the appropriate confidence
interval (Cl). Plotted is the MP concentration in mg/mL against the

normalized intensity.

Linearity data of MP particles (PVC, ABS and PA). Data were calculated

from five measurement points.
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Table SI 3

Table Sl 4

(4)

(®)

Quantitative results for model samples using the signal which can also be
used for quantification for the MP particles of PVC, ABS and PA.

Overview of the 'H-Signals of the MP polymer types, residual sovlent signals

and matrix effects of biofilm in the corresponding solvent conditions.
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Table Sl 1. Possible solvents for PVC, ABS and PA based on the literature. Given are the solvents
already described for NMR spectroscopic investigations of the respective polymers, the
corresponding 'H-Signals of the polymers and the residual proton signals in ppm as well as the
solvents tested in this survey.

Ivent 'H Ivent

Solvents used in MP H signals 'So ven So ve'n s
MP signals tested in

the literature in ppm . .

in ppm this survey

DMSO [93] 4.7-4.3; 2.4-2.1 [93] 2.5
PVC DMSO

CDCl5 [94] 4.45; 2.1 [94] 7.2

7.2-6.4; 5.5; 2.5-

ABS CDCl;5 [95] 1.2[95] 7.2 CDCl;

DMSO [96] 7.2-6.8;5.3;2.5-1.4 2.5 DMSO

[96]
PA TFA[97 3.3;25;1.7,1.3[97 ~12
2 2 CDCI3/FA 3:2
6.6 Cresol/ODCB [71] not specified [71] 7.2;6.6;5.0; 2.3

TFA, trifluoroacetic acid; FA, formic acid; ODCB, 1,2-dichlorobenzene.

y L

, Y, PO W

70 65 6.0 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0 0.5
chemical shift in ppm

Figure Sl 1 '"H-NMR spectra of matrix effects of natural aquatic biofilm in the respective deuterated
solvent. a) ~11 mg/mL biofilm solved in CDCIs/FA 3:2. b) ~16 mg/mL biofilm solved in CDCls. ¢) ~14
mg/mL biofilm solved in DMSO-d6. Aquatic biofilm, i.e. a complex and dynamic community of algae,
cyanobacteria, heterotrophic microorganisms, and detritus attached to surfaces in most aquatic
exosystems. Biofilm samples were collected at the river Moselle (position 50° 21’ 49.8” N 7° 33’ 54.6”

E) by brushing light-exposed grown surfaces of submerges stones and and dried at 60° C.
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e m—

30 2.8 2.6 24 22 20 1.8 16

Figure Sl 2 "H-NMR spectrum of PVC after line fitting for the PF-method in the range of 3.0-1.5 ppm.

Blue represent the fitted peaks and pink represent the sum of the fitted peaks.

30 29 2.8 27 2.6 25 2.4 23 2.2 2.1 2.0

Figure Sl 3 'H-NMR spectra of ABS in CDCls (left) and in DMSO-d6 (right) after line fitting for the
PF-method in the range of 8.0-6.0 ppm and 3.0-2.0 ppm. Blue represent the fitted peaks and pink

represent the sum of the fitted peaks.
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0.3 a) PVC powder in DMSO-d6 b) PA 6.6 fibres in CDCI,/FA 3:2
1.4-1.1 ppm (S1) e 05 1.65-1.1 ppm (H3-5)
R2 = 0.9935 ' R2 = 0.9927

0.2
0.25
0.1
. e
=
2
g 0 0
= 0 0.4 0.8 12 16 0 0.5 1 15 2 25
(0] .
= ¢) ABS granules in DMSO-d6 d) ABS granules in CDCl,
© 1.5
E 15 6.0-4.0 ppm (H2) 5.5-4.5 ppm (H2)
2 R2 = 0.9609 R2 =0.9130
! 1
05 05
0 0
04 0.6 16 26 36 P 0 1 5 3 4

MP concentration in mg/mL

Figure Sl 4. Calibration curves for the signal which can also be used for quantification for the MP
particles of PVC, ABS and PA with the appropriate confidence interval (Cl). Plotted is the MP
concentration in mg/mL against the normalized intensity. In addition, the true and calculated values
of the model samples are given. a) signal range of 1.4-1.1 ppm (S1) for PVC particles, b) signal range
of 1.65-1.1 ppm (H3-5) for PA fibres, c) signal range of 6.0-4.0 ppm (H2) for ABS particles in DMSO-
d6 and d) signal range of 5.5-4.5 ppm (H2) for ABS particles in CDCI3 are compared. For linearity
data see supporting information Sl 6.
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Table Sl 2. Linearity data of MP particles (PVC, ABS and PA). Data were calculated from five
measurement points. PVC: Integration area 4.7-4.05 ppm (H1) and 1.4-1.1 ppm (S1). For integration
the peak-fitting method was used. 0.28-1.40 mg/mL concentration range. ABS in CDCls: Integration
area 7.1-6.0 ppm (H1) and 5.5-4.5 ppm (H2) are given. For integration the peak-fitting method was
used. 0.63-3.15 mg/mL concentration range. ABS in DMSO-d6: Integration area 7.5-6.0 ppm (H1)
and 6.0-4.0 ppm (H2) are given. For integration the peak-fitting method was used. 0.63-3.15 mg/mL
concentration range.PA: Integration area 3.2-3.05 ppm (H1) and 1.65-1.1 ppm (H3-5) are given. For
integration the peak-fitting method was used. 0.45-2.24 mg/mL concentration range.

