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Abstract

An ever-growing problem is the increasing amount of microplastics in the sea and how they
affect marine organisms. Microplastics are small pieces of plastic that are between 0.1 - 500
micrometres. They are divided into primary and secondary microplastics. Primary
microplastics are those plastics that are intentionally produced to be microplastics. Secondary
microplastics are generated from larger plastic products that degrade over time to smaller
pieces by weather and wind. It has been shown that both types accumulate and remain in
aquatic ecosystems where the plastic can bind and release environmental toxins into the
environment. Porpoises are a small whale species that lives around the coast of Sweden. They
are a top predator and usually lives in coastal habitats, which makes them extra sensitive to
human activities such as unintentional bycatch during fishing that leads to drowning and
environmental toxins that impair their reproductive organs and make them less resistant to
disease. There are three porpoise populations in the Swedish waters, of which the Baltic Sea
population today only consists of a few hundred individuals. It is classified as critically
endangered, and measures are required for them to remain in the future. It has never before
been investigated whether marine mammals around the coast of Sweden have microplastics in
their intestinal system. This study aims to develop a method for analysing whether
microplastics are present in the intestinal contents of porpoises. By reducing the organic
material in the intestinal samples using hydrogen peroxide> 30%, filter it through metal filters
and analyse it in stereo magnifier. The results showed that several particles could be identified
as primary and secondary microplastics in all samples examined.
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1. Inledning
1.1 Syfte

Ett alltmer véxande problem ar 6kande méangden mikroplaster i havet och hur de paverkar
havslevande organismer. Det har aldrig tidigare undersokts om marina daggdjur runt Sveriges
kust har mikroplaster i sitt tarmsystem. Denna studie avser att ta fram en metod for att
analysera om mikroplaster finns i tarminnehall fran tumlare. Studien kommer att ligga till
grund for vidare studier om férekomst av mikroplast i marina déggdjur runt Sveriges kust och
mojlig paverkan pa djurens halsa. Vidare vill man inom detta projekt studera forekomst av
mikroplaster i olika organ sa som levern, lungorna och hjarnan.

1.2 Forskningsfragor

e Gar det att detektera mikroplaster i tarminnehall fran tumlare med livsmiljoer runt
Sveriges kust?
o Vilken sorts plast gar att identifiera?
e Kan analysmetoder av mikroplaster som gjorts pa landlevande djur appliceras pa
marina daggdjur?
o Hur maste metoden eventuellt anpassas och varfor?

1.2.1 Hypotes

Min hypotes ar att jag tror att det kommer ga att finna mikroplaster i tarminnehall fran
tumlare. Detta tror jag eftersom mikroplaster har hittats i manga andra havslevande
organismer.

1.3 Bakgrund

1.3.1 Plast

Sedan massproduktionen av plast borjade pa 1950-talet har ansamlingen av plastavfall i havet
blivit ett allt storre problem. Den arliga efterfrdgan av plastprodukter 6kar exponentiellt och
2019 producerades nastan 370 miljoner ton plast (PlasticsEurope, 2020). Eftersom plast ar
bestandigt, svart att bryta ner, latt att forma och har lag produktionskostnad &r det mycket
praktiskt material att anvanda. Plast &r ndgot som anvénds dagligen av manga men endast
cirka 30% av plast i Europa atervinns. Dessutom kan cirka 10% av plasten som tillverkas
arligen aterfinnas i havet. Majoriteten av plasten som finns i havet har slangts pa land och
transporteras till havet genom regn, vind och vattendrag som leder till havet. Nar plasten val
ar i havet transporteras den till oppet hav nar det fangas upp av havsstrommar. Pa grund av att
plast ar sa motstandskraftigt som det &r tar det arhundranden for plast att biologiskt brytas ned
i naturen. De fa naturligt forekommande mikroorganismer som kanner igen och kan bryta ner
plasten gor det under en mycket lang tid. Under tiden bryter vind, vagor och solljus ner
plasten i allt mindre bitar tills de till slut bara aterstar mikroplaster (Bajt, 2021).



1.3.2 Mikroplast

Mikroplast ar sma plastbitar som &r mindre an 500 mikrometer men storre an 0,1 mikrometer,
mindre &n detta defineras som nanoplast (da Costa et al., 2019). De ar uppdelade i primara
och sekundara mikroplaster. Primara mikroplaster ar sadan plast som avsiktligen producerats
till att vara mikroplast. Till exempel mikrokulor i hudvardsprodukter eller plastpellets till
industriell tillverkning. Sekundara mikroplaster genereras fran storre plastprodukter som bryts
ner allt eftersom till mindre bitar av vader och vind. Det har visat sig att bada typerna
ackumuleras och stannar kvar i vattenlevande ekosystem (Schmid et al., 2021).

1.3.3 Problematiken med mikroplast

Plastartiklar bestar manga ganger av olika tillsatser som férbattrar deras mekaniska
egenskaper som flexibilitet, stabilitet, farg och hallbarhet. Nar plasten bryts ner och vittrar
sonder hander det att foreningarna lacker ut i havet dar de sedan kan intas av organismer
(Cole et al,. 2011; Paluselli et al,. 2019). Dessutom kan mikroplaster adsorbera fettlosliga
farliga amnen i havsmiljo, denna egenskap innebar att mikroplaster kan binda och innehalla
miljoféroreningar pa nivaer som ar en miljon ganger hogre an vad havsvattnet innehaller
(Teuten et al,. 2009). Av miljofororeningar som finns pa och i plast i havet klassas 61% av
dem som farliga och giftiga fororeningar enligt Europeiska Unionen. Detta gor de eftersom de
kan vara cancerframkallande, genotoxiska (skadliga for arvsmassan) och vara
hormonstdrande (K&rrman et al,. 2016).

