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1. ABSTRACT

This project was a collaborative project between Roskilde University, the Danish EPA and a consortium of stakeholders
coordinated by the Danish Biomass Recycling Association. The project was established based on a common wish, from
the project partners and Department of Plant and Environmental Sciences at Copenhagen University, for increasing
scientific knowledge on how and to what degree important soil associated organisms may be affected by microplastic
particles accumulated in agricultural soil through recycling of organic resources as fertilizers.

The overall aim of the project was to examine if the use of organic waste (sewage sludge and composted organic
household waste), as fertilizers, affect behavior, survival, growth and reproduction in earthworms; and specifically, if
microplastic particles in the fertilizers has a measurable effect on the earthworms. The research question was addressed
through two types of experiments: 1) A long-term exposure-study over 12 weeks, where survival, growth, burrowing
behavior and reproduction in the grey worm (Aporrectodea caliginosa) was examined, and 2) A number of avoidance
experiments with A. caliginosa and/or the compost worm Eisenia veneta, where the worms’ avoidance behavior was
examined by registering their choices when provided the possibility to choose between 2-3 different soil-types.

Overall, none of the tested treatments (soil/fertilizer types or added microplastic) resulted in negative effects on
survival, growth or reproduction of A. caliginosa. Both long-term and avoidance experiments indicated that some
fertilizers, e.g., composted household waste and sewage sludge, improve living conditions for the common earthworm
species A. caliginosa, probably due to the content and type of organic material in the fertilizers. The avoidance
experiments showed that if food quality is the same in the tested soils, the compost worm E. veneta can detect and
avoid added microplastic (in a concentration of 0.1% on a weight-basis). However, the experiments also indicated that
the two tested earthworm species’ choice of habitat is generally driven by food-availability and -quality rather than the
prevalence of physical contaminants, in the form of microplastic, in the soil. Likewise, a similar 12-week exposure study
on the compost worm E. veneta, which was carried out at Roskilde University as part of a MSc thesis project (Karling
2018), showed no long-term effects of microplastic in organic resources used as fertilizers, and in addition a study of
microplastic effects on Eisenia andrei (Rodriguez-Seijo et al, 2017) support the findings of both of these studies.
Together these studies provide the first steps towards understanding potential environmental consequences of
fertilizing agricultural soils with organic fertilizers containing microplastics. Based on these projects alone, there is no
indication that microplastic present in organic resources pose a risk to earthworm populations when organic resources
are used as fertilizers on agricultural soils. On the other hand, a Dutch study from 2016 (Lwanga et al, 2016) did show
negative effects on the survival and growth, but not reproduction, of another earthworm species (Lumbricus terrestris)
during 60 days of exposure to microplastic through food. The earthworm species used in this study has a feeding
strategy that is completely different from the two species used in the present study and the earlier MSc thesis study,
which may be part of the reason for the observed differences. However, the exposure concentrations in the Lwanga et
al (2016) study were also considerably higher than in the present study, and this is probably the main reason for the
different outcomes of the studies. The study on E. andrei by Rodriguez-Seijo et al (2017) did show histopathological
effects in the guts of the tested earthworms, starting at a soil concentration of approximately 0.01% (on weight basis),
which indicates that the presence of microplastic in soil can be a stress-factor for the worms even if it does not translate
into effects at the organism level.