MP particles Slope * SD Intercept * SD R?
signalH1 ~ TVCINDMSO- 4 34874 00330 -0.0455£0.0306  0.9982
Signal H1  ABSinCDCl;  3.8863%0.2247  +0.6164+ 04699  0.9901
SignalH1 oo " DVo0T 38158£00312  +0.0832£0.0617  0.9998

PA in

Signal H1 CDCL/FA 0.0714 + 0.0029 +0.0106 + 0.0043 0.9950

Signals1  PVCINDMSO- 4797400084  +0.0204+0.0078  0.9935

d6
SignalH2  ABSinCDCl;  0.3235+0.0577  +0.1609+0.1206  0.9130
SignalH2  hoo " DVO0T 0496000578  -0.1774£0.1143  0.9609
Signal H3-5 o1 ra 0.2156+0.0107  +0.0281+0.0158  0.9927
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Table Sl 3. Quantitative results for model samples using the signal which can also be used for

quantification for the MP particles of PVC, ABS and PA. True Value + weighting error and calculated

values + confidence interval (Cl) of the respective MP samples in mg/mL as well as the accuracy

(bias in %) and precision (RSP in %) are given. PVC samples: integration area 1.4-1.1 ppm (S1). For

integration the PF-method was used. ABS samples in DMSO-d6: integration area 6.0-4.0 ppm (H2).

For integration the PF-method was used. ABS samples in CDCI3: integration area 5.5-4.55 ppm

(H2). For integration the PF-method was used. PA samples: integration area 1.65-1.1 ppm (H3-5).

For integration the INT-method was used.

MP True Value Calculated Accuracy Precision
signal + Ax (mg/mL) +Cl (mg/mL) (bias in %) (RSD in %)
PVC 1 (in DMSO-d6) S1 0.98 £0.01 0.94 +£0.13 95.5 99.9
PVC 2 (in DMSO-d6) S1 0.78 £0.01 0.68 +£0.13 87.2 99.9
PVC 3 (in DMSO-d6) S1 0.41+0.01 0.44+0.14 107 99.9
ABS 1 (in DMSO-d6) H2 2.34+0.01 2.18+0.78 93.0 99.2
ABS 2 (in DMSO-d6) H2 1.37+0.01 1.15+0.80 84.3 99.2
ABS 3 (in DMSO-d6) H2 0.81+0.01 0.78+0.85 95.9 99.8
ABS 1 (in CDCl3) H2 1.68 +0.01 1.70+1.25 101 99.9
ABS 2 (in CDCl3) H2 1.29+0.01 0.88 £1.37 68.1 99.9
ABS 3 (in CDCl3) H2 0.95+0.01 0.70+1.39 73.4 92.2
PA 1 (in CDCI3/FA 3:2) H3-5 2.06+0.01 1.94+0.26 94.1 99.2
PA 2 (in CDCl3/FA 3:2) H3-5 1.42 +0.01 1.39+0.24 97.9 99.9
PA 3 (in CDCI3/FA 3:2) H3-5 0.96 £0.01 0.95+0.25 98.6 99.9
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Table Sl 4. Overview of the 'H-Signals of the MP polymer types, residual sovlent signals and matrix effects of biofilm in the corresponding solvent conditions. Indicated
are the "H-signals or the range of the chemical shift in ppm, whether the MP signals is suitable for quantitative analysis by gNMR and the reasons why the corresponding

signal is not suitable.

Signals [ppm] Suitable gNMR Reasons why not suitable for quantification
DMSO-d6 solvent 2.47-2.4 (DMSO)
3.36-3.24 (H20)
matrix 2.3-1.9; 1.5-0.6
PVC 4.6-4.2 (H1) yes -
2.5-2.1 (H2) no Signal overlap with solvent signal, interference with matrix effects possible
1.4-1.1 (S1) (yes) intereference with matrix effects possible
0.9-0.7 (S2) no interference with matrix effects possible, low signal intensity
ABS 7.7-6.5 (H1) yes -
5.9-4.5 (H2) (yes) Low signal intensity
2.7-1.2 (H3-H7) no Signal overlap with solvent signal, Interference with matrix effects possible
0.9-0.7 (H8) no Interference with matrix effects possible, low signal intensity
CDCIs solvent 7.25 (CDCIs)
matrix 1.6-0.6
ABS 7.4-6.3 (H1) (yes) Signal overlap with solvent signal
5.8-4.7 (H2) (yes) low signal intensity
3.0-1.0 (H3-H7) (yes) Intereference with matrix effects possible
0.9-0.7 (H8) no Interference with matrix effects possible, low signal intensity
CDCIs/FA solvent 7.25 (CDCls)
Matrix 1.4-0.6
PA 6.6 3.2-3.0 (H1) yes -
2.3-2.15 (H2) (yes) interference with matrix effects possible
1.65-1.1 (H3-H5) (yes) interference with matrix effects possible
7.31 (amines) (yes) low signal intenity
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Supporting Information: Kapitel 4

Applicable and cost-efficient microplastic analysis by quantitative "H-NMR spectroscopy

using benchtop NMR and NoD methods
Nadine Peez!, Torsten Rinesch*, Jiirgen Kolz*, Wolfgang Imhof *

1 Institute of Integrated Natural Sciences, University Koblenz - Landau, Universitétsstr. 1, D-56070

Koblenz, Germany.

