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Sammendrag.

Denne master oppgaven undersgker antall og starrelsesfordelingen av mikroplast i
elvesedimentet i Sauarelven og i kantsonen rundt elven i Telemark.

Tretten prgvepunkter ble valgt langs elven, punk 1 var gverst i elven og punkt 13 var i enden
av elven. Per prgvested ble to praver tatt, en fra elven 1 meter ut fra elvekanten og en 1
meter fra elvekanten inn i kantsonen pa land. Pravene ble tgrket til konstant vekt fgr sikting
gjennom en 5 mm sikt og sd en 1 mm sikt, det som kom gjennom 1 mm sikten ble brukt
videre i analysen. For hvert prgvested ble det analysert tre paralleller pa 10 gram hver.
Pragvene ble behandlet med KOH:NaClO 30% lgsning, for nedbrytning av organisk materiale
far isolasjon av mikroplasten ved bruk av sentrifuge med tetthetsseperasjon og filtrering. Den
isolerte mikroplasten ble innfarget med en Igsning av Nile-red (10ug/ml) og fotografert under
belysning med 420-470 nm lys som gjar den Nile-red dekkede mikroplasten fluoriserende.
Bilder av den fluoriserende mikroplasten ble brukt til & telle opp antall partikler og male
stgrrelsen pa dem i form av arealet de hadde pa bildene. Antall og starrelse av
mikroplastpartiklene ble malt ved billedbehandling med Python og en manuell gjiennomgang
av hva som ble telt opp. Starrelsen pa mikroplasten fra pravepunktene, elven, kantsonen pa
land, jordbruksomradene, skogsomradene og mellomgruppene elv i skogsomrader, elv i
jordbruksomrader, land i skogsomrader og land i jordbruksomrader ble malt som median
areal til mikroplastpartiklene i mm?.

Gjennomsnittlig antall mikroplastpartikler per prgvested varierte fra 2-34 partikler i
sedimentet i kantsonen pa land og 2-28 i elvesedimentet. Fra elvesediment hadde punkt 12
minst median (0.75 mm?) mens punkt 5 hadde starst (6.11 mm?). For mikroplastpartiklene i
kantsonen pa land hadde punkt 2 minst median (0.88 mm?) mens punkt 7 hadde starst (5.99
mm?2).

De statistiske testene som ble utfart viste ingen signifikant forskjell i antall mikroplastpartikler
ut fra om prgvene var fra elven eller kantsonen pa land, skog eller jordbruksomrade eller om
det var en av mellomgruppene av dem, elv i skogsomrader, elv i jordbruksomrader, land i
skogsomrader og land i jordbruksomrader. En sterkt positiv korrelasjon mellom avstanden
(m) fra bygninger til prevepunktene og median (mm?) pa mikroplastpartiklene fra
elvesedimentet ble funnet med signifikant p-verdi (P<0.05). Det ble funnet signifikant forskijell
(P=0.036) i starrelsen mellom mikroplastpartiklene fra elven og land, landgruppen hadde
stagrre median (mm?) for mikroplastpartiklene.

Det var signifikant forskjell (P=1.87E-04) mellom praver i elven i jordbruksomrader og praver
fra land i jordbruksomrader. Prgvene fra land hadde stgrre median (mm?2) for
mikroplastpartiklene enn praver fra elv i jordbruksomrader. Det var og signifikant forskijell
(P=0.013) mellom omrader pa land hvor jordbruksomrader hadde starre median (mm?) for
mikroplastpartikler enn de fra skogsomrader.

Testene for forskjell i median (mm?) for mikroplastpartiklene mellom prgvepunktene pa land
viste en signifikant forskjell (P<0.05) mellom prgvepunkt 7 med stgrst median (mm?) og
punkter 1, 2, 5, 11, 12 og 13. Punkt 3 var og signifikant forskjellig fra punkt 2 og 11 hvor
punkt 3 hadde starre median (mm?) for partiklene. For prgvene i elven var det kun punkt 2 og
12 som hadde en signifikant forskjell, punkt 12 hadde stgrre median (mm?). Hvorfor punkt 7
skilte seg ut fra 6 andre pr@vepunkter er uklart.
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Resultatene viser at stgrrelsen pa mikroplastpartiklene ble pavirket av omradene rundt, men
at antallet ikke ble pavirket av om det var praver fra elven, kantsonen pa land,
skogsomrader, jordbruksomrader, elven i skogsomrader, elven i jordbruksomrader, land i
skogsomrader eller land i jordbruksomrader.

Det var en mindre flom i Sauarelven fgr pragvene ble tatt som kan ha hatt en effekt pa antall
og starrelsesfordelingen av mikroplasten. Det er derfor behov for en ny runde med
pravetaking for a sjekke at resultatene fra denne oppgaven er representative for omradet
under normaltilstander og ikke bare for etter flom hendelser.
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1 Innledning.

Plast er blitt en allestedsnaerveerende del av hverdagen til mennesker i det moderne
samfunnet siden det fgrste syntetiske plastmateriale ble produsert i 1856 (Maehlum, 2023).
De siste arene har plast produksjonen gkt kraftig, fra 2000 til 2019 gkte verdens
plastproduksjon fra 234 millioner tonn (MT) til 460 MT (OECD, 2022).

Mengden plast sgppel gkte i samme takt fra 153 MT i 2000 til 353 MT i 2019. Av dette ble
under 10 % resirkulert og 22 % ble uforsvarlig handtert. | denne sammenhengen er
uforsvarlig handtert plastsappel, plast som blir brent, kastet i sappelhauger eller lekket ut til
miljget (OECD, 2022).

Jambeck et al. (2015) estimerte at i 2010 ble 4.8 til 12.7 MT plast lekket ut i verdenshavene
fra 197 kystneere land. Effekten av plastsgppel er godt kjent, bilder av dgde fugler fulle av
plastbiter, eller dyr som har blitt kvelt med plast rundt halsen er ofte ansiktet til plastsgppel
problemet.

Et ikke like synlig problem er mikroplast.

Mikroplast er generelt definert som plastpartikler under 5 mm i diameter (Hartmann et al.,
2019).

Mikroplast er delt inn i to hovedkategorier primaer og sekundaer mikroplast, primaermikroplast
er allerede nyprodusert plast med starrelse >5 mm. Mens sekundaer mikroplast kommer fra
stgrre plastobjekter som fragmenteres til mindre partikler enten via normal slitasje under bruk
eller ute i naturen (Arthur et al., 2009). Den sekundaere mikroplasten utgjar et unikt problem
da den skapes selv under normal bruk av ting laget av plast, som nar kleer laget av
syntetiske tekstiler blir vasket (De Falco et al., 2018).

Pa grunn av mengden plast som blir produsert og dens daglige bruk blir mikroplast spredt til
alle verdens hjgrner. Allen et al. (2019) fant mikroplast i de franske Pyreneene som hadde
blitt tilfart via atmosfeerisk deposisjon. Kanhai et al. (2018) paviste mikroplast i havet i den
arktiske sirkelen fra en dybde pa 8 til 4369 meter med varierende antall mikroplastpartikler
per prgve. Hasenmueller et al. (2023) undersgkte mikroplast i en stengt grotte i St.Louis,
Missouri. De konkluderte med at mikroplast infiltrerer hulesystemer og setter seg i
sedimentet. Dette viser at selv relativt beskyttede miljger ikke er sikre mot mikroplast
forurensning.

Mikroplasten ligger ikke bare ute i naturen som en form for forsgpling, men vi mennesker
ender faktisk opp med a fa den i oss. Mikroplast er funnet i vannet vi drikker, maten vi spiser
og luften vi puster inn (Danopoulos et al., 2020; Jenner et al., 2022; Liebezeit & Liebezeit,
2013, 2014; Van Cauwenberghe & Janssen, 2014; Yang et al., 2015).

Fra disse kildene ender mikroplasten opp i kroppen var og i 2022 ble det funnet i blodet til
mennesker (Leslie et al., 2022).

Fra blodet kan det spre seg videre til morsmelken, organer og sette seg i avleiret kolesterol
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(Marfella et al., 2024; Ragusa et al., 2022; Zhao et al., 2023).

Det er lite informasjon om effekten av mikroplast pA mennesker, med det er utfert flere
studier pa dyr som kan gi innsyn i de mulige problemene.

Jacob et al. (2020) fant ut fra 49 studier en rekke negative effekter hos fisk som hadde inntatt
mikroplast. Effektene gikk fra skader pa fordgyelses systemet, leveren og adferdsendringer.
Jin et al. (2019) undersgkte effekten av mikroplast pa mus og paviste forstyrrelser pa
bakterie floraen i tarmene og metabolske forstyrrelser. Videre paviste Wang et al. (2022)
svekkelse i hukommelsen og laeringsevnen til mus som var gitt mikroplast. En studie utfart
pa haner viste skader pa hjertene til hanene som var blitt foret med vann med mikroplast
(Zhang et al., 2022).

Et mer apenbart problem kan veere stoffene som er en del av plasten som kan lekke ut nar
mikroplasten sitter i kroppen. Abb et al. (2009) og Ait Bamai et al. (2014) paviste ftalater i
mikroplast i husstgv som fungerer som hormonforstyrere og er blitt assosiert med kortere
graviditetsvarighet (Latini et al., 2003).