Although earthworms are considered to be one of the most important groups of soil macroinvertebrates, in relation to
degradation of organic material and the conditioning of soils, it would be relevant to perform similar experiments with
other groups of terrestrial invertebrates, for example collembolans or isopods, to examine if these are at risk from
microplastic when organic resources are recycled as fertilizers on agricultural land.
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Projektet var et samarbejdsprojekt mellem Roskilde Universitet, Miljgstyrelsen og et konsortium koordineret af
Brancheforeningen Genanvend Biomasse. Det blev etableret pa baggrund af et falles gnske fra projektparterne og
Institut for Plante- og miljgvidenskab pad Kgbenhavns Universitet om at opnd mere viden om, hvorvidt vigtige
jordbundsorganismer pavirkes af mikroplast i det omfang mikroplastpartikler kan forventes at ophobes i jorden ved
genanvendelse af organiske ressourcer til jordforbedring. Formalet med projektet var sdledes at undersgge om
anvendelse af organiske affaldsressourcer (slam fra spildevandsrensning og komposteret husholdningsaffald) som
gadning pavirker adfaerd, overlevelse, vaekst og reproduktion hos regnorm; herunder specifikt om mikroplast i
gadningen har en effekt pa ormene. Spgrgsmalet blev adresseret gennem to typer af forsgg med regnorm: 1) Et langtids
eksponeringsforsgg over 12 uger, hvor overlevelse, vaekst, nedgravningsadfaerd og reproduktion hos den Gra orm
(Aporrectodea caliginosa) blev undersggt, og 2) et antal undvigeforsgg med A. caliginosa og/eller kompostormen
Eisenia veneta, hvor ormenes undvige adfaerd blev undersggt gennem registrering af deres valg mellem 2-3 forskellige
jordtyper. Overordnet set var der ingen negative effekter pa overlevelse, vaekst eller reproduktion hos A. caliginosa af
mikroplastik i de testede behandlinger. Bade langtidseksponerings- og undvigeforsggene indikerede, at nogle
gadningsformer, f.eks. komposteret husholdningsaffald og spildevandsslam, giver bedre forhold for den almindeligt
forekommende A. caliginosa, sandsynligvis pa grund af indholdet og typen af organisk materiale. Undvigeforsggene
viste, at hvis fgdekvaliteten i jorden er den samme, sd kan E. veneta detektere og vaelge at undvige tilsat mikroplast (i
en koncentration pd 0,1% per vaegtbasis), men forsggene indikerede ogsa, at de to regnorme arters valg af habitat
generelt er drevet af fgdetilgeengelighed og -kvalitet og i mindre grad af forekomsten af fysiske urenheder i jorden i
form af mikroplast. Et lignende 12 ugers eksponeringsstudium pa kompostorm af arten E. veneta, som blev udfgrt som
en del af et specialeprojekt pa Roskilde Universitet (Karling 2018), indikerede ligeledes at der ikke er langtidseffekter pa
regnorm af mikroplast i organiske ressourcer, ligesom et studium af mikroplast effekter pa Eisenia andrei (Rodriguez-
Seijo et al, 2017) understgtter disse to studier. Disse studier er de fgrste skridt henimod at forstd eventuelle
miljgmaessige konsekvenser af udbringning af organiske ressourcer, indeholdende mikroplast, pa landbrugsjord, og med
udgangspunkt i disse projekter alene er der ikke umiddelbart noget der tyder pa, at mikroplast i organiske ressourcer
udggr en risiko for regnormebestanden nar organiske ressourcer anvendes til ggdning pa landbrugsjord. Et hollandsk
studium fra 2016 (Lwanga et al. 2016) viste dog en negativ pavirkning pa overlevelse og vaekst, men ikke reproduktion,
hos en anden regnormeart ved 60 dages eksponering for mikroplast gennem fgden. Den pageeldende regnormeart har
en helt forskellig fadesggningsstrategi fra de to arter der blev undersggt i dette og det tidligere specialestudium fra
Roskilde Universitet, og eksponeringsvejen var anderledes, og det kan ikke afvises at det er arsagen til at resultaterne
af undersggelserne er sa forskellige. Desuden var eksponeringskoncentrationerne i Lwanga et al (2016) studiet hgjere
end i dette studium, hvilket sandsynligvis er den primaere arsag til de forskellige resultater. Studiet af Rodrigez-Seijo et
al (2017) paviste dog ogsa histopatologiske effekter i ormenes tarme helt ned til en mikroplast koncentration pa ca.
0,01%, hvilket indikerer at tilstedevaerelsen af mikroplast kan vaere en stressfaktor for ormene, selv om den ikke
udmgnter sig i effekter pa individ niveau. Selv om regnorme regnes for at vaere en af de vigtigste makroinvertebrat
grupper i forhold til nedbrydning af organisk materiale og konditionering af jorden, vil det vaere relevant at foretage
lignende forsgg med andre grupper af organismer, f.eks. springhaler eller isopoder for at undersgge om disse grupper
er i risiko fra mikroplast i organiske ressourcer, som anvendes til ggdning pa landbrugsjord.