* Magritek GmbH, Philipsstr. 8, 52068 Aachen, Germany.

Supplement content: 2 tables

Table S1 (2) Comparison of the costs (price per mL) for non-deuterated and
deuterated solvents. CDCls and Chloroform, DMSO-d6 and DMSO,
THF-d8 and THF.

Table S2 (2) Linearity data for the NoD method of PET, PVC and PS particles.
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Table S1 Comparison of the costs (price per mL) for non-deuterated and deuterated solvents. CDCls and
Chloroform, DMSO-d6 and DMSO, THF-d8 and THF. * deutero.de **sigma-aldrich.de

solvent price per mL
CDCI3 0.27 €*
CHCI3 0.10 €
DMSO-d6 1.48 €*
DMSO 0.13 €
THF-d8 11.40 €*
THF 0.16 €

Table S2 Linearity data for the NoD method of PET, PVC and PS particles in the concentration range of 0.2-
1.5 mg/mL. Normalization was carried out using equation 1. Data in parentheses corresponds to

unnormalized values. Data were calculated from five measurement points. LOD calculated based on SNR

3:1 (Apodization 0.5 Hz).

Slope + SD Intercept + SD R?

PET 0.6226 + 0.0213 0.0420 + 0.0164 0.9965
(CHCI/TFA) (0.3428 £ 0.4516)  (0.3694 + 0.3465) (0.1611)
PVC 0.4384 +0.0174 -0.0351 £ 0.0136 0.9953
(DMSO) (0.0832 + 0.3924) (0.3456 + 0.3054) (0.0148)
PVC 1.3211 £ 0.0514 0.0053 + 0.0413 0.9955
(THF) (1.6676 £ 0.3563)  (-0.4972 + 0.2860) (0.8796)
PS 1.1366 + 0.0140 0.0385 +0.0134 0.9995
(THF) (-0.4585 + 1.2312)  (3.3298 + 1.1842) (0.0442)
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Supporting Information: Kapitel 5

Quantitative analysis of PET microplastics in environmental model samples using
quantitative "TH-NMR spectroscopy: Validation of an optimized and consistent sample clean-

up method

Nadine Peez 2, Jochen Becker 2, Sonja M. Ehlers #°, Melanie Fritz 2, Christian B. Fischer

ac Jochen H. E. Koop °, Carola Winkelmann 2, Wolfgang Imhof &
Supplement content: 1 table, 3 figures, 1 text

Figure S1 (2) stacked 'H-NMR spectra of 3 negative control experiments
(step1-5, without environmental matrix).
a) 'H-NMR spectra in the range of 8.5-3.5 ppm.
b) 'H-NMR spectra in the range of 8.2-8.0 ppm (Area

which is integrated for the quantification of PET).

Table S2 (3) Overview of the results of recovery experiments for the sample
clean-up (PET fibres). Sample clean-up steps, matrix
conditons and amount of the environmental matrix,
normalized intensity, normalized amount of MP [calculated]
in mg/mL % confidence interval (Cl) balance amount of MP
[balance] in mg/mL + weighting error and the resulting
normalized recovery rates are given. Normalization performed

with a model sample (see equation 1).
Text S3 (4) Chemical Digestion - Efficiency

Figure S4 (5) 'H-NMR spectra of PET fibres in CDCIs/TFA 4:1 in
environmental model samples after chemical digestion. PET
signals are in the signal range of 8.20-8.00 ppm and 5.0-4.0
ppm. Weight percentage (wt%) refers to PET fibres:DW

environmental sample before chemical digestion.

a) PET fibres in Dbiofilm matrix with 1.7 wt%.
b) PET fibres in invertebrate matrix with 1.2 wit%.
c) PET fibres in freshwater matrix with 5.3 wt%.

Figure S5 (6) SEM images of PET-fibers before (a,b) and after the current

chemical digestion (c,d) with rising magnification.
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b)

820 818 8.16 814 812 8.10 808 806 804 802 8.00
f1 (ppm)

Figure S1. stacked 'H-NMR spectra of 3 negative control experiments (step1-5, without
environmental matrix). a) "H-NMR spectra in the range of 8.5-3.5 ppm. b) 'H-NMR spectra in the

range of 8.2-8.0 ppm (area which is integrated for the quantification of PET).
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Tabel S2. Overview of the results of the recovery experiments for the sample clean-up (PET fibres).
Sample clean-up steps, matrix conditions and amount of the environmental matrix, normalized
intensity, normalized calculated value of PET in mg/mL, real value of PET in mg/mL and the resulting

recovery rates are given (see equation 1).