Videre kan mikroplasten adsorbere kjemikalier som den kommer i kontakt med. Funn fra
Wang et al. (2020) viser at 5 vanlige pesticider brukt i Kina var adsorberte i mikroplast.

Mikroplastproblemet har fart til at EU har inkludert mikroplast i flere lover og strategier for
handtering av forurensning. Norge gjennom E@S avtalen er med pa dette (European
Commission, 2023; Miljgdirektoratet, 2024).

Pa grunn av punktene nevnt ovenfor er det viktig & forsta bedre hvordan mikroplast sprer seg
i miljget, slik at mikroplastproblemet kan bli bedre handtert og feerre tar skade av det.
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2 Problemstilling.

Denne oppgaven undersgker om antall og/eller starrelsen pa mikroplast vil veere forskijellig ut
fra om hvor prgvene kommer fra. | elven eller kantsonen pa land, fra skog eller
jordbruksomrader og om det er forskjell imellom henholdsvis praver fra elv i
jordbruksomrade, elv i skogsomrader, land i jordbruksomrader og land i skogsomrader.

Det antas at det vil veere et starre antall mikroplastpartikler pa land enn i elven, og at
omrader med jordbruk vil ha et starre antall enn skogomrader.

En hypotese er og at stgrrelsen pa mikroplasten vil veere mindre i elven enn pa land og at
det vil vaere en starrelsesforskjell mellom skog og jordbruksomrader.
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3 Material & Metoder.

Omradebeskrivelse.

Sauarelva strgmmer fra Heddalsvatnet ned til Norsja ved Akkerhaugen, en strekning pa ca 6
km. Elven er vakt meandrerende (figur 1), elven er mye brukt av fi_skere og folk med bat.

‘%

Sauarelva

\
eddalsvatned
Plbieddalsvatned Y

g2

6 Mextegmu

Sauarelva

Figur 1: Sauarelva med start i Heddalsvatnet og utlgp ved Akkerhaugen ut i Norsjg. Det er variert landskap
rundt elva med skog, kre, beitemark og noe mindre batplasser. Pravepunkter markert 1-13 i hgyre seksjon.
Bildet laget i Qgis.

Landskapet rundt elven er hovedsakelig preget av skog og jordbruk, av jordbruk er det aker
og beitemarker.

Kantsonen rundt elven varierer i bredde fra noen fa meter til >20 m, helningsgrad fra 0° til
20° innenfor en 10 m radius av pravepunktene. Vegetasjonen i kantsonen pa land varierer
fra gress, siv, stra og mindre lgv og barnaltreer. | omradene med skog var det hovedsakelig
spredte unge treer nserme elvekanten far betydelig tettere fullvoksne treer lenger inn.
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| elvekanten dominerer tettvokst siv rundt prevepunktene, med sma undervannsplanter i
noen av punktene. 4 av punktene hadde ingen plantevekst i elven.

Sedimentene i pravepunktene var hovedsakelig organisk jord pa land med varierende grad
av plantemateriale og mudder i elven med noen sand, sandig grus og mer jord lignende
mudder.

Tabell 1 viser prgvestedene med bredde og lengdegrad som kan kopieres direkte inn i
google maps for & se hvor prgvestedene er.

Tabell 1: Pravesteder med koordinatene i WGS84 som kan kopieres inn i google maps for & se direkte hvor
provestedene er.

Pragvesteder med koordinater (WGS84)
Prgvested Breddegrad Lengdegrad Dato for prgvetaking
1 59.43861 9.309345 30.9.23
2 59.43436 9.309158 30.9.23
3 59.43311 9.306956 30.9.23
4 59.4304 9.308742 30.9.23
5 59.42249 9.309719 30.9.23
6 59.42074 9.314567 30.9.23
7 59.41802 9.307297 30.9.23
8 59.41973 9.306682 14.9.23
9 59.4145 9.304935 14.9.23
10 59.41111 9.302314 14.9.23
11 59.40635 9.297489 14.9.23
12 59.40576 9.289314 14.9.23
13 59.40115 9.281866 14.9.23

Mulig kilder til mikroplast i omradet er generelle jordbruks aktiviteter, husstander og
batbrygger langs elven. Spesielt relevant kilde for elven er Notodden by som er oppstrams
for elven som kan pavirke mikroplastnivaet ved avrenning.

Prgvetaking i felt.

Progvestedene ble valgt ut fra hvilket landskap som var rundt elvestrekningen og tatt i enden
av en av de to landskapssonene (Landbruk/Skog) rundt elven.

Prgvene ble tatt i enden av sonene for & minimere andre soners pavirkning pa antall
mikroplast i elvesedimentet pga vannets strgamning. Antall mikroplast i begynnelsen av en
skogsone kan sannsynligvis veere pavirket av landbrukssonen oppstrams et stykke inn i
skogsonen.

To praver per prgvested ble tatt for & kunne sammenligne antall mikroplast i elvesedimentet
og i kantsonen.

Prgvene ble tatt en meter ut fra elvekanten og en meter inn fra elvekanten pa land.

Bare de gverste 5 cm av sedimentet ble brukt til & ta praver i elvesedimentet og pa land ble
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det gverste jordlaget med vegetasjon brukt da det antas at mikroplasten vil ligge gverst blant
dette.
Prgvene ble lagret i tomme, nye 1L malings spann av metall for transport og tarking.

Grov-bearbeiding av prgver.

Etter prgvetaking ble prgvene lagret kaldt i 1-2 dager far de ble tarket pa ca 95 C° i minimum
2 dager eller til en konstant vekt var oppnadd. Nar konstant vekt var oppnadd fortsatte
bearbeidingen (figur 2).

Malings spann
med tarr preve

plastbiter
=5 mm

Fotografering av
Owverfar preve il sikt

Owerfar resten av
praven (= 5 mm)

fil 1 mm sikt

Beholder med plastbiter =1mm

sikiet prave
{==1mm)

Fotografering av }

Figur 2: Skjema over grov bearbeiding av prgvene fra Sauarelva etter tarking.

Prgvene ble sa siktet gjennom en 5 mm metallsikt (Retsch, TEST SIEVE 5mm) for a fierne
alt som var over 5 mm da mikroplast generelt er definert som plast <5 mm (Bank, 2021).

Alt materiale som var over 5 mm ble sett gjennom og eventuelle plastbiter ble avbildet og
hvilken prgve de stammet fra ble notert.

Prgvene ble sa siktet gjennom en 1 mm sikt (Retsch, TEST SIEVE 1mm) hovedsakelig for &
skille ut alt av trebiter og annet organisk materiale som kunne gjgre videre analyser
vanskeligere.

Sedimentet som var over 1 mm i stgrrelse ble sett gjennom og eventuelle mikroplastpartikler
som kunne ses med det blotte gyet ble avbildet og notert hvilken prgve de kom fra.

Fra det ferdig siktede sedimentet ble minimum 100 gram sediment lagret i lukkede beholdere
for videre analyse.
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Minimering av kontaminering.

For & minimere mulig kontaminering, ble alt av lgsninger og veesker filtrert gjennom et GF/C
Whatman filter med porestarrelse 1.2 pm for & fierne partikler som kunne kontaminere
pravene.

Alle beholdere var dekket til nar de ikke trengte & vaere utildekket og alt utstyr ble skylt far og
mellom bruk, 3 ganger med filtrert revers osmose deionisert (RO/DI) vann.

Utstyr laget i plast ble i stgrst mulig grad unngatt for & hindre tilfersel av mikroplast fra dem.

Tillaging av lgsninger.

Kaliumhydroksid:Natriumklorat 30% Volum/volum (KOH:NaCIlO 30%
(V/V)).

For nedbrytning av organisk materiale i pravene ble en KOH:NaCIlO 30% (v/v) lgsningen
valgt da Enders et al. (2016) ikke fant signifikant nedbrytning av plast, men god nedbrytning
av organisk materiale ved bruk av Igsningen. Lgsningen ble laget i mindre volum i 1-2 liter,
da lgsningen er sterkt etsende og lagring av starre volum ble sett pa som ungdvendig samt
risikabelt hvis det skulle skje et uhell. Ved tillaging av 1L Igsning ble 150 ml av mettet Igsning
av KOH (Emsure, pellets for analysis) og 150 ml lgsning av 14% NaCIlO (VWR, 14% (w/v),
Technical grade) blandet. Dette ble gjort under avkjgling da tillaging av lgsningen utviklet
varme. Denne ble sa fortynnet med RO/DI vann til 1L og filtrert fgr den ble lagret i en merket
erlenmeyerkolbe med kork for videre bruk.

Sink klorid (ZnClz) 1.4 g/ml tetthet.

ZnCl; (Sigma-Aldrich, reagent grade, 298%) ble valgt som salt for bruk i tetthetsseperasjon
da det kan oppnas hgy tetthet som er anbefalt, sammenlignet med enn en rekke andre salter
(Schitze et al., 2022). Det trengs heller ikke spesielle forholdsregler utenom vanlige lab
regler nar det jobbes med.