3. INDLEDNING

Mens problemer relateret til plastforurening i det akvatiske miljg, og i seerlig grad havmiljget, har vaere kendt og italesat
helt tilbage til 1970’erne, og i de senere ar har faet tiltagende offentlig, politisk og forskningsmaessig opmaerksomhed
bade nationalt og internationalt, findes der kun ganske fa studier af forekomst og effekt af mikroplast i det terrestriske
miljg. Som pointeret af Rillig (2012) og Rillig et al (2017) er det sandsynligt at mikroplast vil tilfgres det terrestriske miljg
fra forskellige kilder, heriblandt landbrugsplast og spildevandsslam, og der er derfor behov for at undersgge bade
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forekomst, skaebne og mulige effekter af mikroplast i det terrestriske miljg. Tilbage i 2005 blev der publiceret en enkelte
undersggelse af mikroplast i det terrestriske miljg (Zubris & Richards, 2005), men formalet med dette studium var dog
ikke at undersgge mulige pavirkninger af mikroplast pa miljget. Derimod, havde studiet fokus pa at pavise at syntetiske
fibre kunne anvendes som en sikker indikator p3, at der tidligere havde vaeret tilfgrt spildevandsslam til jorden (som
gadning eller i forbindelse med deponi af spildevandsslam). Studiet af Zubris & Richards (2005) byggede ovenpa et
tidligere studium (Habib et al., 1998), hvori det blev sandsynliggjort at fundet af syntetiske fibre (mikroplast) i
gadningsprodukter kunne anvendes som indikation pa tilstedevaerelsen af spildevandsslam. Zubris & Richards (2005)
paviste med deres jordanalyser at forggede niveauer af syntetiske fibre kan genfindes i jorden i mere end 5 ar efter, at
udbringning af g@dningsprodukter, baseret pa spildevandsslam, er stoppet, hvilket er i trdd med den generelle
opfattelse af, at plastik nedbrydes langsomt i miljget. Der er dog ikke nogen indikation, i den publicerede litteratur, pa
hvor lang nedbrydningstiden af plastik i det terrestriske miljg kan antages at veere.

En raekke studier har i de senere ar bidraget til stgrre viden om omfanget af mikroplast i organiske ressourcer som
spildevandsslam (Mintenig et al, 2014; Magnussen & Norén, 2014; Vollertsen & Hansen, 2017; Palmqvist & Aagaard
Larsen, 2018; Ljung et al, 2018) og kildesorteret organisk husholdningsaffald (Weithmann et al, 2018; Lundbgl
Vestergaard et al, 2018). Disse fastslar alle at der kan forventes at vaere ikke ubetydelige mangder af mikroplast i
organiske ressourcer, som vil tilfgres det terrestriske miljg, hvis ressourcerne anvendes som ggdning pa landbrugsjord.
Viden om den reelle forekomst af mikroplast i landbrugsjord, ggdet med organiske ressourcer, er dog begraenset til to
mindre undersggelser som en del af stgrre studier (Vollertsen & Hansen, 2017; Ljung et al, 2018), som indikerer at
niveauet typisk ma forventes at veaere lavere end 50 mg mikroplast/kg jord, ved almindelig anvendelse af f.eks.
spildevandsslam til jordbrugsformal.