step Matrix Matrix Normalized Calculated Real Recovery
amount intensity value value rate [%]
[mg/mL] [mg/mL]
5  without - 1.010141 1.10 1.12 98.6
5  without - 1.264876 1.41 1.46 96.7
5  without - 0.841883 0.90 0.96 93.8
2-5 without - 2.500779 2.42 2.67 91.0
2-5 without - 3.017691 2.93 3.12 94.0
2-5 without - 3.008971 2.92 3.14 93.0
1-5 without - 2.429192 2.36 2.79 84.6
1-5 without - 0.944175 0.93 1.03 90.0
1-5 without - 1.241819 1.21 1.29 94.1
1-5 without - 0.281480 0.30 0.38 79.5
1-5 without - 0.391256 0.42 0.46 91.6
1-5 without - 0.499819 0.54 0.62 87.0
5 freshwater 20 mL 0.990906 0.83 0.96 86.5
5 freshwater 20 mL 1.948739 1.73 1.87 92.4
5 freshwater 20 mL 1.552287 1.36 1.46 92.9
2-5 freshwater 20 mL 2.002265 1.77 1.94 91.3
2-5 freshwater 20 mL 1.413500 1.22 1.38 88.3
2-5 freshwater 20 mL 1.660007 1.45 1.51 95.9
1-5 freshwater 20 mL 0.970934 0.89 1.04 854
1-5 freshwater 20 mL 1.234250 1.16 1.19 974
1-5 freshwater 20 mL 1.495654 1.43 1.46 97.8
5 biofilm 111 mg 2.421308 2.32 2.34 99.2
5  biofilm 114 mg 0.763187 0.66 0.77 85.6
5 biofilm 112 mg 1.967048 1.87 1.88 99.3
2-5 biofilm 152 mg 0.784663 0.71 0.75 95.1
2-5 biofilm 135 mg 2.738415 2.77 2.63 105.2
2-5 biofilm 134 mg 1.092159 1.04 1.10 94.2
1-5 biofilm 164 mg 2.391301 2.40 2.30 104.4
1-5 Dbiofilm 132 mg 0.672369 0.60 0.69 86.3
1-5 biofilm 171 mg 1.222847 1.14 1.16 98.6
5 invertebrate 100 mg 0.486669 0.47 0.53 84.5
5 invertebrate 100 mg 0.729300 0.70 1.02 65.1
5 invertebrate 74 mg 0.685626 0.53 0.88 67.1
2-5 invertebrate 23 mg 1.838076 1.77 1.78 99.6
2-5 invertebrate 62 mg 1.322037 1.18 1.46 80.8
2-5 invertebrate 45 mg 0.641461 0.52 0.90 57.8
1-5 invertebrate 43 mg 0.894039 0.74 1.12 65.7
1-5 invertebrate 33 mg 1.297205 1.11 1.46 76.2
1-5 invertebrate 41 mg 1.165678 0.99 1.33 74.4
4a-5 sediment 259 2.351041 2.86 2.82 101.5
4a-5 sediment 409 1.802445 217 2.22 97.6
4a-5 sediment 3.0g9 1.138493 1.32 1.45 91.2
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1-5 sediment 23¢g 3.259755 2.96 2.75 107.6
1-5 sediment 244 2.228940 1.99 2.00 99.3
1-5 sediment 2449 2.58469 2.32 2.18 106.4
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Text S3 Chemical Digestion - Efficiency

The chemical digestion method was used in order to remove organic matrix effects. The
chemical digestion protocol was changed with regard to the concentration of sulfuric acid
according to Imhof et al.?* In our case, approx. 50 % sulphuric acid was used instead of
concentrated sulphuric acid and the reaction time was reduced to 48 h. In spite of the
reduced acid concentration and reaction time, a digestion efficiency of 74.7 + 2.5 % for
freshwater samples, 82.8 + 4.3 % for invertebrate samples and 97.6 £ 1.3 % for biofilm
samples could be achieved in our studies. Figure S5 shows the 'H-NMR spectra of PET
fibores measured in the corresponding matrix after chemical digestion to clarify the
relationship between the intensity of PET signals and matrix effects. Biofilm matrix contains
PET fibers of approx. 1.7 wt% (weight percent related to PET:DW environmental sample,
added PET before solving, Scheme 1 Step 5), invertebrate matrix of approx. 1.2 wt% and
freshwater matrix of approx. 5.2 wt%. It is noticeable that in the "H-NMR spectrum of the
freshwater matrix the lowest matrix effects are detected although the digestion efficiency of
the freshwater samples with 74.7 + 2.5 % is the lowest compared to the other two
environmental matrices. This confirms that, in addition to organic components, the matrix
also to a large extent consists of inorganic components. Inorganic components, such as
calcium carbonate, are however not 'H-NMR active and therefore do not occur in the
spectrum. The results of digestion efficiencies for biofilm and invertebrate samples are also
conclusive. The digestion efficiency for invertebrate samples is approx. 15 % below the
efficiency for biofilm samples. Accordingly, signals of matrix effects in invertebrate matrix
compared to PET signals are significantly more intense. The ratio for invertebrate matrix is
5.90 in relation to approx. 1.7 wt% and for biofilm matrix 0.71 with respect to approx. 1.2

wit%.
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a) PET fibres in biofilm matrix (1.7 wt%)

\ )

9.0 85 80 75 7.0 6.5 6.0 55 50 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
b) PET fibres in invertebrate matrix (1.2

| ¥ kjt_‘

9.0 85 80 7.5 7.0 6.5 6.0 55 50 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5

c) PET fibres in freshwater matrix (5.3 wt%)