For a finne blandingsforholdet til 1.4 g/ml tetthets lgsning av ZnCl, ble data fra Poling et al.
(2000) om tettheten til uorganiske lgsninger underforskjellig konsentrasjon brukt. Disse
dataen ble benyttet til produksjonen av figur 3 og til & beregne mengden ZnCl, salt som
trengtes.
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Tetthet ZnCl, y = 0.0001x2 + 0.006x + 1.0144
25

15

Gram per milliliter

0.5

0 10 20 30 40 50 60 70 80
% (vekt/volum)

Figur 3: Endringen i tetthet til ZnCl; lgsning nar masse % ZnCl; i lgsningen gar fra 0% til 70%, data fra
Poling et al. (2000).

Nar lgsningen var laget, ble tetthet sjekket og fin justert til den nddde 1.4 g/ml for sa & bli
filtrert fa@r bruk. Etter bruk ble Igsningen lagret i et avtrekkskap, tettheten sjekket og justert til
den nadde 1.4 g/ml igjen far den ble filtrert og gjenbrukt.

Tilberedning av Nile-red lgsning (10 pg/ml).

For innfarging av mikroplast ble en Igsning pa 10 pug/ml Nile-red valgt da Maes et al. (2017)
fant at den konsentrasjonen ga en god balanse mellom styrken pa mikroplastens fluorescens
0g bakgrunns stgyen fra Whatman-filteret.

En 10 ml stam lgsning p& 1 mg/ml Nile-red (Sigma-Aldrich, technical grade, powder form) i
aceton (EMSURE, ACS, ISO, REAG. pH Eur) ble laget som utgangspunkt for & lage den
endelige lgsningen pa 10 pg/ml.

For & lage lgsningene ble 10 mg Nile-red pulver veid ut pa en vekt av type Sartorius, AX124,
Nile-red pulveret ble blandet med 10 ml aceton. Dette ble lagret i en merket 25 ml
erlenmeyerkolbe med kork. Nar den endelige lgsningen skulle lages ble 1 ml av stam
lgsningen fortynnet til 100 ml for & oppna konsentrasjonen pa 10 pg/ml.

Lasningen ble sa filtrerte gjennom et GF/C whatman filter og lagret i en merket 250 m|
erlenmeyerkolbe med kork. Da aceton er flyktig ble korken pa erlenmeyerkolbene kun fiernet
nar lgsningene skulle brukes og kolbene ble lagret pa et kjglerom.

[Rolf Fredrik Thorkaas, 8028] 14 [Varen 2024]



Isolering, farging og fotografering av mikroplast.

Isolering av mikroplast.

Denne delen av prosessen er basert pa Grause et al. (2022) sin metode for isolering av
mikroplast, hovedforskjellen i denne oppgaven er bruken av KOH:NaClO 30% (v/v)
istedenfor fentons reagens som er en blanding av H20, og FeSO..

10 gram sediment ble veid ut og plassert i et begerglass for s& a bli tilfart 150-200 ml
KOH:NaClO 30% (v/v) lgsning og deretter satt under omrgring i 24 timer pa 40 C° (figur 4).

Owverfar 150-200 mi
KOH : NaCIO

30 % (viv) KOH : NaC[O
Lasning 30 % (wiv)
Lasning
Overfer mer
Overfar 10 gram av KOSE' ﬂi{:ﬁgrl'-o
Beholder preven til begerglass o viv)
Lasning fil omraring skjer uten
e prove problemer
A

MNei

La sta under_
omraring i 24 t pa 40
grader celsius.

Figur 4: Diagram av prosessen for nedbrytning av organisk materiale i sediment- og jordprgvene fra Sauarelva.

Prgven ble da satt til omrgring pa 40 °C i 24 timer.

Sammensetningen av sediment-prgvene varierte fra mer eller mindre ren sand fra elven til
naermere ren jord fra kantsonen pa land.

Den mer rene jorden ekspanderte under tilfgrelsen av KOH:NaCIlO 30% (v/v) Igsningen og
hindret omraring. For & unnga dette ble mer lgsning tilfart til omraring skjedde uhindret.

[Rolf Fredrik Thorkaas, 8028] 15 [Varen 2024]



Etter nedbrytning av det organiske materiale ble pragvene sentrifugert. Sentrifugeringen er
delt inn i 3 steg, overfgring av nedbrutt prave til pravergr, vasking av prgve i prgvergret og
tetthets seperasjon.

Overfgring av nedbrutt prgve til prgvergr:

Innholdet i begerglassene ble overfart til 10 ml praverar som ble plassert i en sentrifuge
(Hettich, ROTINA 35 R) for a skille sedimentet/slammet fra den gjenveerende KOH:NaClO
30% (v/v) lgsningen.

Pragvene ble sentrifugert i, 10 min pa 3700 rotasjoner per minutt (rpm).

Etter sentrifugering ble den resterende veesken dekantert av og filtrert gjennom et GF/D
whatman filter med porestarrelse 2.7 um, for @ samle opp eventuelle mikroplastpartikler. Et
GF/D filter blir brukt istedenfor et GF/C filter da GF/C filteret med sin mindre porestgrrelse
blir raskt tett noe som ville kreve mange filtre per parallell.

Hvis det var mer av den nedbrutte prgven og/eller vaeske i begerglasset ble det overfart og
prosessen gjentatt til begerglasset var tomt.

Nar begerglasset var tomt ble filtrert RO/DI vann brukt til & skylle begerglasset og veesken
overfart for & f& med mest mulig mikroplastpartikler. Dette ble sa sentrifugert en gang til og
vaesken dekantert av gjennom samme GF/D filter.

Vasking av prgve i prgvergret:

Filtrert RO/DI vann ble tilsatt og pr@vergrene ble ristet godt til alt av praven blandet seg med
vannet for & fierne alt av KOH:NaClO 30% (v/v) restene da det reagerer med ZnCl;
lasningen som brukes senere. Produktet av denne reaksjonen er et hvitt pulver som tetter
filteret.

Etter risting, ble prgvergrene sentrifugert og resterende veeske ble dekantert over samme
GF/D filter som ble brukt under overfgrings steget for a sikre at sa mye som mulig av
mikroplastpartiklene ble fanget opp.

Dette ble gjennomfart 3 ganger per prgve. GF/D filteret ble s& skylt med filtrert RO/DI vann
for & fierne rester av KOH:NaCIlO 30% (v/v) lgsningen som kunne sitte i filteret.

Nar filteret var skylt ble filterkolben koblet av, tamt for veeske og skylt godt med filtrert RO/DI
vann for a fierne alt av KOH:NaClO 30% (v/v) lgsningen. Kolben ble koblet pa igjen far neste
steg i prosessen begynte.

Tetthets seperasjon:

Etter vasking ble ZnCl lasningen med tetthet pa 1.4 g/ml brukt for & skille mikroplasten fra
restene etter den organiske nedbrytningen og vaskingen via tetthets seperasjon.

ZnCl; lgsningen ble tilsatt til pravergrene opp til 10 ml merket. Prgven ble ristet til
sedimentet/slammet som var igjen var blandet godt med Igsningen.

Pragvergrene ble sa satt til sentrifugering pa 3700 rpm over 10 min, etter sentrifugering ble
vaesken dekantert av og filtrert gjennom samme GF/D filter. Dette ble gjort 3 ganger per
prove.
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ZnCl; lgsningen i filterkolben ble sa fiernet far filterkoppen og filteret ble spylt med filtrert
RO/DI vann for & f& med eventuelt mikroplast som kan sitte pa sidene av filterkoppen.
Den brukte ZnCl; lgsningen ble spart pa for & kunne brukes igjen, tetthet ble sjekket og
justert til den nadde 1.4 g/ml og filtrert gjennom et GF/C filter far den ble brukt igjen.

Tre paralleller per prave ble laget p& denne maten for & kunne f& et gjennomsnitt/utelukke
utliggere fra resultatet samt kompensere for ujevn fordeling av mikroplast i praven.

Farging & fotografering.

Nar prevene var ferdig filtrert, ble 5 ml Nile-red lgsning tilfart jevnt utover filteret og ble
liggende pa filteret i 30 min. Etter de 30 min ble resterende lgsning sugd av og sidene av
glasset spylt ned en gang til for & sikre at mest mulig mikroplastpartikler satte seqg pa filteret.
Deretter ble filteret overfart til en petriskal med lokk som ble plassert i et varmeskap pa 70 °C
i nye 30 min for a sikre et bedre feste av Nile-red pa mikroplasten (Maes et al., 2017).

Etter varmeskapet ble filteret fotografert under lys med bglgelengde 420-470nm fra en
lommelykt (Foster + Freeman, Crime-lite 2 Blue 420-470nm) for & f& mikroplasten til &
fluorisere.

Filteret ble fotografert under 20x forstarrelse med Zeiss Discovery.V20 lupe som gir hver
pixel en stgrrelse pa 3.6 um. Fokus ble funnet manuelt ved a se pa filteret under normalt lys
far lommelykten ble skrudd pa. Nar lommelykten var skrudd pa var et lys filter (529 nm,
Schott OG550 AG, 1% nom, cut off wavelength 550 nm Foster+Freeman) festet med teip
over linsen til mikroskopet som filtrerte ut lyset fra lommelykten.