Det er relevant at spgrge om mikroplast forekomster pd dette niveau vil have negative effekter pa vigtige
jordbundsorganismer, og det er netop det spgrgsmal, der adresseres i dette projekt. Ved projektets start var der endnu
kun et publiceret studium af effekter af mikroplast pa en relevant jordbundsorganisme, nemlig regnormen Lumbricus
terrestris (Lwange et al., 2016). Siden er der publiceret endnu et studium pa en anden regnormeart, Eisenia andrei
(Rodriguez-Seijo et al., 2017), og begge studier viser at effekter fgrst opstdr hos de testede regnormearter ved
mikroplast koncentrationer i ormenes fgde, som er hgjere end de koncentrationer Vollertsen & Hansen (2017) og Ljung
et al (2018) fandt i den jord de analyserede i deres studier.

Regnorme er relevante testorganismer til undersggelse af potentielle gkologiske effekter af mikroplast i organiske
ressourcer og jord, idet de med deres aktivitet bidrager bade til nedbrydning af organisk materiale og til den generelle
konditionering af jorden (Bart et al, 2018 og referencer heri). F.eks. afgiver ormene slim, nar de arbejder sig gennem
jordmatricen, og slimen kitter jordpartikler ssmmen og bidrager dermed til forbedring af jordens krummestruktur.
Regnorm er sdledes en forudsatning for optimal plantevaekst i landbrugsjord. Regnorme kan inddeles i tre grupper: 1)
regnorme som lever i og af fgrnelaget pa jordoverfladen i organisk rige miljger som f.eks. skove (epigeic), 2) regnorme
som graver dybe, typisk permanente, vertikale gange og primaert lever af plantemateriale i fgrnelaget pa jordoverfladen
(Anecic), og 3) regnorme som graver horisontale gange i de gverste 10-20 cm af jorden, og lever af det organiske indhold
i den jord de indtager (endogeic). Regnorme fra de tre grupper vil typisk have forskelligt levested, levevis og
fodespgningsstrategi, hvilket betyder at de ogsa vil have forskellig relevans for jordkonditionering og omsaetning af
organisk materiale pa landbrugsjord. Den Gra orm (Aporrectodea caliginosa) er et eksempel pa en endogeic regnorm,
og en af de mest almindeligt forekommende regnormearter pa landbrugsjord i tempererede egne (Bart et al, 2018)
inklusiv i Danmark. Det er arsagen til, at netop denne art blev valgt til dette studium.

Frem for alene at undersgge effekter af mikroplast, som er kunstigt fremstillet og tilsat (spiket) til jord i laboratoriet,
blev det valgt at benytte jord fra forsggsarealet kaldet "CRUCIAL marken’. CRUCIAL marken er et fastliggende forsgg
med affaldstyper som f.eks.: spildevandsslam, bioforgasset og komposteret husholdningsaffald og human urin, som blev
etableret af Institut for Plante- og Miljgvidenskab, Kgbenhavns Universitet i 2003. Da viden om eventuelle langsigtede
effekter af anvendelse af affaldsbiomasse er mangelfuld, fgrst og fremmest fordi det kraever laengevarende forsgg
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(typisk over 10-20 ar) under markforhold at kunne konkludere med en rimelig videnskabelig sikkerhed, er CRUCIAL
forsggets formal at skabe grundlag for at vi nu og i fremtiden vil kunne vurdere de langsigtede virkninger af anvendelse
af byernes affaldsstoffer til jordbrugsformal pa miljg, jordkvalitet, dyr og menneskers sundhed. Forsggsarealet blev
oprettet med stgtte fra Forskningscenter for @kologisk Jordbrug (F@JO), men drives nu pa en kombination af basismidler
og bidrag fra samarbejdspartnere og interessenter. Forsgget er etableret pa KU’s forsggsgarde ved Taastrup pa en JB5
lerjord. Det bestar af 39 parceller & 891 m?. Hver parcel er adskilt af 3 meter brede graesgange, som sikrer at der ikke
flyttes jord fra en parcel til den naeste under mark operationer. | 2002 blev der sdet varhvede med undersaet hvidklgver
i alle behandlinger undtagen den uggdede. | de fglgende ar blev der anvendt varkorn af havre, byg, hvede eller raps
undtagen i arene 2010 og 2011 hvor der blev saet rajgraes (2010) og vinterhvede (2011) om efteraret. Hvidklgver var
fortsat undersdet frem til 2009. Pa dette tidspunkt blev ukrudtshandteringen sa kraevende at der blev pabegyndt
herbicidbehandlinger. Efterfglgende er hvidklgver alene blevet undersaet i en saerlig behandling som ellers er uggdet,
men som ikke har relevans for dette forsgg.

