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Raman-Mikrospektroskopie fir die Bestimmung von Mikro- und

Abstract

Die Analytik von Nanoplastik stellt viele Messtechniken vor
neue Herausforderungen. In diesem Artikel werden For-
schungsarbeiten gezeigt, die die Raman-Mikrospektroskopie
(RM) fur Nanoplastikbestimmung nutzbar machen. Durch die
Entwicklung einer Flusszelle, basierend auf dem Effekt der op-
tischen Pinzette, ist es moglich, RM und Feldflussfraktio-
nierung online zu koppeln, was eine Hochdurchsatzanalytik
zuganglich macht. Zudem erméglicht eine chemometrische
Methode auf der Basis von Window-Sampling die belastbare
Quantifizierung von Mikroplastik < 10 um durch RM.

Einleitung

Plastikverschmutzung findet sich ubiquitar in allen Umwelt-
kompartimenten, in die es Uber vielféltige Eintragspfade
gelangt. Durch Umwelteinflisse wie UV-Strahlung oder
mechanische Kréafte zerfallt dieses zu Mikroplastik (MP, 1 mm
— 1 pm) oder Nanoplastik (1 nm — 1000 nm). Die Frage nach
dem 6kotoxikologischen Einfluss dieser Partikel ist ein aktuell
stark beforschtes Thema, deren abschlieRende Bewertung
nur durch die Entwicklung geeigneter analytischer Techniken
erreichbar ist. Allerdings zeichnet sich ab, dass der Einfluss
auf Organismen mit abnehmender Partikelgré3e ansteigt, was
die Notwendigkeit von Methodenentwicklung und Forschung
insbesondere zu Nanoplastik unterstreicht [1].

Die Untersuchung von Nanoplastik ist ein sehr neues Feld,
das sich in den letzten Jahren deutlich weiterentwickelt hat.
Man ist hier von der Spekulation Gber die Existenz von Nano-
plastik hin zu seinen ersten Belegen in der Umwelt gelangt [2].
Parallel dazu ist auch der Entwicklungsprozess angemes-
sener analytischer Methoden angelaufen, so dass grof3e An-
strengungen unternommen wurden, reprasentative Referenz-
materialien zu synthetisieren, Probenvorbereitungen zu erar-
beiten und analytische Messtechniken zu validieren [1]. Letz-
teres umfasste die, in der MP-Analytik etablierten, spektros-
kopischen und thermogravimetrischen Methoden auf die
Anwendung fir Nanoplastik zu erweitern, sowie Techniken fur
die Untersuchung von synthetischen Nanopartikeln fir um-
weltanalytische Fragestellungen nutzbar zu machen [3, 4].

Raman-Mikrospektroskopie—Einzelpartikel-vs.
Bulkanalyse

Raman-Mikrospektroskopie (RM) kombiniert Mikroskopie mit
der Raman-Spektroskopie, was ermdglicht, von MP und
Nanoplastik eine morphologische und chemische Charak-
terisierung durchzufuhren. Insbesondere die chemische Iden-
tifizierung ist wichtig fiir die Aussagekraft der Ergebnisse, da
nur so Partikel zweifelsfrei von natirlichen unterschieden
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werden kdnnen. Zudem ist es moglich, Partikel bis unter 1 um
zu untersuchen, da die Technik mit sichtbarem anstelle von
infrarotem Licht arbeitet.

Somit wird fir sémtliche Einzelpartikel ein sehr hoher Grad an
Information gewonnen, was detaillierte Aufschliisse Uber die
untersuchten Systeme ermdglicht. Dies geschieht allerdings
auf Kosten sehr langer Messzeiten, da besonders bei kleinen
Partikeln eine groRBe Anzahl untersucht werden muss. Hier
bietet der Bulk-Ansatz, bei dem die chemische Identifizierung
Uber eine grofRe Gruppe von Partikeln durchgefiihrt wird, das
Potenzial fur h6here Geschwindigkeit. Dabei muss allerdings
auf die mikroskopische Charakterisierung der Partikel verzich-
tet werden — die verlorenen Informationen zur PartikelgroRe
missen also auf andere Weise gewonnen werden. Hier
kénnen Techniken zur physikalischen Charakterisierung von
Nanopartikeln, die oft auf Laserstreuung basieren, zum Ein-
satz kommen [1].