Seksjoner av filteret ble sa fotografert og disse seksjonene ble sa satt sammen ved bruk av
programmet «image composite editor» (Microsoft, ICE, Version 2.0.3.0). ICE er et gratis
bildesammensetnings program laget av Microsoft. Programmet er ikke stattet lenger og ikke
tilgjengelig via Microsoft sine nettsider, men det er lett tilgjengelig fra tredjepart kilder pa
nettet.

Bildene av seksjonene av filtrene og de sammensatte bildene ble lagret i .tiff format og bare
noen eksempler av de sammensatte bildene blir lagt med i en .zip fil pga at alle bildene totalt
tar opp over 150 gb lagringsplass. Ved forespgrsel kan alle bildene bli gjort tilgjengelig.

Opptellingsmetode.

Valg av opptellingsmetoder for mikroplastpartikler sto mellom to metoder.

Den ene manuell opptelling ved bruk av imageJ hvor man sa pa bildene og markerte av hvor
mikroplasten var med et merke som hadde stigende tall. En tabell kunne sa eksporteres hvor
posisjonen til merkene var listet.

Den andre, et selvlaget Python-skript som ga antall og areal, skriptet falger stegene i figur 5
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og er vedlagt i vedlegg 1. Hvis koden ble avsluttet far den lager .CSV filen s& ma den startes
manuelt pa nytt. Python skriptet er basert pa et Matlab-skript laget under bachelor oppgaven
(Thorkaas, 2022).

Apner start mappe \

Velg _iff fil

Lagrer det nye bildet med konturer og nummer til objekiene og lager en .CSV fil
med informasjonen fra tabellen.
Hvis en (CSV fil eksisterer blir CSV filen oppdatert med den nye informasjonen.

Lager en tabell med informasjon om posisjon,
Gjer bildet utskarpt for & fylle inn| | Grad av uskarphet kan jusieres via stamelse, parametre bruki i oppiellingen og lager
hull og rifter i partikler en "Sigma" verdi. et nytt bilde hwor konturer og nummer for opptelte
objekier er tegnet.

Fjemer alle pixler som er Grensen for hvor merke pider kan
markere enn en satt grense veere justeres mellom 0 - 1. Bildei med konturer biir vist
/ Velg om koden skal fortsette

Fjemer objekier under en satt inner konturene il objekiene og
stemelse og hvis de ligger indil > tegner dem over en kopi av
kanien pa bildet orginal bildet

Grensen for hvor store objekier biir
zatt i antall pixler.

Figur 5: Diagram over de forskjellige trinnene i Python-skriptet som finner objekter pa bildene av filtrene.

En maskin leerings modell «YOLOV8» trent opp pa bilder tatt under bachelor-oppgaven ble
og testet.

Maskin leerings modellen som en opptellingsmetode ble ikke brukt videre da den ikke
presterte godt nok i forhold til de andre metodene samt den betydelige tiden den trengte per
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trenings syklus > 24 timer og hvor krevende den var for datamaskinen a kjere.

Selv om den ikke presterte godt nok under denne oppgaven betyr ikke det at den kan
ekskluderes fra fremtidige oppgaver da den har vist seg a fungere godt nar andre har brukt
den til opptelling (Dave et al., 2023; Escobar et al., 2023; P. Li et al., 2023; S. Li et al., 2023;
Oh & Lim, 2023; Xiao et al., 2023).

All koding ble gjort i det integrerte utvikler miljget «Pycharm versjon 2023.3.3».

Valg av opptellings metode.

For & bestemme den beste maten a telle opp antall mikroplastpartikler per filter, ble et
tilfeldig utvalg av 3 filtre fra landprgvene og 3 fra elveprgvene per metode valgt.

10 % av opptelte objekter pa de utvalgte filtrene ble valgt ut for a sjekke om de var plast, i
tilfeller der det var fa partikler ble minimum 1 partikkel sjekket.

De ble tilfeldig valgt ved a bruke tilfeldig nummer generering med antall filtre som maks
nummer nar filtre ble valgt. Antallet opptelt mikroplastpartikler pa de utvalgte filtrene ble brukt
som maks tall nar utvalgte partikler skulle velges.

Nar de 6 filtrene for manuell opptelling ble valgt, telte man opp antall mikroplastpartikler pa
filtrene. Partiklene var ikke telt opp far filtrene ble valgt.

Bekreftelse av at partiklene var mikroplast ble gjort ved a overfgre dem til et objektglass for
hvor man sjekket fargen og formen.

Objektglasset ble sa plassert pa en varmeplate satt til 200 C° i 5 min der det ble observerte
om de smeltet eller ble avrundet.

Partiklene som smeltet eller ble avrundet, ble antatt & veere plast mens de som ikke gjorde
det ble antatt & veere noe annet.

Da flere av de utvalgte mikroplastpartiklene var veldig sma, ble det brukt en fuktig nal til &
plukke dem opp fra filteret.

Tabell 2 viser utvalget av filtre per metode samt nummeret til mikroplastpartiklen som ble
testet. Der det er understrek etter de 4 farste tegnene ble prgven fordelt over 2 filtre. Star det
1 etter understreken er det filter 1 av 2 og star det 2 etter er det filter 2 av 2.

Tabell 2: Oversikt over tilfeldig utvalgte filtre og opptellingsmetode, Python kode eller Manuell opptelling og
hvilke mikroplastpartikler som ble testet. L star for land, E for elv og P star for parallell.

Filter manuell | Antall Utvalg nr. | Filter Python | Antall Utvalg nr.
L4P2_2 7 3 L6P2 7 1
L1P2 47 24.38.11. | L11P3 4 3
L11P1 53 48.11. 20. | L3P1 12 9
E6P1 4 3 E6P3 12 5
E9P1 9 4 E2P2_1 1 1
E11P1 10 3 E12P2 8 8
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En kunne tydelig se de starre utvalgte mikroplastpartiklene i smeltet tilstand (figur 6). De
mindre partiklene var kun mulig & se i smeltet tilstand nar objektet ble vinklet slik at lyset
skimtet over den smeltede partikkelen.

Figur 6: Bilde av mikroplastpartikkel nr. 11 fra filter L1P2. Bildet nede til venstre viser en liten radlig
mikroplastpartikkel fgr varmebehandling og oppe til hgyre etter varmebehandling i smeltet tilstand.
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Statistisks behandling av data.

Provestedene er delt inn i 4 hovedgrupper land, elv, skog og jordbruk ut fra hvor prgvene ble
tatt og hvilken av de to landskaps typene som var rundt dem. Fire mellomgrupper bestar av
overlappet mellom land, elv, skog og jordbruk gruppene (figur 7).

Mikroplast Grupper

Jordbruk

Ehv-Jordbruk

Figur 7: Oversikt over de 4 hovedgruppene og mellomgruppene mellom dem som inngar i den statistiske
behandlingen av mikroplastresultatene fra Sauarelven

Farst ble det sjekket om dataen var normalfordelt for hver av de 4 hovedgruppene og
mellomgruppene.

For antall mikroplastpartikler var ingen av dataen normalfordelt med unntak av mellomgruppe
elv i jordbruksomrade, ikke-parametriske tester ble da valgt med 0.05 som signifikansniva.
For starrelsen (mm?) pa mikroplastpartiklene var dataen bare normalfordelt for 3 prevesteder
(E3, E5 og L6), da resten av dataen ikke var normalfordelt ble ikke-parametriske tester valgt.
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Kurskal-wallis test ble brukt for & sjekke om det var en forskjell i antall basert pa hoved og
mellomgruppene. Ved forskjell ble dunn testen valgt som post hoc test for a finne hvor
forskjellene var.

Spearman korrelasjons test ble brukt for & sjekke om det var en korrelasjon mellom falgende
parametere.

- Antall mikroplastpartikler i elvesediment og praver fra kantsone (Elv og land)
- Medianen areal pa mikroplasten (Elv og Land)
- Distanse fra bygg (menneskeskapte bygninger av alle slag) til pravestedet.

Utfordringer og feilkilder.

Prgvetaking i felt.

Pravetaking ble farst forsgkt den 23 september 2023, men det var flom i Sauarelva den
dagen (figur 8). Vannstanden var godt over 1 meter lenger inn pa land

enn normalt.

v

™

=4
o

Figur 8: Bilde tatt under farste felt dag 23.9.23, viser vannstanden i Sauarelva langt over elvebredden. Foto Rolf
Fredrik Thorkaas.

Det ble da ikke tatt praver den dagen pa grunn av vannstanden og praver ble da tatt senere
den 30 september for prgvesteder 1-7 og den 14 oktober for prgvesteder 8-13 (tabell 1).
Det mistenkes at flommen kan ha hatt en effekt pa antall mikroplast og starrelsesfordelingen
deres.
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Under utfgrelse av analysen.

| starten av analyse arbeidet var metoden som ble brukt for & isolere mikroplasten,
tetthetsseperasjon.

10 gram av pregvene ble suspendert i en 100 ml malekolbe fylt med ZnCl; lgsning med tetthet
pa 1.4 g/ml under omraring.

Dette fungerte for sediment prgvene hvor hovedbestanddelen var av silt, sand og grus.
Problemet oppstod med prgvene som hadde betydelige mengder dadt plantemateriale og
annet organisk materiale. Under suspensjon flgt dette materiale opp til toppen og etter lang
ventetid (30 min +) ville ikke det plante/organiske materialet synke.