Studier har visat att om plasten befinner sig i matsméaltningskanalen lossnar
miljofororeningar generellt lattare &n om plasten &r i havsvatten (Teuten et al., 2009). Risken
att de odnskade &mnena dverfors till djuret som intagit mikroplast via fédan dkar darfor och
om djuret dessutom ar varmblodigt lossnar de farliga @mnena annu enklare (Bakir et al,.
2014). Det ska dock understrykas att andra studier visar att intaget av miljoféroreningar via
mikroplast antagligen bara besta av en liten del jamfort med vad djuret far i sig genom vatten,
sediment och foda. Hur djur i havet reagerar pa mikroplaster beror av hur hg koncentration
de utsatts for. Med andra ord beror utsattheten bland annat pa var djuret lever, hur den soker
foda och hur lange plasten stannar i kroppen. | dagslaget &r den stora utmaningen att ingen
annu vet den exakta mangden mikroplast som finns i havet. De matningar som gjort idag
anvander sig oftast av filter som ar mellan 300 — 500 mikromillimeter men om man skulle
anvanda sig av mindre filter skulle man antagligen hitta hdgre halter av mikroplaster
(Kérrman et al,. 2016).

1.3.4 Ostersjon

Ménga av rovdjuren som lever i Ostersjon har genomgatt stora populationsminskningar till
foljd av patogener, fororeningar, 6verexploatering, klimatforandringar, buller under vatten
och sjofart. Dessa arter lever under konstant stress vilket paverkar deras halsa och
levnadsstandard (Dietz et al,. 2021). P4 grund av att vattnet i Ostersjon ar brackt (0.5-30 PSU)
finns det skillnad i salthalt och densitet, detta gor sa att vattnet blir stratifierat vilket hindrar
att havsvattnet omblandas och darfor bildas termoklina och haloklina skikt. Dessa skikt gor i
sin tur att mikoplaster inte sjunker utan bildar tunna lager pa skikten. Normalt mats mangden
mikroplast i havsvatten vid ytan och ibland pa botten men for att fa en fullstandig 6verblick



maste man i brackt vatten dven ta prover fran andra nivaer da mikroplaster samlas pa skikten
(Uurasjarvi et al,. 2021)

1.3.5 Tumlare

Tumlare (Phocoena phocoena) &r en av fyra arter av marina daggdjur som tillhor Sveriges
marina fauna och som ar bosatta i svenskt vatten aret om (Viker, 2016). Arten &r en liten val
som har en stor utbredning éver norra halvklotet men férekommer aven i Stilla havet, Svarta
Havet och Atlanten. Tumlare &r en toppredator som lever pa blackfisk och fiskarter sa som sill
och torsk. De har en grasvart farg pa ryggen och ar vit pa magen. En vuxen tumlare blir som
langst 160 cm lang och véger runt 60 kg (Bjerge & Tolley, 2009). Runt Sveriges kust finns
det tre populationer av tumlare: Nordsjopopulationen, Balthavspopulationen och
Ostersjopopulationen (Vanhoenacker, 2020). Ostersjopopulationen uppvisar skillnad i
morfologi och ar genetiskt skilda fran de andra populationerna pa grund av att de har avskilda
reproduktionsomrade (SLU Artdatabanken, u.d.). Oftast lever tumlaren ensam men de kan
aven ses i mindre grupper om det finns mycket fisk i omradet. Tumlare andas genom ett
blashal och behover darfor komma upp till ytan varannan minut. De dyker vanligtvis inte
under langre an fyra minuter men kan pa den tiden dyka till ett djup pa 200 meter. Tumlare &r
snabba simmare och navigerar sig med hjalp av ekolokalisering (Bjgrge & Tolley, 2009).

Nar tumlaren ar tre till fem ar blir den kénsmogen. Honan &r draktig i 10 - 11 manader
och kalven diar i 8 - 10 manader. Vanligtvis féder honan sedan en kalv varje eller vartannat
ar. Medellivslangden for en tumlare ar omkring 10 ar men det har dokumenterats att de kan
bli dver 20 ar gamla (Bjerge & Tolley, 2009).

Tumlaren tillhor klassen tandval och har sma spadformade tander som de anvander for
att fanga bytet. For att undvika att svélja vatten pressar de ut det mellan tanderna. De slukar
sedan bytet helt dar det forst ndr formagen som &r en utvidgning av matstrupen och fungerar
som en hallkammare. Fodan nar sedan huvudmage dar nedbrytningen bérjar och fortsatter
sedan till sma anslutande kammare som leder till pyloriska magen dar fodan leds in i
tunntarmen. Deras matspjalkningssystem &r inte helt olikt landlevande daggdjur vilket i sig
inte ar forvanansvart da de harstammar fran dem (Mead, 2020).