Automatisierte Partikelbestimmung

Zur Quantifizierung von Mikroplastikgehalten in untersuchten
Systemen steht man meist vor dem Problem sehr groRRer
Partikelzahlen, welches sich realistisch nur durch eine auto-
matisierte Messung bewaltigen lasst. Das etablierte Vorgehen
solcher Algorithmen erstellt zunachst ein aus Einzelauf-
nahmen zusammengesetztes Mikroskopbild des Filterpapiers,
welches samtliche Partikel trégt. Eine Bilderkennung bestimmt
samtliche Partikel und speichert deren Koordinaten, an denen
anschlieend ein Raman-Spektrum aufgenommen wird [5, 6].
Besonders bei kleinen Partikeln ist die Anzahl der zu mes-
senden Partikel sehr grof3, weshalb es notwendig ist, ein Sub-
sampling aus allen in der Probe verfligbaren Partikeln durch-
zufiihren. Ein groRRer Vorteil dieser Automatisierung ist, dass
alle Partikel erfasst werden, so dass eine Zufallsziehung
durchgefiihrt werden kann. Dies verhindert einen raumlichen
Probenahmebias. Fur diesen Fall ist es mdglich, basierend auf
gewlinschten Parametern fur statistische Zuverlassigkeit
(Konfidenzintervall und Fehlerwahrscheinlichkeit), die not-
wendige Anzahl an zu messenden Partikeln zu berechnen.

Fir Partikel, die kleiner als ca. 10 um sind, verhindern tech-
nische Hirden wie die Prazision typischer Mikroskoptische
oder der Bildzusammensetzung, dass dieser Algorithmus ge-
nutzt werden kann. Somit kénnen nicht mehr alle Partikel der
Probe erfasst und fir RM angesteuert werden, denn der
Fehler in der Positionsbestimmung ist in derselben GréRen-
ordnung wie die untersuchten Partikel. Somit steht die Zufalls-
ziehung fur die Partikelauswahl nicht zur Verfligung. Ein
Ausweg hierfur ist das Window-Sampling, bei dem jeweils an
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einer Stelle ein Mikroskopbild erzeugt und ausgewertet wird
und die dortigen Partikel mit RM identifiziert werden, bevor der
Mikroskoptisch an die nachste Position fahrt. Allerdings ist in
diesem Fall die Gesamtanzahl der Partikel nicht bekannt,
welche notwendig ist, um die Anzahl der zu messenden Par-
tikel zu berechnen. Hier behilft man sich eines Bootstrap-Algo-
rithmus‘, der die Standardabweichung simuliert, was die o.g.
Parameter fiir statistische Zuverlassigkeit und somit jene not-
wendige Anzahl zuganglich macht [7].

In einer in silico Studie [7] wurden zwei Varianten des Window-
Samplings verglichen: zufallige und systematische (sprich
Raster-artige) Platzierung der Fenster. Zudem wurde der Einf-
luss der rdumlichen Verteilung der Partikel beriicksichtigt. Die
Simulation demonstriert, dass systematische Fenster die
Gefahr bergen, einen Bias einzufiihren, wenn starke rdum-
liche Ungleichheit vorliegt. Zufallige Fenster sind mit einer
hoéheren Varianz belegt, sind aber dennoch zu bevorzugen, da
der Bias des systematischen Window-Samplings fiir den
durchgefiihrten Bootstrap problematisch ist, denn fur diesen
ist Reprasentativitdt eine Grundannahme. Weiterhin zeigt
sich, dass die Vergrofl3erung der Fenster (bei gleicher abge-
deckter Gesamtflache) den Bias bzw. Varianz verstarkt. Die
FenstergréRe sollte also so klein wie realistisch umsetzbar
gehalten werden. Hier zeigt sich auch der Grenzfall mit
kleinstmdglichen Fenstern: einzelne Partikel. Somit erreicht
man das oben beschriebene Zufallsziehen.