Denne metoden ble da forkastet og den nye metode basert pa Grause et al. (2022) sin
metode ble brukt istedenfor.

Denne metoden viste seg a fungere bra med tanke pa problemene med plante og det
organiske materialet.

Metoden brukte mer tid og var mer komplisert med flere steg hvor ting kunne ga galt, noe
som det gjorde et par ganger hvor pragvergret med prgven tippet over far den var lukket og
man mistet innholdet. Heldigvis ble det tatt hgyde for at uhell kunne skje nar det ble valgt &
ha 100 gram sediment lagret for hvert prgvested slik at paralleller kunne gjgres om igjen.
Den nye metoden farte til en ny mulig kontamineringskilde, prgvergrene som ble kjort i
sentrifugen var laget av plast og kan ha tilfart noe mikroplast.
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4 Resultater

Tabell 3 viser data over gjennomsnittlig antall mikroplast per 10 gram prgve for parallellene
fra land og i elven og differansen mellom antallet til dem. Tabellen illustrerer ogsa starrelse i
form av median areal (mm?) pa mikroplastpartiklene fra kantsonen pa land og i elven per
prgvepunkt.

Tabell 3: Gjennomsnittlig antall mikroplastpartikler for tre paralleller av 10 gram sediment fra pravepunkter i
elven og fra land og differansen mellom antall partikler fra land og elven i Sauarelven. Median (mm?) for
mikroplastpartiklene fra pravepunktene for land vises som L-median areal og elven E-median areal.

Sted | Land | Elv Diff L-median (mm?) | E-median Dist B | Landskap
(mm?) (m)

1 17.67 | 28.00 | -10.33 | 1.33 1.12 204.46 | Skog

2 7.00 |11.50|-4.50 |O0.88 1.33 99.30 Jordbruk
3 10.33 | 4.00 | 6.33 3.44 2.02 212.15 | Jordbruk
4 233 |267 |-033 |11 4.95 311.97 | Skog

5 8.67 |4.00 |4.67 1.07 6.10 248.14 | Jordbruk
6 200 |4.67 |-2.67 |1.16 0.96 157.65 | Skog

7 34.50 | 15.67 | 18.83 | 5.99 1.03 100.53 | Jordbruk
8 3.67 |3.00 |0.67 1.72 1.06 209.61 | Skog

9 2.67 |2.33 |0.33 1.42 3.48 244.46 | Skog

10 200 |2.33 |-0.33 |1.65 0.99 124.77 | Jordbruk
11 7.67 |2.00 |5.67 0.91 1.83 308.37 | Skog

12 6.67 | 14.00|-7.33 |1.01 0.75 20.96 Jordbruk
13 9.67 |3.00 |6.67 1.18 1.06 72.77 Jordbruk

Mikroplast i elven og pa land.

Figur 9 viser en oversikt over antall mikroplastpartikler per prgvested i kantsonen pa land og i
elven, 5 prgvesteder 1, 2, 4, 6, og 12 hadde hgyere antall mikroplastpartikler i elven enn pa
land. | de andre pr@vepunktene var det et hgyere antall mikroplastpartikler i kantsonen pa
land enn i elven. Prgvepunkt 1 i elven hadde stgrst antall mikroplastpartikler for prgver fra
elven mens prgvepunkt 7 hadde starst antall partikler for prgver tatt pa land.

Punkt 1 hadde 10.3 partikler mer i elvesediment enn i pragver fra land og punkt 7 18.8 flere
mikroplastpartikler i prgver fra land enn i elva. Dette var de med stgrst differanse i antall
mikroplastpartikler.
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Gjennomsnittlig antall mikroplast i 10 g prave per
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Figur 9: Gjennomsnittlig antall mikroplastpartikler per provested i Sauarelven i en 10 gram prave. Prgver fra
land i grent og praver fra elven i fiolett.

Testing for Normalfordeling.

Bare prgvene fra elven i jordbruksomrader har en shaprio p-verdi > 0.05 med median og
modus som overlapper, men gjennomsnittet var nesten dobbelt sa stort som medianen
(tabell 4). Verdiene for alle gruppene viser at ingen fglger reglen med neerliggende
gjennomsnitt, median og modus for normalfordeling.

Tabell 4: Gjennomsnitt, median, modus og p-verdi (shapiro-test 0.05 signifikans niva) for antall
mikroplastpartikler per hoved og mellomgruppene i praver fra Suaarelva.

13

Gruppe G.snitt (mm) Median (mm) | Modus (mm) P-verdi
Elv 7.47 4 2.33 9.8E-04
Elv.Jordbruk 7.78 4 4 0.06
Elv.Skog 7.11 2.83 2 2.1E-4
Jordbruk 9.52 7.83 4 2.4E-03
Land 8.83 7 2 1.1E-03
Land.Jordbruk 11.26 8.66 2 3.6E-03
Land.Skog 6 3.16 2 0.01
Skog 6.55 2.83 2 1.7E-04

For hoved og mellomgruppene falt ikke gjennomsnitt, median og modus naert hverandre og
p-verdien fra shapiro testen var < 0.05 for alle. Ingen av dem var da normalfordelt (tabell 5).
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Tabell 5: Gjennomsnitt, median, modus av arealet (mm?) og p-verdi (shapiro-test 0.05 signifikans niva) for
mikroplastpartikler per hoved og mellomgruppe for prevene fra Sauerelven.

Gruppe G.snitt (mm?) | Median (mm?) | Modus (mm?) | P-verdi

Elv 5.84 1.15 0.76 2.37E-31
Land 8.18 1.40 0.63 6.86E-33
Jordbruk 6.50 1.34 0.65 1.23E-31
Skog 7.72 1.22 0.58 8.38E-32
Elv.Jordbruk 3.49 1.10 0.57 8.22E-25
Elv.Skog 8.19 1.22 0.55 1.07E-21
Land.Jordbruk 8.90 1.86 0.59 3.31E-22
Land.Skog 7.23 1.20 0.58 4.48E-24

For starrelsen (mm?) pa mikroplastpartiklene per pravepunkt hadde punkter 3 & 5 i Elven
Shapiro-verdien >0.05 og gjennomsnitt, median og modus som falt naer hverandre (tabell 6).

Tabell 6: Gjennomsnitt, median, modus av arealet (mm?) og p-verdi (shapiro-test 0.05 signifikans niva) for
mikroplastpartikler per pravepunkt fra elven.

Prgvepunkt Elv | G.snitt (mm?) Median (mm?) | Modus (mm?) P-verdi
El 7.09 1.15 0.64 5.45E-15
E2 10.72 1.37 10.12 1.88E-09
E3 2.47 2.08 1.27 0.11
E4 31.71 5.09 0.68 3.09E-05
ES 7.55 6.27 9.81 0.10
E6 5.11 0.98 0.76 4.21E-05
E7 2.31 1.06 0.58 8.17E-10
ES 3.63 1.09 22.35 2.89E-06
E9 6.17 3.58 0.84 0.01
E10 1.33 1.01 3.16 1.4E-03
E1ll 9.94 1.88 1.31 2.4E-04
E12 1.82 0.78 0.57 2.02E-12
E13 1.88 1.09 0.61 1.2E-03
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QQpilottet i figur 10 under viser at stagrrelses verdiene (mm?) til mikroplastpartiklene faller
naerme streken. Verdier for punkter 3 & 5 i elven er da tilneermet normalfordelt.

E3 QQplot E5 QQplot

6
I
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15
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10

norm quantiles norm quantiles

Figur 10: QQplot over stgrrelsen (mm) pa mikroplastpartiklene i punktene 3 (til venstre) & 5 (til hagyre) i fra
elvelokalitetene i Sauarelva.

For punkter pa land hadde punkter 4 og 6 Shapiro-verdi >0.05, for punkt 4 er gjennomsnitt,
median og modus ikke naerme hverandre. Punkt 6 har gjennomsnitt, median og modus
naerme hverandre (tabell 7).

Tabell 7: Gjennomsnitt, median, modus av arealet (mm?) og p-verdi (shapiro-test 0.05 signifikans niva) for
mikroplastpartikler per prgvepunkt fra kantsonen pa land ved Sauarelva.

Prgvepunkt Elv | G.snitt (mm?) Median (mm?) | Modus (mm?) P-verdi
L1 7.12 1.37 0.98 3.36E-15
L2 1.67 0.91 1.42 6.21E-09
L3 15.97 3.54 1.33 4.16E-09
L4 2.78 1.13 0.69 0.052

L5 16.24 1.1 1.22 1.99E-10
L6 1.14 1.19 1.28 0.257

L7 13.18 6.16 9.03 1.44E-07
L8 4.16 1.76 1.85 8.10E-06
L9 7.15 1.45 12.23 0.004
L10 6.17 1.70 19.74 0.021
L11 1.74 0.93 0.85 8.64E-07
L12 2.02 1.04 1.08 3.19E-05
L13 1.69 1.21 1.20 1.15E-04
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Figur 11: QQplot over stgrrelsen (mm?) pd mikroplastpartikler i punkter 4 (til venstre) & 6 (til hgyre) pa land
ved Sauarelva.

| figur 11 fglger verdiene i plottet for pravested 4 ikke linjen, for provested 6 fglger punktene
linjen neerme. Fordelingen i punkt 6 er da tilneermet normalfordelt.
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Differanse mellom Python opptelling og Python +
manuell opptelling.