1.3.6 Hot mot Tumlare

Det finns manga hot mot tumlare men de storsta hoten i svenska vatten &r idag
bifangst och miljogifter. Med bifangst menas att de av misstag fastnar i fiskeredskap som far
till foljd att de drunknar. Langlivade organiska fororeningar (POPs) paverkar bland annat
tumlarnas reproduktionsformaga genom att fortplantningssystem tar skada vilket leder till
farre avkommor (Cervin et al,. 2020). Hos honorna kan POPs féréandra livmodern och hos
hanarna paverkar POPs testikelvikten negativt vilket i bada fallen paverkar deras
reproduktionsformaga och mojligen populationens status (Pierce et al., 2008; Williams et al.,
2021). Tumlare har visat sig ha lag metabolisk kapacitet for PCB jamfort med andra marina
daggdjur och aven jamfort med andra valar. Detta gor att de toxiska effekterna av PCB och
andra miljogifter paverkar tumlare i hogre grad da gifterna ackumuleras i kroppen (Ochiai et
al., 2013).

Miljogifter paverkar aven deras immunforsvar negativt och de blir mindre
motstandskraftiga mot sjukdomar (Vanhoenacker, 2020). Tumlare i Ostersjon har rapporterats
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ha mycket hogre nivaer av miljogifter an Nordsjopopulationen och Bélthavspopulationen
vilket gor Ostersjopopulationen mer utsatt (Berggren et al,. 1999). Buller fran fartyg ar
ytterligare ett problem som har negativ paverkan pa tumlarna, eftersom de ar kansliga for
undervattensbuller. N&r tumlare ar inom en kilometer av fartygsbuller skrdms de i vag och
palning av vindkraftverksverks kan skramma bort dem tiotals kilometer, vilket kan ha
negativa konsekvenser for fodosok och reproduktion. En studie gjord under mer &n 10 ar
visade att tumlarnas narvaro i omradet fore, under och efter konstruktion av vindkraftverk i
vatten minskade kraftigt och att deras narvaro aterhamtar sig langsamt efter att bygget
fardigstallts (Teilmann & Carstensen, 2012).

Ostersjonspopulationen ar klassad som Akut hotad (Cr) och &r rodlistad i Sverige,
Internationella naturvardsunionen (IUCN) och Helsingforskommissionen for skydd av
Ostersjons miljo (HELCOM). De tva andra populationerna anses vara stabila i antalet
individer och har inte varit rodlistade sedan mitten av 1990-talet (Vanhoenacker, 2020).

1.3.7 Tidigare studier

Det har aldrig tidigare undersokts om det gar att finna mikroplaster i tarminnehall fran
tumlare runt Sveriges kust men det har gjorts studier med syftet att undersoka tarminnehall
fran djur pa andra platser. Processen for att bryta ner den organiska materian skiljer sig at
mellan studierna. | en studie som undersokte och visade att manniskor far i sig mikroplast
behandlades avféring kemiskt med vateperoxid 30% i tva veckor for att bryta ner organiskt
material. Proverna behandlades sedan med Natriumhydroxid NaOH for att fortvala fettiga
avforingsforeningar och Imidazolium-salt for att I0sa biologiska fiber. I studien undersoker
sedan mikroplasten med Fourier-transform infrared (FT-IR) mikrospektroskopi som kan
identifiera och kvantifiera mikroplasterna i proverna. De fann mikroplaster i alla prover
(Schwabl et al,. 2019). Vateperoxid >30% &r starkt oxiderande och en vanlig metod for att
I6sa upp organiskt material. Metoden kan ge sma effekter pa viss plast men rapportens syfte,
att finna mikroplaster, anses inte bli paverkad av detta (Liu et al,. 2020).

Utover studien av Schwabl et al. 2019 finns det tva relevanta kanditatarbeten som har
undersokt mikroplast i hast (Lind, 2020) och hos grasuggor (Sandberg, 2020). Déar de anvant
sig av vateperoxid >30% for att bryta ner den organiska materian och sedan skiktades det som
var kvar med olja med syftet att binda mikroplasterna till oljeskiktet. Da tumlarens
levnadsmiljo och matspjalkningssystem skiljer sig fran dessa beh6vs metoderna anpassas for
att effektivt kunna redogora om det finns mikroplaster hos tumlare.

| fragan om fler studier gjorda pa tumlare sa finns det en studie som har undersokt
mikroplaster i marina daggdjur som blivit strandade runt den brittiska kusten, d&r bland
tumlare. De anvander sig av en enzymatisk spjalkning dar de torkade proverna och sedan
tillsattes en homogeniserande 16sning, proteinet Proteinase K och natriumperklorat. Proverna
inkuberades i olika omgangar och filtrerades sist genom 35 um metalfilter. Mikroplasterna
analyserades under mikroskop och identifierades med FT-IR. | denna studie hittade de att de
marina djuren alla minst hade en plastbit i proverna fran matsmaltningskanalen (Nelms et al,.
2019).

I en studie om mikroplast i tarminnehall fran tumlare i 6stersjon vid Tysklands kust
och Nordsjon fann man ett samband mellan tumlarens naringsstatus och mangden mikroplast.



De som hade en god naringsstatus inneholl ett hogre antal mikroplaster. Studien visade dven
att tumlare som dott av bifangst inneholl mer mikroplaster. Metoden de anvénde sig av var att
de placerade proverna i dubbelskiktade pasar gjorda av nylondukar med en maskstorlek pa
300 um och 100 um. Pésarna tvattades i en tvattmaskin med enzymbaserat tvattmedel for att
separera plasten fran den organiska materian. Sedan densitetssepererade proverna med
vakuumfiltrering pa cellulosafilter. Mikroplasten studerades i fluorescensmikroskopi och
identifierades med hjalp av FT-IR (Philipp et al., 2021). Mikroplast har &ven hittats hos andra
havs- och séttvattenlevande djur s som musslor, kraftor och salar (Su et al,. 2018; Zhang et
al,. 2021; Philipp et al., 2020). I studien om mikroplaster i sdlars matsmaltningskanal
anvandes samma metod som i studien om tumlare i Ostersjon vid Tysklands kust och
Nordsjon.