Da der pa verdensplan kun er gennemfgrt ganske fa laengerevarende (>5 ar) forsgg med vedvarende tilfgrsel af
affaldsbiomasse til dyrket jord, giver forsggsarealet en unik mulighed for at undersgge forekomst og effekter af
mikroplast tilfgrt med organiske ressourcer (affaldsbiomasse) til det terrestriske miljg.

4. BAGGRUND FOR PROJEKTET

Etablering af projektet var drevet af et faelles gnske fra projektparterne og Kgbenhavns Universitet om at opna mere
viden om potentielle effekter pa relevante jordbundorganismer af mikroplast i organiske ressourcer. Projektet er et
samarbejdsprojekt mellem Institut for Naturvidenskab og Miljg pa Roskilde Universitet, Brancheforeningen Genanvend
Biomasse og Cirkulzer gkonomi og affald, Miljgstyrelsen. Forud for projektstart etableredes en fglgegruppe, som blev
inddraget bade i forbindelse med forberedelserne af forsgget og undervejs i forspget. Projektet blev financieret af
Miljpstyrelsen og et konsortium bestdende af Genanvend Biomasse, Biofos, DANVA, HedeDanmark, Hedensted
Spildevand, Mijodan, Novafos og Rambgll.

Roskilde Universitet har staet for planlaegningen og den praktiske udfgrelse af eksponeringsforsggene, dataanalyse og
sammenfatning af resultaterne. Kgbenhavns Universitet, Institut for Plantevidenskab og Miljg har bidraget til projektet
dels ved at stille CRUCIAL forsggsmarken til radighed for indsamling af regnorme af arten Aporrectodea calliginosa (gra
orm) og jord til eksponering af ormene, og dels med viden om behandlinger pa og drift af forsggsmarken.

5. FORMAL

Formalet med projektet var at undersgge om anvendelse af organiske affaldsressourcer (spildevandsslam og
komposteret husholdningsaffald) som ggdning pavirker adfzerd, overlevelse, vaekst og reproduktion hos regnorm;
herunder specifikt om mikroplast i ggdningen har en effekt pa ormene.

6. METODER

For at adressere formalet blev der udfgrt to szt forsgg: 1) et langtidsforsgg, hvor regnorm af arten A. caliginosa blev
eksponeret til forskellige jordtyper over 12 uger, og 2) et antal undvige forsgg, med enten A. caliginosa eller Eisenia
veneta (kompostorm), hvor ormenes valg mellem 2 eller 3 forskellige jordtyper blev registreret. Forsggsmetoder og
malinger er beskrevet med flere detaljer nedenfor.

6.1 INDSAMLING AF JORD OG FORS@GSORGANISMER
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Jord og regneorme af arten Aporrectodea caliginosa til bade langtids- og undvigeforsgg blev indsamlet pa CRUCIAL
forsggsmarken i Taastrup (figur 1).

Jord til anvendelse i forsggene (fra R —
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Figur 1. Luftfoto af og behandlingsoversigt for CRUCIAL forsggsmarken, hvorfra jord
fra. Jord til akklimatisering af ormene forud for og regnorme af arten Aporrectodea caliginosa (Grd orm) blev indsamlet til

forsq)gene blev indsamlet pé graesstykket foran forsggene. Forkortelser for ggdningstyper indsat pa luftfoto: H, komposteret
. husholdningsaffald; HA, komposteret husholdningsaffald accelereret niveau; S,
forsggsparcellerne (figur 1, luftfoto), og blev spildevandsslam; SA, spildevandsslam accelereret niveau; N, NPK ggdning; K,

ligeledes tgrsigtet pa 8 mm sigte. kveegmgg; U, uggdet.