Diese Ergebnisse fuhrten zum Entwurf eines on-the-fly Mess-
algorithmus, welcher anstelle einer Gesamtauswertung aller
Daten nach Beenden der Messung inkrementweise MP-
Gehalt und Bootstrap-Konfidenzintervall berechnet. Somit
kann wahrend der Messung bewertet werden, ob das gegen-
wartige Ergebnis ein ausreichend kleines Konfidenzintervall
(bei vorab definierter Fehlerwahrscheinlichkeit) erreicht hat.
Ist das gewiinschte Kriterium erfullt, kann die Messung be-
endet werden. Dies ermdglicht eine optimale Messzeit, da
nicht unnétig viele Messpunkte erzeugt werden, oder auch der
Fall, zu weniger Messpunkte und folglich nicht aussage-
kraftiger Ergebnisse, vermieden wird. Abb. 1 zeigt einen
exemplarischen Verlauf einer solchen Messung. Hier ist das
Ziel, ein Ergebnis mit einem relativen Fehler kleiner 10 % zu
erhalten. Es wird mit einem Startinkrement von 100 Fenstern
begonnen, deren Auswertung noch deutlich vom (in diesem
Fall bekannten) wahren Wert abweicht und einen viel zu
groRBen Fehler aufweist. Also wird das nachste Inkrement mit
50 Fenstern gemessen — das Ergebnis verbessert sich etwas.
Diese Schleife wird so lange durchgefihrt, bis der Fehler unter
10 % liegt. Die Messung kann beendet werden und alle grau
gefarbten Messungen wurden eingespart.
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Abb. 1: Simulation einer Analyse mit dem on-the-fly-Algorith-
mus. Aufgetragen ist das Ergebnis der MP-Bestimmung
gegen die Anzahl der gemessenen Fenster. Die kleinen
Zahlen unter den Konfidenzintervallen geben den relativen
Fehler an. Reproduziert aus [7], lizensiert unter CC BY 4.0
(http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).
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In jungeren Arbeiten wurde der on-the-fly Algorithmus in die
Messsoftware TUM-ParticleTyper 2 integriert und validiert.
Durch das Window-Sampling erméglicht diese Software die
automatisierte Messung von Partikeln bis zu 1 pm. Zudem
wurde die Bilderkennung verbessert, so dass eine morpho-
logische Differenzierung und Erkennung von Fasern ermdég-
licht wird. Weiterhin wurde ein Deagglomerations-Algorithmus
hinzugefiigt, der eine Unterbestimmung durch falschlicher-
weise gruppierte Partikel verhindert [8].

Raman-Mikrospektroskopie und Feldflussfraktionierung
Die Bulkanalyse von MP und Nanoplastik setzt sich zu-
sammen aus einer chemischen ldentifizierung sowie einer
Partikeltrennung und GréRenbestimmung. Dies wurde in [9]
durch die Online-Kopplung von RM und Feldflussfraktio-
nierung (FFF-RM) erreicht. FFF ist eine Partikeltrenntechnik
basierend auf einem Kraftfeld, das senkrecht zum laminaren
Eluentenstrom wirkt. Da FFF ohne stationdre Phase arbeitet,
ist ein weiter GroRenbereich mdglich (ca. 1 nm — 20 pm). Ein
gekoppelter Multi-Angle-Light-Scattering-Detektor (MALS) er-
mdglicht die GréRenbestimmung.