Figurer 12 & 13 viser differansen mellom opptelte mikroplastpartikler direkte fra Python
skriptet merket «P» og etter manuell giennomgang merket «M+P».

For og etter manuell gjennomgang (Elv)
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Figur 12: Antall mikroplastpartikler per sted i elven, opptelt med Python koden i oransje og manuell
gjennomgang av Python koden i lilla.

For og etter manuell gjennomgang (Land)
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Figur 13: Antall mikroplastpartikler per sted pa Land, opptelt med Python koden i oransje og manuell
gjennomgang av Python koden i lilla.
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Diagrammene viser at med unntak av punkter 3, 5, 6, 7 og 13 fra elven og 4 fra kantsonen
pa land var nivaet av mikroplast lavere etter manuell gjennomgang.

Testing for forskjell i antall og starrelse basert pa Hoved
(Land, Elv, Skog og Jordbruk) og mellomgrupper.

Tabell 8 viser oversikten over p-verdien fra den ikke parametriske testen, Kruskal-wallis med
tanke pa antall mikroplastpartikler. Mellom gruppene Land — Elv, Skog — Jordbruk og
mellomgruppene av dem, elv i skogsomrader, elv i jordbruksomrader, land i skogsomrader
og land i jordbruksomrader.

Tabell 8: Kruskal-Wallis test for forskjell i antall mikroplastpartikler for hoved (land, elv, skog og jordbruk) og
mellomgruppene (Land - Elv x Skog — Jordbruk), elv i skogsomrader, elv i jordbruksomrader, land i
skogsomrader og land i jordbruksomrader. Med signifikansniva pa 0.05 var ingen signifikant forskjellige.

Grupper P-Verdi Signifikant?
Land — Elv 0.719 Nei
Skog — Jordbruk 0.093 Nei
Land - Elv x Skog — Jordbruk 0.398 Nei

Med signifikans niva pa 0.05 sier p-verdiene at det ikke er noen forskjell i antall
mikroplastpartikler mellom Land — Elv og Skog - Landbruk. Det var heller ikke signifikant
forskjell for mellomgruppene, elv i skogsomrader, elv i jordbruksomrader, land i
skogsomrader og land i jordbruksomrader.

Tabell 9 viser samme test utfgrt pA median starrelse (mm?) av mikroplastpartiklene.
P-verdien viser statistisk signifikant forskjell mellom Land — Elv med signifikansniva 0.05.
Land hadde sterre partikler med median pa 1.41 mm? for land og 1.22 mm? for elven.
Den viser og signifikant p-verdi for mellomgruppene, elv i skogsomrader, elv i
jordbruksomrader, land i skogsomrader og land i jordbruksomrader.

Tabell 9: Kruskal-wallis testen for median starrelse (mm?) for mikroplastpartiklene for hoved (land, elv, skog og
jordbruk) og mellomgruppene (Land — Elv x Skog — Jordbruk), elv i skogsomrader, elv i jordbruksomrader, land
i skogsomréader og land i jordbruksomrader.

Gruppe P-verdi Signifikant
Land — Elv 0.036 Ja
Jordbruk — Skog 0.59 Nei

Land — Elv x Skog — Jordbruk | 2.03E-04 Ja

Resultatene i tabell 10 viser hvilke av mellomgruppene som hadde statistisk signifikant
forskjell i median starrelse (mm?) etter dunn testen.
Jordbruksomrader hadde signifikant forskjell i median starrelse (mm?) mellom prgvene fra
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kantsonen pa land (1.96 mm?) og sedimentet i elven (1.17 mm?).

For prgver pa land var det signifikant forskjell i median stgrrelsen (mm?) mellom omradene
med jordbruk og skog, jordbruksomradene hadde starre partikler (1.96 mm? for jordbruk og
1.2 mm? for skog). P.adj er justert p-verdi for & ta hagyde for mulig type 1 feil nar flere
sammenligninger blir gjort.

Tabell 10: Post-hoc dunn test for forskjeller i median starrelse (mm?) for mikroplastpartikler i de forskjellige
mellomgruppene av hovedgruppene. Nar bade p.unadj og p.adj er under 0.05 er det signifikant forskjell.

Post-hoc dunn test P.unadj P.adj Signifikant?
Stgrst median (mm?).
Elv.Jordbruk - Elv.Skog 0.015 0.093 ikke signifikant forskjell

Elv.Jordbruk - Land.Jordbruk 3.12E-05 1.87E-04 Signifikant forskjell
Land.Jordbruk

Elv.Skog - Land.Jordbruk 0.082 0.497 ikke signifikant forskjell
Elv.Jordbruk - Land.Skog 0.373 1 ikke signifikant forskjell
Elv.Skog - Land.Skog 0.157 0.946 ikke signifikant forskjell
Land.Jordbruk - Land.Skog 0.002 0.013 Signifikant forskjell

Land.Jordbruk

Tabell 11 viser resultatene fra post hoc dunn testen av median starrelse (mm?) pa
mikroplastpartiklene mellom prgvesteder pa land og prgvesteder i elven.

Tabell 11: Tabell over resultatene for post hoc dunn testen av median stgrrelse (mm?) pa mikroplastpartiklene
mellom pravesteder pa land og mellom prgvesteder i elven, bare de med signifikant P.adj er listet.

Sammenligning P.unadj P.adj Starst median
(mm?)
L11-1L3 2.87E-04 0.022 L3
L2-L3 8.39E-05 0.006 L3
L1-L7 1.15E-04 0.008 L7
L11-L7 1.50E-06 1.17E-04 L7
L12 - L7 1.36E-04 0.01 L7
L13-L7 4.58E-05 0.003 L7
L2-L7 3.33E-07 2.60E-05 L7
L5-L7 3.58E-05 0.002 L7
E12 - E2 5.27E-04 0.041 E2

Pragvested 7 pa land skiller seg ut da den er signifikant forskjellig fra 6 av 13 prgvesteder.
Pragvested 3 pa land skiller seg og ut med signifikant forskjell fra sted 2 & 11, for elven er det
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bare prgvested 2 og 12 som er signifikant ulike med sted 2 med starre median (mm?),
gjennomsnitt (mm?) og modus (mm?).

Spearman Korrelasjons.

Figur 14 visualiserer resultatene for den ikke parametriske Spearman korrelasjonen for de
forskjellige parameterne.

Spearman korrelasjon
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Figur 14: Spearman korrelasjon mellom mikroplast Antall, median (mm?) og Distanse fra bygg, r-verdi med
kryss over indikerer p-verdi >0.05 og derfor ikke statistisk hgy sjanse for at korrelasjon er mer en sjanse.
Distanse fra bygg (Dist_B) og gjennomsnittlig starrelse pa mikroplast for elven er eneste med p-verdi(<0.05). X-
aksen er r-verdier fra -1 til 1. Laget i Rstudio.

Kun korrelasjonen mellom Distanse fra bygg og median (mm?) pa mikroplasten i
elvesediment har et statistisk signifikant forhold med positiv korrelasjon (figur 14).
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Tabell 12 viser oversikten over Spearman korrelasjonen mellom de forskjellige parameterne

og p-verdien for testen.

Tabell 12: Oversikt over r-verdiene mellom de forskjellige parameterne og p-verdien fra Spearman testen, bare
distanse fra bygg (Dist_B) og median (mm?) pa mikroplasten (Elv (mm?)) fra elven har p-verdi(<0.05).

Kombinasjon r-verdi P-verdi
Land — Elv 0.501 0.08
Land — Land (mm?) 0.203 0.504
Land — Elv (mm?) 0.178 0.558
Land — Dist_B -0.134 0.660
Elv - Land (mm?) 0.046 0.879
Elv - Elv (mm?) -0.353 0.236
Elv - Dist B -0.532 0.061
Elv (mm) — Land (mm?) -0.164 0.590
Dist_B — Land (mm?) -0.021 0.943
Dist_B — Elv (mm?) 0.763 0.002

Flere viser moderate r-verdier >0.4, men p-verdier >0.05 som indikerer at korrelasjonene

ikke er mer en sjanse.
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5 Diskusjon

Valg av opptellings metode.

Resultatet fra testingen av opptellings metodene viste at alt som var merket som mikroplast
fra de 10 % utvalgte mikroplast bitene fra filtrene for begge metodene var mikroplast.

Det ble allikevel valgt & kombinere metodene, farst gikk en over med Python-skriptet og sa
en gang til ved & manuelt merke mikroplastpartikler.

Dette valget ble gjort da en kunne se at Python-skriptet ikke alltid telte opp alt man gjerne
ville telle opp hvis en manuell opptelling hadde blitt utfart.

En kunne og se problemer under opptellingen med Python koden nar deler av kanten pa
filteret som var utenfor den indre sirkelen til filterkoppen lyste opp (figur 15).