Studierna som gjorts tidigare ar ett bra hjalpmedel for vidare att utveckling av en
mikroplast analysmetod som ar enkel och ekonomisk men dnda val fungerande.

2. Metod och material
2.1 Sakerhet

Allt arbete med vateperoxid >30% genomfordes i dragskap och skyddsutrustning sa som
handskar och labbrock (av bomull) anvandes under hela processen, vilket rekommenderas att
anvandas av sékerhetsdatablad vid hantering av vateperoxid (Sigma-Aldrich, 2021). For att
undvika kontaminering av plast i proverna anvandes utrustning av glas och metall nér det var
mojligt, aven vateperoxiden togs fran en glasflaska. Materialet diskades med kranvatten och
torkades mellan varje anvandning. Kranvatten anvandes da det genomforts tester som visar att
det har minst mikroplaster i sig jamfort med till exempel ultravatten (ALS Scandinavia AB,
2020). For att kontrollera kontamination inkluderades tva kontrollprov genom hela processen
samt en kontrollanalys om huruvida munskydden gav ifran sig nagra fibrer. Under varje steg i
metoden méarktes materialet som anvéndes for att forvara proverna. Materialet som anvandes
finns under bilaga 1. Projektet genomfordes under Covid-19 pandemin och nédvandiga
anpassningar utifran radande restriktioner gjordes och kan ha haft en inverkan pa resultatet (se
diskussion). Metodutveckling genomfoérdes tillsammans med handledare och Nicola Parfitt
som genomforde ett liknande projekt pa tarminnehall fran sélar.

2.2 Insamling och reduktion av organiskt material + varmebehandling

Bifangade och strandade tumlare fran svenska vatten har samlats in av Naturhistoriska
riksmuseet (NRM) och Statens veterindrmedicinska Anstalt (SVA) for undersékning av
reproduktionsstatus, halsostatus, sjukdomar och miljogifter. | samband med obduktion av 6
tumlare togs prover av tarminnehallet som sedan skickades nedfrusna till Lunds universitet
for vidare analys. Information insamlad av NRM och SVA vid obduktion av tumlarna som
anvandes i projektet kan ses i tabell 1.



Tabell 1. Information insamlad av NRM och SVA vid obduktion av tumlarna.

Individ | Vikt Langd Koén Alder Havsdistrikt Skick Dddsorsak
(Kg) (cm) (ar)
05737 | 44 157.6 Hona 5 Oresund Starkt Okand
kadaverost
05721 | 54.4 165 Hona minst = Skagerrak Lindrig Trolig
14 forruttnelse = bifangst
057351255 111 Hona Juvenil Oresund Kraftig Bifangst
forruttnelse
05726 | 47.95 154 Hona 7 Oresund Starkt Trauma
kadaverds
05745 30.2 118 Hona Juvenil Oresund Lindrigt Mojligen
kadaverds  bifangst,
misstankt
predation
057341331 132 Hane 3 Kattegatt Mattlig Magsar,
forruttnelse = stress

Tarminnehallet (3g/prov) vagdes upp i glasbagare. Konsistens och farg pa proverna
antecknades (Figur 1).

Figur 1. Bild dver dragskap med 3 gram tarminnehall fran tumlare uppmaétt i glashagare.

Sedan tillsattes 50 ml vateperoxid >30% i alla prover. Kontrollproverna bestod av ett prov
med bara vatten och det andra innehdll endast véteperoxid >30% (Figur 2). Proverna rordes
om med en metallsked for att fordela det organiska materialet i vateperoxiden >30% och
tacktes sedan med urglas for att minska avdunstning och kontaminering men samtidigt kunna
sléppa ut eventuell gas som bildas vid nedbrytning. Proverna placerades sedan ut
slumpmassigt i dragskapet da luftdraget kan variera pa olika stéllen, vilket i sin tur paverkar
hur snabb avdunstningen sker.



o =~

Figur 2. Proverna med tillsatt vateperoxid och de tva kontrollproverna.

Efter 2 dagar i vateperoxid >30% noterade jag att det organiska materialet borjat
brytas ned (Figur 3). Proverna rérdes om och placerades ater ut slumpmassigt (Figur 4).

Figur 3. Tva dagar efter att vateperoxiden tillsats, det organiska materialet har borjat brytas ner.

Figur 4. Bagarna stilldes ut slumpmassigt. | dragskapet finns dven prover fran ett annat projekt.

Efter ytterligare 4 dagar kunde jag fortfarande se att det fanns organiskt material kvar.
Proverna rérdes om men da bildades inget skum vilket antyder att reaktionen med véteperoxid
>30% saktat ner (figur 5). For att skynda pa nedbrytandet av det organiska materialet beslots
det att proverna skulle vdrmas vid nésta tillfalle (Chu et al,. 2012).



Figur 5. Efter omrorning bildades inget skum.

Uppvarmning av proverna gjordes 10 dagar efter initialbehandling med véteperoxid
>30%. Proverna varmdes forst pa en varmeplatta bade i vattenbad och direkt pa plattan (Figur
6) men eftersom temperaturen aldrig 6verskred 40 grader Celsius och det inte hade skett
nagon storre reaktion bytes uppvarmningsmetoden till ett vattenbad.

Figur 6. Proverna i vattenbad pa varmeplattan och proverna direkt pa varmeplattan.