Aufgrund seines Funktionsprinzips eignet sich RM gut zur
Analytik wassriger Proben. Daher ist es auch vielver-
sprechend, RM in einem wassrigen Eluentenstrom fur die
Umsetzung von FFF-RM einzusetzen. Hierzu galt es lediglich
die inharent geringe Sensitivitat zu kompensieren. Dies wurde
erreicht, in dem eine Flusszelle auf Basis der optischen
Pinzette entworfen wurde. Abb. 2 zeigt das Funktionsprinzip.
Partikel strémen in den Querschnitt des Raman-Lasers, in
welchem sie zwei optische Kréfte erfahren. Strahlungsdruck
beschleunigt sie entlang der Ausbreitungsrichtung des Lasers
und drickt die Partikel auf den Boden der Flusszelle. Die
optische Gradientenkraft wirkt in Richtung der héchsten Licht-
intensitat, also in Richtung des Fokalpunktes, und bewirkt ein
Festhalten der Partikel entgegen den Scherkréften, die der
Flussigkeitsstrom ausibt. Es entsteht eine zweidimensionale
optische Falle. Die so gehaltenen Partikel verweilen aus-
reichend lange im Fokalpunkt, so dass ein Ramansignal mit
hoher Intensitét erhalten wird.
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Abb. 2: Funktionsprinzip der Flusszelle zur Online-Kopplung
von FFF und RM.

Mit dieser Flusszelle wurde ein FFF-UV-MALS-RM Multi-
detektor-Setup aufgesetzt, das Nanoplastikpartikel chemisch
und physikalisch identifizieren kann. Dieses wurde mittels
Polystyrol, Poly(methylmethacrylat) und SiO2 Partikeln ver-
schiedener Grof3e (200 nm — 5 pum) validiert. Die FFF wurde
zudem in zwei Varianten eingesetzt: Asymmetrischer-Fluss-
FFF (AF4) und Zentrifugale FFF (CF3). AF4 trennt Partikel
nach ihrer hydrodynamischen Mobilitat, also insbesondere
nach der PartikelgréRe, wohingegen CF3 nach GréRe aber
auch Dichte trennen kann. Somit entsteht ein Fraktogramm
mit hohem Informationsgehalt, in dem die separierten Partikel
durch UV detektiert und gegebenenfalls quantifiziert werden.
MALS gibt die zugehdrigen Partikeldurchmesser an und RM
bestatigt anhand charakteristischer Schwingungsbanden die
chemische Identitat [9].

Kurzlich erschienene Ergebnisse erweiterten die Anwend-
barkeit von FFF-UV-MALS-RM fiir Nanoplastik in Gegenwart
anorganischer Matrix (TiO2, FeOx) und fir Partikel nicht-spha-
rischer Geometrie. Wobei es hier auch zu konstatieren gilt,
dass Nanoplastik in komplexer Umweltmatrix noch eine grof3e
Herausforderung darstellt, fir die es Lésungen (z.B. geeignete
Probenaufbereitung und —aufkonzentrierung) zu entwickeln
gilt [10].

Zusammenfassung und Ausblick

MP und Nanoplastik sind hochkomplexe Analyte, die eine
spezialisierte Analytik fir eine Vielzahl an Parametern, wie
chemische Identitat, Morphologie, GréRenverteilung oder
Oberflachenchemie, erfordern. lhre Prasenz in vielen Umwelt-
bereichen erzeugt zudem wissenschaftliche Fragestellungen,
die verschiedenste Informationen erfordern. Somit ist es fur
eine erfolgreiche Analytik essentiell, auf ein weit gefachertes
Toolkit zuriickgreifen zu kénnen.

Die gezeigten Arbeiten haben dieses Toolkit auf dem Feld der
RM weiterentwickelt, in dem mit dem Window-Sampling eine
statistisch belastbarere, automatisierte Quantifizierung von
sehr kleinem MP erarbeitet wurde. Es ermdglicht, dass der,
wenn auch hohe, Messaufwand optimal genutzt wird. Fur
Untersuchungen, die einen hohen Durchsatz erfordern, steht
nun zudem mit FFF-UV-MALS-RM ein Multidetektoransatz zur
Verfligung. Fir all die Falle, in denen Details zur Morphologie
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nicht gefordert werden, bietet auch dieser eine physiko-
chemische Charakterisierung von Nanoplastik bei deutlich
geringeren Messzeiten.
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