Figur 15: Uthevning av en del av kanten pa filter L8P3 der man kan se kanten av filteret lyse opp. Dette skaper
problemer ved bruk av Python-skriptet for mikroplast opptelling.
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De lyse omradene ble da telt opp som mikroplast av koden noe som ga en mye hgyere sum
av mikroplast enn det som faktisk var pa filteret (figur 16).

Figur 16: Eksempel pa hvordan de lyse omradene pé kanten av filteret ble telt opp av koden noe som ga feilaktig
antall mikroplastpartikler pa filteret.

Hvorfor kanten pa filteret lyste opp er usikkert da det ikke burde vaere noe som Nile-red
lzsningen kan feste seg pa langs kanten og som vil fare til fluorisering under belysning.
| tilfellene der kanten pa filteret lyste opp, ble det valgt & beskjeere bildet slik at bare den
delen av filteret som var innenfor den indre kanten til filterkoppen var med pa bildet.

Det kan nok veere at dette er bakgrunnsstgyen som Maes et al. (2017) snakket om med
tanke pa konsentrasjonen til Nile-red lgsningen. Selv om beskjeeringsmetoden fungerer er
det nok verdt & undersgke hvordan andre konsentrasjoner av Nile-red lgsningen vil fungere
slik at beskjeerings steget ikke trengs.

| noen av prgvene var det betydelige mengder plantemateriale som ikke var seerlig nedbrutt.
Nar det ble tatt bilder av filtrene fra disse pr@vene, var det tydelig at organisk materiale
hadde blitt farget. Under belysning fluoriserte disse som om det ville vaere mikroplast (figur
17).
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Figur 17: Utklipp av filter (L2P2) der betydelige mengder organisk plantemateriale har kommet seg gjennom
den organiske nedbrytningsprosessen. | uthevningen kan man se det som ser ut som strukturen til et blad/siv som
lyser opp p& samme mate som mikroplastpartikler ville gjort.

Nar bildet sa ble kjart giennom Python-koden ble deler av dette organiske materialet telt opp
pa lik linje med mikroplastpartikler (figur 18).
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Figur 18: Resultatet av & kjgre Python koden pa filter L2P2. Bildet viser samme plantebit som i figur 17, opptelt
som om det skulle veere mikroplast.
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| andre tilfeller hvor mikroplastpartikler ikke fluoriserte like sterkt over hele overflaten ble de
telt opp som mer enn en sammenhengende bit, noe som fgrte til et hgyere antall mikroplast
enn det som det faktisk var.

En lgsning pa problemet med organisk materiale som ikke ble nedbrutt, kan vaere lengre
omrgring med KOH:NaClO 30 % (v/v) lgsningen for & sikre fullstendig nedbrytning av
organisk materiale.

Pa grunn av de problemene ble den manuelle opptellingsmetoden og Python-skriptet
kombinert for & sikre en sa ngyaktig opptelling som mulig. Dette var tidskrevende, men
mindre tidskrevende enn den manuelle metoden. Stgrrelsen pa mikroplastpartiklene ble ikke
malt med den manuelle metoden med mindre man tegnet rundt mikroplasten og manuelt
noterte ned starrelsen. Med Python koden fikk man med stagrrelsen automatisk.
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Tolking av resultater.

Forskjell i mikroplast antall og stgrrelse mellom Hovedgruppene (land,
elv, skog og jordbruk), mellomgruppene og prgvestedene.

Antall mikroplastpartikler.
Ut fra p-verdiene fra Kruskal-Wallis testene er det ikke statistisk signifikant forskjell i antall

mikroplastpartikler mellom hovedgruppene land, elv, Skog og Landbruk eller
mellomgruppene elv i skogsomrader, elv i jordbruksomrader, land i skogsomrader og prever
fra land i jordbruksomrader

Det ble forventet forskjell i antall mikroplastpartikler ut fra om omradet rundt var skog eller
landbruk, men det ble ikke pavist

Dette kan ha med flommen & gjgre som kan ha utjevnet ulikhetene mellom gruppene.

Det finnes lite publisert informasjon rundt endring i mikroplast nivaet pa land og i
elvesediment etter flom-hendelser.

En av de fa artiklene som direkte tar for seg endringer relatert til flom er Hurley et al. (2018)
som viste betydelig mindre mengder mikroplast i elvesedimenter i 28 av 40 steder etter en
flomperiode i vinteren 2015/16 enn praver tatt pa samme punkter tidligere under normal
vannfgring.

De beskriver flommene i perioden som alvorlige, i kontrast til flommen som rammet
Sauarelven som var ganske liten.

Ockelford et al. (2020) undersgkte effekten av flommer pa utvekslingen av mikroplast mellom
elvesediment og vannsgylen. De fant at ved flom hendelser gkte transporten av mikroplast i
sedimentet til vannsgylen grunnet bevegelse av sedimentet.

Man har ikke topografiske modeller over sedimentet i elven som kan brukes til & vurdere
effekten av flommen eller satellittbilder med hay nok opplgsning for & kunne se mulig endring
i elvesedimentet. Dette gjar det vanskelig & vurdere effekten flommen har hatt pa malingene
fra elven med tanke pa bade antall og starrelsen til mikroplastpartiklene.

Med tanke pa flommens effekt pa pravene tatt i kantsonen pa land fant Han et al. (2022) at
kraftig regn hadde stgrre evne til & vaske vekk mikroplast enn hyppigere mildere regnfall som
hadde en liten effekt.

Flommen vil nok fungere pad samme mate som veldig sterkt regnfall og skylle vekk noen
mikroplastpartikler.

Han et al. (2022) fant og at mindre planter som gress og siv senket mengden mikroplast som
ble skylt vekk av regn og at mindre mikroplastpartikler var mer mobile en starre partikler.

Rolf et al. (2022) fant lignende resultater nar de undersgkte effekten av hyppigheten av flom
og topografien pa antall mikroplastpartikler i en flomslette i Tyskland langs Rhinen. De fant at
flomsletten hadde stgrre mengder mikroplast hvor det var mye gress, og jo lenger inn fra
elvekanten prgvene ble tatt.
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Det mistenkes derfor at flommen i Sauarelva har hatt en effekt pa antall mikroplast og
starrelsesfordelingen pa land. Om effekten er fierning eller tilferelse av mikroplast og om den
farte til forskyvning av starrelsesfordelingen mot stgrre partikler er usikkert.

En annen faktor som kan pavirke antall mikroplastpartikler i omradet er mengden forsgpling i
et omrade, da en av kildene til mikroplast er fragmentering og nedbrytning av starre
plastbiter til mikroplast (Cole et al., 2011).

| forbindelse med prgvetaking langs Sauarelven ble det ikke observert betydelige mengder
plast sgppel liggende ute i naturen. Det ble funnet et par tomme brus-flasker flytende i elven
og et lite sitteunderlag. Det ble heller ikke observert noen stgrre plastbiter (>5 mm) under
sikting eller mikroplastpartikler (>1 mm) som kunne vaere en mulig kilde.

Omradet langs Sauarelven er ikke tungt befolket, med hovedsakelig spredte boliger ned mot
elven. Mer utbygde omrader vil ha mer mikroplast og mindre utbygde vil ha mindre (Cakaj et
al., 2023; Parameswarappa Jayalakshmamma et al., 2023; Su et al., 2020).

En annen mulig arsak er at fraksjonen av sedimentet som Ia mellom 1 — 5 mm ikke ble brukt i
analysen. Den delen av sediment fraksjonen kunne muligens endret resultatene avhengig av
hvor mye mikroplast i den stgrrelsesfraksjonen det var. Dette fgrer og til at resultatene bare
er representative for fraksjonen av partikler fra 1 mm og nedover.

Starrelse.
Kruskal-wallis testen for median starrelse (mm?) pa mikroplastpartiklene viser signifikat

forskjell mellom land og elv samt mellomgruppene, elv i skogsomrader, elv i
jordbruksomrader, land i skogsomrader og land i jordbruksomrader.

Dunn testen som ble brukt for a finne hvor forskjellene var i mellomgruppene viser at median
starrelse (mm?) for gruppen elv i Jordbruksomrader var forskjellig fra land i
Jordbruksomrader. Gruppen land i jordbruksomrader var og signifikant forskjellig fra land i
skogsomrader, hvor land i jordbruksomrader hadde starre median for stagrrelsen (mm?2).
Videre viser resultatene at Punkt 3 har starre median for stgrrelsen (mm?) pa
mikroplastpartiklene enn de fra punkter 2 og 11. Punkt 7 er signifikant forskjellig fra punkter
1, 2, 5, 11, 12 og 13 for landmalingene, hvor punkt 7 hadde stgrre median starrelse (mm?) pa
partiklene.

For malinger i elven er punkt 12 forskjellig fra punkt 2, hvor punkt 12 hadde sterre median
stgrrelse (mm?) enn punkt 2 for partiklene.

For median starrelse (mm?) pa mikroplasten pa land og i elven er starrelsen hagyere pa land,
bade gjennomsnittlig starrelse (mm?) og median starrelse (mm?) er starre pa land enn i
elven. Dette kan komme av at starre mikroplastpartikler krever mer for a bli transportert fra
jorden ut til elven, mens mindre partikler er mer mobile (Han et al., 2022).