Proverna var nedsankta i vattenbadet i 6ver 80 grader Celsius mellan 3-5 minuter tills
Okad reaktion observerades (Figur 7).

Figur 7. Vattenbaduppstéllningen och proverna nedsénkta i vattenbadet.

Efter vattenbadet tillsattes ytterligare 25 ml véteperoxid >30% till varje prov. Proverna rordes
om och fick sta i ytterligare 2 dagar for att sedan roras igen. Det noterades da att det fanns
ytterst lite organiskt material kvar och att proverna troligen var redo att filtreras (Figur 8).
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Figur 8. Prover redo for filtrering.

2.3 Filtrering

19 dagar efter att den forsta vateperoxiden >30% tillsattes genomfordes det forsta
filtreringsforsoket. Jag borjade med att filtrera ett prov genom 500, 100, 40 och 20 um
metallfilter (Figur 9).

Figur 9. Filtrering av ett prov.

Da 20 um filtret var for litet och packade igen av materialet sa det togs bort. Efter filtreringen
spolades filtret av med kranvatten med hjalp av en pipett sa att allt som fastnat pa filtret
hamnade i en petriskal (Figur 10).

Figur 10. Forover det som fastnat pé filtret till en petriskal.



Sedan studerade jag det filtrerade provet i en stereolupp for att identifiera partiklar som borde
vara mikroplaster och de identifierad mikroplastpartiklarna fotograferades. Antalet partiklar
uppskattades och antecknades. Vid undersékningen av proven i stereolupp gick det dven att se
en hel del sma vavnadsbitar kvar. Darfor tillsattes ytterligare 25ml vateperoxid >30% till de
resterande proverna (Figur 11) och de ldmnades i ytterligare 13 respektive 18 dagar tills de
filtrerades och analyserades i stereolupp.
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Figur 11. Bagare med 25 ml vateperoxid tillsatt i de resterande proverna.

Vid dag 32 filtrerades forsta kontrollprovet och da identifierades mikroplast och
vavnad, efter provtagning av olika fraktioner av I6sningen identifierades filtret som kéllan till
kontaminationen da en del vavnad och plast fastnat pa filtret &ven om det noggrant spolades
av mellan varje prov. For att minimera risken av kontaminering mellan prover spolades darfor
filterna forst av med vatten och darefter blastes de igenom med lufttryck.

For att underséka kontaminering fran munskydd sa gjordes ett kontrolltest dar jag
skrapade ett munskydd over en petriskal for att se om det foll av nagra fibrer. Aven detta prov
undersoktes i stereoluppen. En kort sammanstélining av momenten under metodutvecklingen
finns i bilaga 3 for att underlatta 6versikten av vad som genomfordes.

3. Analys och resultat

Né&r proverna analyserades under stereolupp jamfordes det som hittades med tidiga studier for
att avgora om det var en mikroplast och &ven for att avgéra om det var en primar eller
sekundar mikroplast (Talvitie et al., 2017). Nagra bildexempel tagna med mobilkamera
genom stereoluppen finns i Figur. 13 (fler bilder och identifiering finns under bilaga 4).
Beroende pa hur lange proverna varit i kontakt med vateperoxid sag mikroplasten olika ut och
ju langre tid de varit i desto svarare var det att avgora vad som var plast och vad som kunde
vara kvarvarande fettvévnad.

Vid undersokning av alla filtrerade prover i stereoluppen gick det att urskilja plastfiber
pa samtliga tre filterstorlekar (Figur. 12). Vattenkontrollen visade relativt hdga nivaer av
mikroplast men efter att filterna rengjordes pa ett annat satt sa visade den nastféljande
vateperoxidkontrollen att nivaerna landade under 5st mikroplastpartiklar/filterstorlek.

Det gick inte att hitta nagon direkt koppling mellan méangden uppskattade
plastpartiklar och djurens hélsa, alder och dodsorsak genom att jamfora resultatet i figur 12.
med tabell 1.
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Uppskattade antal plastpartiklar i proverna

05721 05735 05745 05726 05734 05737 H202

Antal plastpartiklar inom intervallen: 0-5, 6-10 och 11-15

Prov
H 500 pm @100 um @40 um

Figur 12. Diagrammet illustrerar antalet uppskattade plastartiklar i de olika proverna. Varje prov filtrerades genom tre
olika stora filter: 500, 100 och 40 pm. Beroende pé antalet partiklar som hittades delades de sedan in i intervallen: 0-5, 6-10
och 11-15.

Utifran Figur 13. kan det ses att proverna filtrerade dag 19 hade stark farg (Fig. 13A) och att
det fanns mycket vavnad kvar i provet (Fig. 13B). Mikroplasterna som hittades dag 19 var alla
fargade men det fanns fortfarande en del vavnad kvar. Vid filtrering dag 32 gick det att se att
mikroplasterna hade tappat farg och att de var genomskinliga (Fig. 13C-D) men det fanns
fortfarande nagra fa mikroplaster som var fargade. Det fanns inte langre lika mycket vavnad
kvar men proverna hade ett vitt lager av vad som antogs vara fettvavnad pa toppen innan de
rordes om och filtrerades. Detta resulterade i att proverna var svarare att analysera da det var
svarare att hitta mikroplaster bland fettvavnaden. Filtreringen som genomfordes dag 37
visade att det nu bara fanns genomskinliga mikroplaster kvar bortsett fran en enstaka halvt
fargad mikroplast (Fig. 13F-H).