L

9.0 85 80 7.5 7.0 6.5 6.0 55 50 45 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
Figure S4. "H-NMR spectra of PET fibres in CDCI3/TFA 4:1 in environmental model samples after
chemical digestion. PET signals are in the signal range of 8.20-8.00 ppm and 5.0-4.0 ppm. Weight
percentage (wt%) refers to PET fibres:DW environmental sample before chemical digestion. a) PET
fibres in biofilm matrix with 1.7 wt%. b) PET fibres in invertebrate matrix with 1.2 wt%. ¢) PET fibres

in freshwater matrix with 5.3 wt%.
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Figure S5. SEM images of PET fibres before (a,c) and after the current chemical digestion (b,d) with

rising magnification.
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Zusatzmaterial: Kapitel 6

Nachweisgrenze von ABS in CDCIl; und PVC in DMSO-d6 (Apodisation
0.2)

NWG von ABS in CDCI; sowie von PVC in DMSO-d6 (Apodization 0.2) wurden auf Basis
der Messungen und Werte von Kapitel 3 zusatzlich kalkuliert. Material und Methoden

identisch zu Kapitel 3.

Quantifizierung von LDPE mit storenden Matrixeffekten - Vorversuch

Material und Methoden:

LDPE-Partikel hergestellt von der Firma Versalis, Italien und zu Granulat < 300 ym von der
Firma TER Plastics, Deutschland weiterverarbeitet wurden fur die Standard-Additions-
Methode verwendet. Als Biofilmatrix wurde selbst gezichteter Biofilm verwendet (siehe
Masterarbeit von Frau Janiska) [98]. Als Losungsmittel fir die "H-NMR-Untersuchungen
wurde Toluen-d8 von EURISO-TOP, Chemtrade (99.5 atom %D) und Deutero (99.5 atom
%D) verwendet und durch Redestillation zurlickgewonnen. Fir die beiden Modellproben
der Standard-Addtitionsmethode (SAO und SA1) wurde eine definierte Menge der LDPE-
Partikel sowie der Biofilmmatrix in ein NMR-Rohrchen eingewogen und in einer definierten
Menge des Lésungsmittels bei 60 °C geldst (Probe SA0). Nach der Messung wurde fur die
Probe SA1 eine weitere definierte Menge der LDPE-Partikel eingewogen, um eine
Standard-Additions-Modellprobe herzustellen (SA1). Folgende Messbedingungen wurden
gewahlt (1D-Methode, 500 MHz Jeol): Receiver Gain 56, Pulsweite 5.15 ys, Spektrale
Weite 8 ppm, Anzahl der Scans 10, Aufnahmegrdfie 16384, Spektrale Grofle 52430,
Wiederholungszeit 2.25 s und Temperatur 60 °C. Die aufgenommenen '"H-NMR-Spektren
wurden in das Programm MestReNova geladen. Apodization wurde auf 0.2 Hz eingestellt.
Phasenkorrektur erfolgte manuell und die Basislinienkorrektur mittels Whittaker Smoother.
Die Integration erfolgte mittels der PF-Methode (siehe Kapitel 3). Als Fit-Region wurde der
Bereich zwischen 1.8-0.4 ppm gewahlt und das extrahierte Signal bei 1.35 ppm als
Markersignal fur die LDPE-Quantifizierung verwendet. Als interner Standard wurde das
Restprotonensignal im Bereich von 2.25-1.90 ppm integriert. Mittels des
Restprotonensignals wird die Signalintensitat des Markersignals bei 1.35 ppm normiert.
Durch Auftragen der addierten Menge des LDPE-Standard (SA1) gegen die normierte
Intensitat konnte mittels Standard-Additions-Gleichung, y(x)=mx+b die Konzentration x von
SAO berechnet werden. Mittels 2-Punkt-Standard-Additions-Methode, Analysenfunktion
y(x)=11.992x + 17.46, konnte der LDPE-Gehalt einer Modellprobe mit einem realen Wert
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von 1.27 mg mit 1.46 mg, dies entspricht einer Wiederfindungsrate von 115 %, bestimmt

werden.
=40 1y =11.992x +17.46
230 ..
I3 e
c PR
P 20 >~
210 s
£ el
2 o0 -
-2 -1 0 1 SA1

LDPE-Gehalt addiert [mg]

18 16 14 1.2 1.0 08 06 O

N_

2.4 23 2.2 21 2.0 1.9 1.8 1.7 1.6 1.5 1.4 1.3 1.2 1.1 1.0 0.9 0.8 0.7 0.6 0.5
chemical shift in ppm

SAO

Biofilm

Abbildung Z6.1: Quantifizierung von LDPE mittels PF-Methode kombiniert mit der 2-Punkt-
Standard-Additions-Methode. 'H-NMR-Spektren einer Probe mit Biofilm nach dem chemischen
Aufschluss, einer Modellprobe SAO mit Biofilm nach dem chemischen Aufschluss und LDPE (Gehalt
fur Methodenvalidierung bekannt) und der Modellprobe SA1 mit Biofilm nach dem chemischen
Aufschluss und einer addierten bekannten Menge des LDPE-Standards. Zusatzlich ist ein Spektrum
nach dem Linienfitting der PF-Methode dargestellt. Blau reprasentiert die gefitteten Peaks und pink
die Summe der gefitteten Peaks. Dargestellt ist auferdem die Analysefunktion der 2-Punkt-
Standard-Additions-Methode der Modellprobe von LDPE.
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WFR der Probenvorbereitung von Umweltproben fiir PS-Kiigelchen

Material und Methoden:

PS-Klgelchen (farblos, Durchmesser ca. 0.5-1.0 mm) bezogen von der Firma Kissenwelt,
Deutschland wurden zusatzlich als Modell-MP-Partikel fir die WFR der Probenvorbereitung
verwendet. Probenvorbereitung identisch zu Kapitel 5 (siehe Material und Methoden Kapitel

5) und Quantifizierung identisch zu Kapitel 2 (siehe Material und Methoden Kapitel 2).