Lignende resultat for jordbruksprgver fra land og elven kan ha samme grunnen, men
omradene er utsatt for mer potensial forurensing fra aktiviteter relatert til jordbruk som kan
gke forskjellene av den grunnen.
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Det ble ikke funnet noe informasjon om bruken av avigpsslam pa jordbruksomradene, dette
kan ha en effekt da det inneholder mikroplast (Schell et al., 2022; Tagg et al., 2022). Hvis
avlgpslam brukes kan kombinasjonen av tilfgrelsen av mikroplast og at mindre
mikroplastpartikler er mer mobile fgre til at de starre mikroplastpartiklene fra avigpsslammet
ligger igjen mens de mindre partiklene blir vasket vekk av regn. Omradene med
kornproduksjon ligger og med bart jordlag i perioder som kan fgre til lettere utvasking av
mindre mikroplastpartikler da det ikke er noe vegetasjon som kan holde det tilbake (Han et
al., 2022).

Forskjellen i median starrelse (mm?) til mikroplastpartiklene mellom jordbruks og
skogsomrader pa land gir intuitiv mening. Omrader med skog har mindre ferdsel og
menneskelige aktiviteter som kan fare til gkt tilfarsel av mikroplast. Da de mindre mikroplast
partiklene er mer mobile enn de starre vil nok pravestedene i omradene med skog som alle
er et godt stykke (100 m +) unna bygg for det meste fa tilfgrt de mindre mikroplastpartiklene
(Han et al., 2022).

Det som er overaskende, er at det ikke er forskjell mellom omradene i elven med jordbruk
rundt seg og de med skog. Dette kan bety at omradene rundt elven ikke har noen malbar
signifikant effekt pa starrelsen pa mikroplasten som sedimenteres ned.

En annen grunn kan veere at det ikke ble valgt omrader i elven med mye vannplanter nar
man tokk pragvene, da det heller ble valgt steder der det var lettere & ta praver. Dette kan ha
fart til et feilaktig bilde av effekten omradene rundt har. Helcoski et al. (2020) fant at
plantevegetasjon fungerte som et filter som gkte mikroplastpartiklenes sedimentasjon. Liu et
al. (2022) fant lignende resultater med hayere nivaer av mikroplast i omrader med
mangrover.

For forskjell i median starrelse (mm?) pa mikroplastpartiklene per prgvested var det kun
punkt 7 pa land som skilte seg spesielt ut da den var statistisk signifikant forskjellig fra 6 av
13 pravepunkter fra kantsonen pa land. | motsetning til prgven fra land i punkt 3 som bare
var signifikant forskjellig fra prgven fra land i punkt 2 og 11, samt pr@gven fra punkt 2 i elven
som var signifikant forskjellig fra punkt 12.

Hvorfor praven i punkt 7 er forskjellig fra de 6 andre pra@vepunktene er usikkert,
gjennomsnittlig areal for mikroplastpartiklene i punkt 7 er stagrre enn 5 av 6 punkter. Median
starrelse (mm?) til mikroplastpartiklene i punkt 7 er betydelig stgrre enn de andre med 6.16
mm? hvor den nest stgrste median for partiklene ble dokumentert for punkt 1 med 1.38 mm?.
Omradet rundt punkt 7 er ikke spesielt forskjellig fra de andre omradene.

Det er et starre jordbruksomrade ovenfor pragvepunktet og ut fra historiske flyfoto over
omradet kan en ikke se at det har vaert noe starre byggeprosjekt eller aktiviteter rundt
pravepunktet som kan veere arsaken.

En mulig forklaring kan veere punktutslipp fra en kilde som ikke kunne ses under prgvetaking.
Da det er jordbruksomrade kan det og veere utslipp grunnet slitasje av deler laget i plast som
brukes under drift av omradet.
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For resten av punktene kan det heller ikke ses en klar grunn til forskjell i median stgrrelse
(mm?) pa mikroplastpartiklene. Det kan hende at disse punktene skiller seg pga punkt utslipp
som har fert til starre mikroplastpartikler i omradene rundt punkter 3 og 2. Som nevnt for
antallet kan det veere at hvis alt av sedimentet med starrelse fra 5 mm og nedover ble brukt
ville resultatet veert annerledes.

Det kan ogsa veere rene tilfeldigheter som er arsaken. Uten & dra tilbake og undersgke
omradene pa nytt er det nok umulig & bestemme hvorfor de skiller seg ut.

Spearman korrelasjonen.
Den eneste signifikante korrelasjonen var mellom distanse fra bygg til pravepunktene og

median starrelse (mm?) pa mikroplasten i elven. Det er usikkert om denne korrelasjonen
faktisk er korrekt eller om det er feil selv om p-verdien er signifikant.

Hvis utslipp fra bygg eller aktiviteter knyttet til byggene generelt gir starre mikroplastpartikler
kan det kanskje argumenters for at starre mikroplastpartikler trenger mer tid til & sedimentere
pga @kt overflate. Dette gjar dem mer pavirket av strammen til vannet og vil da fraktes lenger
nedstrams fgr de stopper. Dette er et svakt argument da det allerede er argumentert for at
mindre mikroplastpartikler er mer mobile og starre partikler er mindre mobile. Ut fra dette ville
en negativ korrelasjon veert forventet. Da datagrunnlaget for testen bare er fra 13
prgvepunkter vil nok et stgrre datasett gi et annet resultat.
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6 Konklusjon

Resultatene fra denne oppgaven stgtter problemstillingen om at omradet rundt vil ha en
effekt pa starrelsesfordelingen p& mikroplastpartiklene i Sauarelva. Resultatene stgtter ikke
antagelsen om at omradene rundt vil pavirke antall mikroplastpartikler da ingen av testene
for antall ga noen signifikante p-verdier.

Det var signifikant forskjell i median starrelse (mm?) til mikroplastpartiklene mellom praver fra
elven og kantsonen pa land hvor landprgvene hadde starre median (mm?) pa
mikroplastpartiklene. Praver fra elven i jordbruksomrader og fra land i jordbruksomrader hvor
pravene fra land hadde starre median (mm?) pa mikroplastpartiklene og mellom prgver fra
skog og jordbruksomrader pa land.

Det var stgrre mikroplastpartikler pa land i forhold til elven og stgrre partikler i omrader med
jordbruk i forhold til omrader med skog.

Dette tyder pa at arealbruk har en innvirkning pa starrelsesfordelingen av mikroplastpartikler.

Det ble og funnet signifikante forskjeller mellom median mikroplaststarrelse (mm?) ved
prgvepunkter:

- L3ulikL1lloglL2
- L7ulik L1, L2, L5,L11,L12 0g L13
- El12ulik E2

Det er mer uklart hvorfor de skiller seg ut og det trengs mer undersgkelse for a finne grunnen
til det.

Flommen gjer resultatene mindre palitelige og det er behov for gjentagelse av undersgkelsen
for & finne ut om den hadde en effekt eller om resultatene representerer normal tilstanden for
mikroplastforekomsten. Da kun sediment med stagrrelse fra 1 mm og nedover ble brukt kan
det heller ikke sies at det er representativt for hele starrelsesspekteret for mikroplast far en
ny test med alt fra 5 mm og nedover blir testet.

Ut fra resultatene og diskusjonen vil det anbefales at det ved en lignende undersgkelse tas
prgver lenger inn pa land for & minimere effekten flom kan ha pa antall og
starrelsesfordelingen.

Det anbefales ogsa lengre nedbrytningstid pa laboratoriet for prgver med mye organisk
materiale for & sikre at alt er nedbrutt og unnga at plantemateriale blir telt opp som
mikroplast.

Mengden sediment som testes burde og vurderes, i denne oppgaven ble 10 gram brukt. Det
gar nok fint & redusere det til 5 gram for & gjare prosessen med overfgring av nedbrutt prgve
til preverar lettere. Hvis det blir valgt & bruke hele starrelsesspekteret til mikroplasten i
fremtidige undersgkelser er det nok enda viktigere.

Utbytting av plastprgvergr med et annet materiale burde og undersgkes da minimering av
kontamineringskilder er en prioritet. Med tanke pa kontaminering burde en lage blanke
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praver som kan brukes for & sjekke kontaminering som kommer med under utfarelsen av
testene. Dette ble ikke gjort noe som gjer resultatene mindre palitelige.

Kontamineringen underveis i testene vil trolig ikke ha en signifikant effekt, men hvis det
hadde blitt laget blanke prgver kunne man utelukket det helt sikkert.

Konsentrasjonene av Nile-red Igsningen burde og vurderes da 10 pg/ml kanskje ikke er den
best mulige konsentrasjonen. Pa bildene av filtrene var det variert styrke pa fluorosenes til
partiklene, ved andre konsentrasjoner kan muligens sterkere fluorosenes oppnas som kan
gjere opptelling lettere.

Som opptellingsmetode anbefales det & bruke en automatisert metode da manuell opptelling
var slitsomt og veldig tidskrevende.

Med Python-skriptet kunne en og fa mer enn bare antall mikroplast, starrelsen i form av
antall pixler til partiklene ble og mailt.

Det burde og veere mulig & legge til kriterier for klassifisering av formen til partiklene slik at
flere tester kan utfgres. Ved bruk av en automatisk metode elimineres ogsa mye av den
ubeviste skjevheten man har, som kan pavirke hva som blir telt opp.
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