Vattenkontrollen som filtrerades dag 32 visade en bredd av olika typer av mikroplaster
och daven en del vavnad (Fig. 131-K) medan véateperoxidkontrollen som genomférdes efter att
rengdringsmetoden av filterna andrades endast visade samma typ av bla mikroplastfiber (Fig.
13K). Misstankarna om kontaminering fran munskydden kunde faststéllas da det hittades
mikroplaster i kontrolltestet som vid kontroll i stereoluppen var bla och liknade nagra
mikroplaster som tidigare hade identifierats i vateperoxidkontrollen (Fig. 13L-N).
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Figur 13. Partiklar fotograferade med mobilkamera genom en stereolupp. (A) Sekundar mikroplast filtrerad dag 19, (B)
Véavnad filtrerad dag 19, (C-E) Sekundar mikroplast filtrerad dag 32, (F) Primar mikroplast filtrerad dag 37, (G-H)
Sekundér mikroplast filtrerad dag 37, (1-J) Vatten kontroll: primar och sekundar mikroplast filtrerades dag 32, (K)
Véateperoxid kontroll: sekundar mikroplast filtrerades dag 32 och (L-N) Sekundarmikroplast fran skrapat munskydd.
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4. Diskussion

Syftet med denna studie var att ta fram en metod for att analysera om mikroplaster finns i
tarminnehall fran tumlare. Studien visar att anvandandet av vateperoxid for att bryta ner
organiskt material och sedan filtrera det resterande genom metallfilter fungerade bra. Genom
att gora det fann jag att tarminnehall fran tumlare runt Sveriges kust innehaller mikroplaster
dar mestadels var sekundéara men dven nagra priméara mikroplaster hittades. Kontrollerna med
vateperoxid och vatten visade att det sker kontaminering i hogre grad &n vad jag inledande
trodde det skulle ske. Detta kan till viss del kopplas till anvdndandet av munskydd och till att
rengoringen av filterna behdvdes utvecklas. Det gick inte att hitta nagra direkta kopplingar
mellan hur tumlaren détt och mangden mikroplaster.

| denna studie identifierades primara och sekundara mikroplaster i avforing fran
tumlare. Med tanke pa tumlarens position i naringsvaven ar det kanske foga férvanande att
nagon from av mikroplast skulle identifieras. Intressant ar dock fordelningen mellan primara
och sekundéra mikroplaster, min hypotes var att det skulle vara en jamn férdelning men
nastan allt som hittades var sekundéra mikroplaster bortsett fran nagon enskild primar
mikroplast som hittades i ett av proven och i vattenkontrollen. Att det mesta var sekundara
mikroplaster tyder pa att det & manga storre plastforemal fran land som nar havet dar det
bryts ner till mindre bitar som marina djur sedan ater. Da tumlare svaljer sitt byte helt och
pressar ut havsvattnet for att undvika att svéalja det kommer de mikroplast som hittats troligen
fran tumlarens foda och inte direkt fran havsvattnet. Genom att endast studera mikroplast
ifrdn tarminnehall ar det mojligt att man inte far en helhetsbild 6ver méangden plast i tumlare.
Dérfor kan det i framtida studier dven vara nddvandigt att studera mikroplaster i tumlares
foda, alltsa i djur langre ned i naringsvaven. Detta har gjorts pa bland annat torsk fran
Ostersjon dar de fann att det gick att detekterades plastpartiklar i 5,5% av alla fiskar som
undersoktes (Rummel et al., 2016). Studier har visat att plast tenderar att stanna och samlas
upp i magsacken innan det gar vidare till tarmarna (Nelms et al., 2019). Detta motsags dock
av vad min bitrddande handledare Anna Roos personligen upplevt vid undersokning av
tumlare, da hon beréttat att de valdigt séllan hittar mikroplast i djurens magsack (Anna Roos
per. kom.).

Metoder som maéter plast i hav och marina djur ar i dag inte tillrackligt utvecklade for
effektivt kunna identifiera och méata méngden nanoplast darfor ar de flesta studierna
fokuserade pa mikroplaster men det gar inte att bortse fran att mikroplasterna med tids bryts
ner till nanoplast och da man inte vet hur de beter sig och hur farliga de &r behovs fler studier
goras pa nanoplastens effekter och utbredning (da Costa et al., 2019).

Studien fann ingen koppling mellan djurens hélsa, alder, dodsorsak och mangden
mikroplast men da denna studies huvudfokus inte &r mangden utan att det gick att hitta
mikroplaster ar det mojligt att det finns ett samband. | framtida studier skulle det vara véldigt
intressant att studera om och hur mikroplaster paverkar tumlaren. | basta fall passerar bara
mikroplasterna rakt genom matsmaéltningskanalen men da plast ofta bar pa miljogifter ar det
troligen sa att om inte plasten gor skada sa gor miljogifterna den bar pa skada. For att tar reda
pa i vilken grad mikroplasten i sig sjalva ar skadliga vore det intressant att studera andra
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organ i tumlaren for att ta reda pa om mikroplasten tar sig genom tarmvéaggen. Kanske gar det
att hitta mikroplaster i levern eller hjarnan. Det hade &ven varit intressant att studera tumlares
lungor och forekomst av mikroplast i dem. Da mikroplaster flyter pa havsytan och tumlare
andas genom blashal finns det en riska att mikroplaster gar in i lungorna nar de andas.

Den radande pandemisituationen och de anpassningar som kravts kan haft en viss
paverkan pa resultatet. Tillgangen till labbet var begransat och till foljd av detta kunde
proverna inte réras om varannan dag, vilket hade underlattat nedbrytningen da all vavnad
hade kommit i kontakt med vateperoxiden. Det hade &ven underlattat att se proverna varannan
dag sa att filtrering mojligtvis kunnat ske tidigare.