Tabelle 26.2: WFR der Probenvorbereitung fir PS-Kigelchen 500-1000 um ohne Umweltmatrix.
Vergleich der Schritte 1-5 wund Schritt 5 (siehe Kapitel 5). Angegeben st der
Probenvorbereitungsschritt, die Matrixbedingung, normierte Intensitat, berechneter Wert in mg/mL,
der reale Wert in mg/mL und die WFR in % (siehe Kapitel 5 Gleichung 1).

Schritt Matrix Normierte Berechneter Realer Wert WFR [%]
Intensitat Wert [mg/mL] [mg/mL]
5 without 23.04122 1.16 1.11 105
5 without 41.14230 2.10 2.04 103
5 without 22.76441 1.15 1.12 102
1-5 without 2.500779 1.21 1.06 109
1-5 without 3.017691 1.74 1.65 101
1-5 without 3.008971 1.49 1.35 105

Simultane Bestimmung

Material und Methoden:

Chemikalien:

Folgende MP-Partikel wurden fur die Vorversuche als Modellpartikel verwendet: PET-
Fasern (farblos, Faserlange ca. 500 ym, Durchmesser ca. 10-20 ym) produziert und zur
Verfugung gestellt von der Firma Schwarzwalder-Textil-Werke, Deutschland. PS-
Kigelchen (farblos, Durchmesser ca. 0.5-1.0 mm) bezogen von der Firma Kissenwelt,
Deutschland. PS-Granulat (farblos, Durchmesser ca. 100-300 um) bezogen von der Firma
CARAT GmbH, Deutschland und PVC-Pulver (farblos, Durchmesser < 50 um) bezogen von
der Firma Werth-Metall, Deutschland. Folgende Exktrationsmittel wurden verwendet: Fur
PET HFIP von TCI (> 99.0 %) und von Carl ROTH (> 99 %) und fir PS und PVC Chloroform
(> 99 %, zur Synthese) sowie THF (> 99.5 %, zur Synthese, stabl.) von Carl ROTH. Fir die
"H-NMR-Untersuchungen wurde CDCl; (99.8 atom %D, stab. mit Ag) von Deutero, TFA von
Carl ROTH und THF (extra pure, Uber KOH getrocknet) von ACROS Organics verwendet.
Fur die NoD-Methode (PVC+PS) wurde zusatzlich DCM (> 99.5 %, zur Synthese) als

interner Standard von Carl ROTH verwendet.
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Simultane Quantifizierung:

Die Probenvorbereitung erfolgte nach der Vorgehensweise, welche in Kapitel 2 fir die 1D-
Methode und in Kapitel 4 fur die NoD-Methode vorgestellt wurde. PET-Fasern und PS-
Granulat wurden in CDCL3/TFA 4:1 gelést und PVC-Pulver und PS-Granulat in THF
(versetzt mit DCM; 20 yL DCM geldst in 20 mL THF).

Folgende Messparameter wurden fir die simultane Quantifizierung von PET und PS
verwendet (1D-Methode, 500 MHz Jeol): Receiver Gain 46, Pulsweite 5.15 us, Spektrale
Weite 10 ppm, Anzahl der Scans 25, Aufnahmegrélie 32768, Spektrale Grolke 26214,
Wiederholungszeit 5.54 s. Die aufgenommenen 'H-NMR-Spektren wurden in das
Programm MestReNova geladen und die Apodization auf 0.2 Hz eingestellt. Die
Phasenkorrektur erfolgte manuell und die Basislinienkorrektur mittels Ablativ-Funktion. Die
Quantifizierung erfolgte nach der INT-Methode wie in Kapitel 2 beschrieben. Als PET
Markersignal wurde der Signalbereich zwischen 8.20-8.00 ppm integriert und fur PS der
Signalbereich  zwischen 7.20-6.20 ppm. Als interner Standard wurde das
Restprotonensignal von CDCl; im Bereich von 7.30-7.20 ppm integriert.

Folgende Messparameter wurden fir die simultane Quantifizierung von PVC und PS
verwendet (NoD-Methode, 500 MHz Jeol): Receiver Gain 46, Pulsweite 10.3 us, Spektrale
Weite 10 ppm, Anzahl der Scans 16, Aufnahmegrélie 32768, Spektrale Grélke 52430,
Wiederholungszeit 7.24 s. Die aufgenommenen 'H-NMR-Spektren wurden in das
Programm MestReNova geladen und Apodization auf 0.5 Hz eingestellt. Die
Phasenkorrektur erfolgte manuell und die Basislinienkorrektur mittels Ablativ-Funktion. Die
Quantifizierung erfolgte nach der INT-Methode wie in Kapitel 4 beschrieben. Als PVC
Markersignal wurde der Signalbereich zwischen 4.90-4.30 ppm integriert und fur PS der
Signalbereich zwischen 7.60-6.40 ppm. Als Referenz und interner Standard wurde das
DCM Signal im Bereich von 5.80-5.50 ppm integriert.

Die Methodenvalidierung erfolgte nach der Vorgehensweise wie in Kapitel 3 beschrieben

ist.
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Abbildung Z6.3: 'H-NMR-Spektrum der simultanen Quantifizierung von PET+PS in CDCIs/TFA 4:1
(griin), der nicht-simultanen Bestimmung von PET in CDCI/TFA 4:1 (rot) und der nicht-simultanen

Bestimmung von PS in CDClIs (blau). Konzentrationen im Bereich von 1.08 — 1.36 mg/mL.

Tabelle Z6.4: Linearitédtsdaten der 5-Punkt-Kalibriergeraden der simultanen Quantifizierung von PET+PS
in CDCIs/TFA 4:1 (Konzentrationsbereich von 0.2-1.3 mg/mL). Werte in Klammern sind kalkuliert auf Basis
von Peez et al. (PET in CDCI3/TFA 4:1 and PS in CDCI3) [80]. NWG sind kalkuliert auf Basis des Signal-
zu-Rausch-Verhéltnisses 3:1 (Apodisation 0.2 Hz).

Steigung * SD y-Achsenabschnitt * SD R? LOD
PS 2.2103 £ 0.0714 0.2102 £ 0.0560 0.9969 32 ug
(19.1821 + 0.1934) (0.7655 + 0.3845) (0.9997) (28 ug)
PET 1.0402 + 0.0278 0.1022 + 0.0245 0.9979 1 g
(1.0569 £ 0.0093) (-0.016 £ 0.0200) (0.9998) (1 ug)
W /%’L
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45
75 70 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15

chemical shift in ppm

Abbildung Z6.5: 'H-NMR-Spektrum der simultanen Quantifizierung von PVC+PS in THF (blau), der nicht-
simultanen Bestimmung von PS in THF (griin) und der nicht-simultanen Bestimmung von PVC in DMSO-

dé6 (rot). Konzentrationsen im Bereich von 1.37 — 1.41 mg/mL.
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Tabelle Z6.6: Linearitdtsdaten der 5-Punkt-Kalibriergeraden der simultanen Quantifizierung von PVC+PS
in THF (Konzentrationsbereich von 0.3-1.5 mg/mL). Werte in Klammern sind kalkuliert auf Basis von Peez
et al. (PVC in DMSO-d6) [80]. NWG sind kalkuliert auf Basis des Signal-zu-Rausch-Verhéltnisses 3:1
(Apodization 0.5 Hz).

Steigung * SD y-Achsenabschnitt + SD R? LOD

PS 1.0867 £ 0.0064 0.1017 + 0.0065 0.9999 19 ug
PVC 0.3398 + 0.0091 0.0339 £ 0.0083 0.9979 37 ug
(1.3971 + 0.0374) (-0.0457 + 0.0347) (0.9979) (84 ug)

Tabelle Z6.7: Ubersicht der Methodenvalidierung der Vorversuche fiir die simultane Quantifizierung
(Vorversuche). Angegeben ist der wahre Wert + Wégefehler, der berechnete Wert + Vertrauensintervall
(Cl), Richtigkeit und Prézision in %. Werte berechnet nach Kapitel 3.

MP  Wahrer Wert * Berechnet £ Cl  Richtigkeit Prazision

Ax [mg/mL] [mg/mL] [%] [%]
e A
TR R S
PET#S3 o5 gsaioor  0e0so0s 104 989
PET 1 PET 0.78 £ 0.01 0.73 £0.08 93.1 99.9
PET 2 PET 0.58 +0.01 0.58 + 0.08 99.5 99.9
PET 3 PET 0.56 + 0.01 0.54 +0.08 96.8 99.1
ows TS ITon dmee w2
ows RO Qoo aosee s
rows WO DEon  Osbiom w1
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Fest-Fllssig-Extraktion:

Als Extraktionsapparatur wurde ein Tropftrichter mit Druckausgleich NS 29/32 (oder eine
Extraktionsapparatur nach Thiele-Pape NS 29/32) mit Extraktionseinheit (Cellulosehiilse,
Glasfrittenhlilse, oder Watter) und aufgesetztem RUckflusskihler sowie ein 50 mL
Rundkolben NS 29/32 verwendet. Im Falle der Watte als Exktrationseinheit wurde die
Modellmatrix sowie die MP-Partikel direkt in die Extraktionsapparatur eingewogen. Im Falle
der Extraktionshilsen wurde die Modellmatrix sowie die MP-Partikel direkt in die Hulse
eingewogen und daraufhin mittels einer Pinzette in die Exktrationsapparatur Gberfuhrt. In
Tabelle Z6.8 ist das entsprechende Volumen angegeben, welches flur die Extraktion
verwendet wurde. Die Extraktionszeit (unter Ruckfluss) betrug zwischen 1.5 — 2 h. Das
komplette Extrakt wurde im 50 mL Rundkolben aufgefangen und anschlieRend unter
Normaldruck abdestilliert. Der Ruckstand im 50 mL Rundkolben wurde in ein 20 mL
Glasgefall uberfuhrt und es wurde mit 3 x 2 mL eines geeigneten Ldsungsmittels
nachgesplilt. Anschlieend wurde das Extrakt bei ca. 60 °C bis zur Trockene eingeengt.
Wahrend der kompletten Probenvorbereitung und Durchfiihrung wurde darauf geachtet,
dass keine Plastikutensilien verwendet wurden. Die Probenvorbereitung erfolgte nach der
Vorgehensweise, welche in Kapitel 2 fur die 1D-Methode und in Kapitel 4 fir die NoD-
Methode vorgestellt wurde. PET-Fasern und PS-Granulat wurden in CDCL3/TFA 4:1 gelost,
PS-Kugelchen in CDCIs; und fur die simultane Quantifizierung von PVC-Pulver und PS-
Granulat wurde THF (versetzt mit DCM; 20 uL DCM gel6st in 20 mL THF) verwendet.
Folgende Messparameter wurden fur die PS-Kigelchen (geldst in CDCls, Exktration mit
THF) verwendet (1D-Methode, 500 MHz Jeol): Receiver Gain 46, Pulsweite 5.15 ps,
Spektrale Weite 10 ppm, Anzahl der Scans 25, AufnahmegréfRe 16384, Spektrale GroRke
52430, Wiederholungszeit 4.62 s. Die aufgenommenen 'H-NMR-Spektren wurden in das
Programm MestReNova geladen und die Apodization auf 0.2 Hz eingestellt. Die
Phasenkorrektur und Basislinienkorrektur erfolgten manuell. Die Quantifizierung erfolgte
nach der INT-Methode wie sie in Kapitel 2 beschrieben ist. Der PS-Gehalt wurde mittels
PS-Kalibriergerade bestimmt.