En viktig iakttagelse ar att proverna andrade farg fran ljusgult till genomskinligt,
mellan dag 19 och 32, och mikroplasten forlorade aven sin farg. | det forsta provet som
filtrerades pa dag 19 kunde jag tydligt urskilja plasten fran den kvarvarande vavnad eftersom
den var fargad men nar allt blev genomskinligt blev det mycket svarare. Jag fick da forlita
mig pa att det jag hittade i stereoluppen var plast genom att kolla pa dess egenskaper: hur ror
det sig i vattnet, haller det ihop nar jag petar pa det med en pincett och flyter det runt i vattnet.
Eftersom det fortfarande fanns en del vévnad kvar vid dag 32 och 37 tror jag att det hade varit
béattre att filtrera proverna innan mikroplasten forlorade sin farg &ven om det fanns mer
vavnad for att man da kunde urskilja plasten lattare. En ytterligare effekt som uppstod efter 19
dagar var att formodad fettvavnad flot upp pa ytan i proverna och férsvarade analysen
vasentligt, det komplicerade att skilja pa mikroplast, vavnad eller fett framforallt i
kombination med att véateperoxiden gjorde sa att plasten forlorade sin farg. Vavnaden som
aterstod antogs vara fettvavnad eftersom det fl6t ovanpa vattnet och var vitt sa ett annat
alternativ kan vara att tillsatta NaOH for att fortvala fettvavnaden som aterstar (Schwabl et al.,
2019). Detta visar att proverna bor analyseras inom 19 dagar eller efterbehandlas med NaOH,
ett viktigt resultat for kommande studier.

Kontamination &r en stor risk nar man arbetar med mikroplastanalyser (Prata et al.,
2021). Inledande genomfordes atgarder for att undvika kontaminering av proverna sa som att
anvanda sig av glas- och metallmaterial men under studiens gang har det blivit tydligt att de
atgarderna inte varit tillrackliga. En kalla till kontamination ar kopplat till de atgarder som
vidtogs pa grund av radande pandemin, munskydden. Vid analys av kontroller upptackes sma
bla fibrer som sedan kunde héarledas till munskydden, detta ar ju annu en negativ effekt som
kunde undvikas under andra omstandigheter. Utover dver att munskyddet kontaminerade
maérktes det dven att det i luften cirkulerar fiber som tillkom né&r man studerade proverna
under stereoluppen. Det ar darfor viktigt att se till att miljon man befinner sig ar ren och att
alltid satta lock pa proverna. En annan kalla till kontamination var filterna darfor utvecklades
metoden att rengora dessa under projektets gang. Genom att forst spola av dem med
kranvatten, blasa dem med tryckluft och sedan kontrollera dem under stereoluppen for att se
till att de &r helt rena innan nésta prov filtrerades minskade risken for denna typ av
kontamination.
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I vidare studier om man vill kvantifiera mangden mikroplast &r det en bra idé att forst
torka proverna och anvanda sig av torrvikten nar man vager upp proverna (Lind, 2020). Nar
proverna vagdes i denna studie hade de ursprungligen olika konsistens vilket tyder pa att de
inneholl olika mycket vatten sa for att alla prover ska utgar fran samma mangd tarminnehall
bor de torkas forst. Ett annat problem som behovs l6sas for vidare studier &r hur man ska
rakna plastartiklarna. 1 denna studie uppskattades antalet men om man vill veta mer exakt
behdvs en battre raknemetod. Kanske ska man lata vattnet avdunsta sa att partiklarna inte kan
rora sig i vattnet och gommer sig bakom vavnad eller sa ser man till att plocka upp varje
partikel man hittar sa att man inte av misstag raknar samma tva ganger. Om man vill plocka
upp varje partikel kanske det hade gatt att suga upp partiklarna med en utdragen
pasterurpippett och en slang till munnen. Det gar aven att anvanda sig av FT-IR som bade kan
kvantifiera och identifiera plasten (Schwabl et al., 2019). Tyvérr var denna analysmetod inte
aktuell for denna studie men i framtida studier bor detta testas och utvecklas. Vidare skulle en
FT-IR analys dven kunna identifiera plasten som hittats och pa sa satt skulle man kanske
kunna ta reda pa plastens ursprung och minska tillflodet till havet. For nar plast val nar ut i
havet och borjas brytas ner till mikroplast och senare nanoplast ar det nast intill omgjligt att
samla upp den igen. Det ar darfor viktigt att vi alla gor var del till att minska nedskréapning
och hjalper till att halla vara strander rena fran plast.