Folgende Messparameter wurden flur die PET-Fasern und das PS-Granulat jeweils geldst
in CDCI3/TFA 4:1 (Exktration mit CHCIz) verwendet (1D-Methode, 500 MHz Jeol): Receiver
Gain 46, Pulsweite 5.15 s, Spektrale Weite 10 ppm, Anzahl der Scans 25, Aufnahmegrofie
32768, Spektrale GroRe 26214, Wiederholungszeit 5.54 s. Die aufgenommenen 'H-NMR-
Spektren wurden in das Programm MestReNova geladen und die Apodization auf 0.2 Hz
eingestellt. Die Phasenkorrektur erfolgte manuell und die Basislinienkorrektur mittels

Ablativ-Funktion. Die Quantifizierung erfolgte nach der INT-Methode wie sie in Kapitel 2
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beschrieben ist. Der PS-Gehalt sowie der PET-Gehalt (nicht simultane Quantifizierung)
wurden mittels PET+PS-Kalibriergerade bestimmt.

Folgende Messparameter wurden fir die simultane Quantifizierung und Extraktion
(Extraktion mittels THF) von PVC-Pulver und PS-Granulat verwendet (NoD-Methode, 500
MHz Jeol): Receiver Gain 46, Pulsweite 10.3 uys, Spektrale Weite 10 ppm, Anzahl der Scans
16, AufnahmegrofRe 32768, Spektrale GroRe 52430, Wiederholungszeit 7.24 s. Die
aufgenommenen 'H-NMR-Spektren wurden in das Programm MestReNova geladen und
die Apodization auf 0.5 Hz eingestellt. Die Phasenkorrektur erfolgte manuell und die
Basislinienkorrektur mittels Ablativ-Funktion. Die Quantifizierung erfolgte nach der INT-
Methode, wie sie in Kapitel 4 beschrieben ist. Der PVC- und der PS-Gehalt wurden mittels
PVC+PS-Kalibriergerade (simultane Quantifizierung) bestimmt.

Die WFR wurden basierend auf Kapitel 5 (Gleichung 1) berechnet.

Tabelle Z6.8: Ubersicht der Vorversuche der Fest-Fliissig-Extraktion fiir die simultane Bestimmung
mittels gqNMR-Methode. Angegeben ist die Menge der verwendeten Modellsedimentmatrix (Sand in g),
des berechneten MP-Gehalts (MP berechnet), des normierten MP-Gehalts (MP normiert) nach Gleichung
1 aus Kapitel 5, die hinzugefiigte Menge der MP-Partikel (MP gespiked) und die berechnete WFR in %
nach Gleichung 1 aus Kapitel 5.

LM Volumen MP _ Matrix MP MP MP WFR
[mL] [a] berechnet normiert gespiked [%]
[mg/mL] [mg/mL] [mg/mL]
Pse 0.73 0.72 0.75 96.1
THE 20 pyca 1020 0.49 0.57 0.77 735
ps? 1.11 1.10 1.02 108
THF 20 pyca 1213 0.33 0.38 0.53 725
ps? 0.50 0.50 0.45 110
THF 20 pyca 1150 0.65 0.75 0.90 83.9
CHCl: 20 PS* o 1.95 1.72 1.66 104
HFIP 10 pETe © 1.53 1.36 1.30 105
CHCl: 30 PS® )4 1.77 1.56 1.91 81.8
HFIP 10 PET® : 1.12 147 1.24 94.4
THF 15 PSc  5.76 1.09 1.05 1.02 103
THF 15 PSc  6.07 1.04 0.99 1.15 86.3
THF 15 PSc  6.09 1.48 1.41 1.45 97.5

a Exktrationseinheit mit Cellulosehiilse, PS Granulat
b Extraktionseinheit mit Glasfrittenhullse, PS Granulat
¢ Extraktionseinheit mit Watte (ohne Hulse), PS-Kigelchen
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