4.1 Slutsats

Metoden som utvecklades i denna studie fungerar for att hitta mikroplast i tarminnehall fran
tumlare. Flera partiklar identifierades till primér och sekundar mikroplast i samtliga prover
som undersoktes. Det gick inte att se nagon koppling mellan var djuret levt, hur det dott och
mangden mikroplast. Slutsatsen av studien ar att det gar att finna mikroplast i tarminnehall
fran tumlare runt Sveriges kust genom att behandla prover med vateperoxid och filtrera det
genom metallfilter.
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6. Bilagor

6.1 Bilaga 1. Material

Labbrock

Munskydd

Handskar, nitril
Skyddsglasdgon
Dragskap

Stereolupp
Varmeplatta
Vattenbad
Elektronisk peléusboll
Méttpipett 50 ml och 25 ml
Glasbagare

Urglas

Glaspipett

Petriskal

Pincett

Metalsked

Metalfilter 500 pm, 100 pm, 40 um och 20 pm
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6.2 Bilaga 2. Observationer

Tabell 2. Observationer under metodutvecklingen

Prov | 3 gram, konsistens 3 gram + 50 Innan Mikroplast
ml H202 filtrering alla
filternivaer
05721 | Bitar och 16st Ljus, 1 cm Néstan helt Ja
skum Klar
05735 | Fast Ljus, 1 cm Néstan helt Ja
skum Klar
05745 | Bitar och 16st Morkgul, 1 cm | Néstan helt Ja
skum klar
05726 | Fast Morkgul, 3cm | Néstan helt Ja
skum Klar
05734 | Blodigt, Morkgul, 2 cm | Néstan helt Ja
trogflytande och skum klar
fast
05737 | Blodigt, Morkgul, 3cm | Ljusgul Ja
trogflytande och skum
fast
Kontroll H20 | Flytande Inget skum Inget skum Ja
Kontroll H20> | Flytande Inget skum Inget skum Ja
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6.3 Bilaga 3. Moment under metodutvecklingen

Tabell 3. Sammanstéllande tabell av moment under metodutvecklingen.

Dag | Moment

1 | Vagde tarminnehall, tillsatte 50 ml véteperoxid
till alla prover férutom H20 kontrollen, rorde
om

3 | Omrérning

5 | Omroérning

9 | Omrorning
11 | Varmning av proverna, tillsatte 25 ml
vateperoxid till alla (25ml kranvatten till H20)
12 | Omrorning
13 | Omrorning
19 | Filtrering av prov 05737, tillsatte 25 ml

vateperoxid i resterande

32 | Filtrering av bada kontroller, prov 05721 och
prov 05735

37 | Filtrering av prov 05726, prov 05734 och prov
05745
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6.4 Bilaga 4. Stereoluppbilder

Prov 05737
500 pm

~
=
=

Figur 14. Vavnad Figur 15. Primar mikroplast eller mineral ~ Figur 16. Sekund&r mikroplast

Figur 17. Sekundar mikroplast ~ Figur 18. Sekundar mikroplast

100 pm

Figur 19. Flera olika véavnader och sekundara mikroplaster Figur 20. Vavnad
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Figur 21. Sekuhdéir mikroplast Figur 22. Sekundar mikroplast Figur 23. Vavnad som fastnat pa filtret

40 um

M
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Figur 24. Sekundar mikroplast Figur 25. Sekundar mikroplast

Kontroll vatten

500 pm
§ ' \\
Figur 26. Sekundar mikroplast Figur 27. Sekundar mikroplast

- 4

Figur 28. Osakert, primar mikroplast eller mineral Figur 29. Sekundar mikroplast
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Figur 30. Sekundar mikroplast ~ Figur 31. Sekund&r mikroplast

100 pm

Figur 32. Sekundar mikroplast ~ Figur 33. Sekundar mikroplast Figur 34. Sekundar mikroplast

40 pm
» "

Figur 35. Primé&r mikroplast Figur 36. Sekundar mikroplast Figur 37. Sekund&r mikroplast

- | 3

Figur 38. Primar mikroplast Figur 39. Sekundar mikroplast Figur 40. Sekundar mikroplasts

25



Kontroll Véaterperoxid
500 pm

"
) ? ~ L

Figur 41. Sekundar mikroplast ~ Figur 42. Sekundar mikroplast Figur 43. Sekundar mikroplast

100 pm

\

Figur 44. Sekundar mikroplast ~ Figur 45. Sekund&r mikroplast Figur 46. Sekundar mikroplast

40 pm

Figur 47. Sekundar mikroplast

Prov 05721
500 pm

Figur 48. Sekundar mikroplast Figur 49. Sekund&r mikroplast Figur 50. Sekund&r mikroplast
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Figur 56. Sekundar mikroplast

Figur 57. Sekundar mikroplast Figur 58. Sekundar mikroplast

27



Figur 59. Sekundar mikroplast

Prov 05735
500 pm

Figur 61. Sekundar mikroplast

Figur 63. Sekundar mikroplast

100 pm

Figur 64. Sekund&r mikroplast

Figur 60. Sekundar mikroplast

Figur 62. Sekundar mikroplast

28



40 um

Figur 65. Sekundar mikroplast

Prov 05726
500 pm

Figur 66. Sekundar mikroplast Figur 67. Sekundar mikroplast

Figur 68. Sekundar mikroplast Figur 69. Sekundar mikroplast Figur 70. Sekundar ;nikroplast

100 pm

Figur 71. Sekund&r mikroplast Figur 72. Sekund&r mikroplast
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Figur 73. Mineral

40 pum

Figur 74. Sekundar mikroplast

Prov 05734
500 pm

Figur 75. Primar mikroplast
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100 pm

Figur 79. Sekundar mikroplast Figur 80. Sekundar mikroplast

40 pum

Figur 81. Sekundar mikroplast

Prov 05745
500 pm

Figur 83. Sekund&r mikroplast Figur 84. Sekund&r mikroplast

Figur 85. Sekund&r mikroplast
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Figur 86. Sekundar mikroplast

Figur 87. Sekundar mikroplast

40 pm

Figur 90. Sekundar mikroplast

Skrapat munskydd

Figur 91. Sekundar mikroplast

Figur 92. Sekundar mikroplast
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Figur 93. Sekundar mikroplast