Efterfglgende blev de tre prgver fra hver

behandling omhyggeligt blandet sammen

behandlingsvist. Ved ankomsten til laboratoriet ok

pa Roskilde Universitet blev jorden tgrsigtet pa en
8 mm sigte for at fjerne stgrre elementer sdsom

sten, plantedele og stgrre dyr, uden at gdelaegge

jordens krummestruktur eller sigte mikroplast

De udvalgte behandlinger fra CRUCIAL marken bestod af tre (negative) kontrolbehandlinger, nemlig uggdet, NPK ggdet
og Kveegmggsggdet jord, som alle formodes at have relativt lavt indhold af mikroplast. Behandlingen uggdet har siden
forsggets start vaeret dyrket helt uggdet og uden hvidklgver undersdet, men har ellers fulgt det generelle saedskifte pa
marken. NPK ggdet jord har veeret ggdet med en moderat maengde NPK 21-3-10 svarende til ca. 100 kg N ha ar?, og
har haft hvidklgver undersdet. Til parcellerne godet med kvaegmgg, er der leveret konventionelt kveegmegg (fra
Hedehusene), som er udbragt i overdosering for at have en behandling med hgij tilfgrsel af organisk materiale. Pa disse
parceller er der udbragt kveegmgg svarende til en N norm p& 450 kg N ha ar?, og der har veeret undersdet med
hvidklgver.

De tre kontrolbehandlinger er benyttet som sammenligningsgrundlag for fire behandlinger, hvor mikroplast indholdet
formodes at veere relativt hgjt, nemlig jord ggdet med spildevandsslam i to niveauer (spildevandsslam og
spildevandsslam accelereret) og jord ggdet med komposteret kildesorteret organisk husholdningsaffald i to niveauer
(komposteret husholdningsaffald og komposteret husholdningsaffald accelereret). Alle disse behandlinger har vaeret
dyrket med hvidklgver undersdet. Spildevandsslammet er gennem perioden leveret fra Avedgre rensningsanlaeg
(Biofos), som modtager spildevand fra industri og 0,3 mio indbyggere i Kebenhavnsomradet. Slammet er feeldet med
Fe(lll)CISO4, afgasset og afvandet, inden det er blevet bragt ud pa marken. Spildevandsslammet er som ovenfor naevnt
tilfgrt i to niveauer, hvor det sikaldte normalniveau svarer til 150 kg N ha* &rl, mens det accelererede niveau svarer til
450 kg N ha® &rl. Begge behandlinger med spildevandsslam afviger fra gaeldende lovgivning for tildeling af anden
organisk gadningstype, ifglge hvilken, tilfgrsel af slammet skal overholde et fosforloft pa 30 kg P ha ar? (Fosforloftet
blev indfgrt i 2017. Jf. i gvrigt seneste bekendtggrelse om miljgregulering af dyrehold og om opbevaring og anvendelse
af ggdning; BEK 722, 2019, §37 stk. 5). Der er saledes udbragt vaesentligt mere ggdning end tilladt, med det formal at
se hvor galt det eventuelt kan ga i et ekstremt worst-case scenarie. Komposteret organisk husholdningsaffald er leveret
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fra Biovaekst, som modtager kildesorteret husholdningsaffald fra en raekke vestegns kommuner. Dette er blandet med
have- og park affald, og behandlet med AIKAN teknologien. Ved brug af denne teknologi sker der fgrst en mikrobiel
udvinding af organisk stof, som bruges til biogas produktion, hvorefter restaffaldet, som er tilbage efter
biogasudvindingen, udsaettes for aktiv beluftning, og der sker en kompostering. Pa samme vis som for
spildevandsslammet er der gennem perioden tilfgrt ggdning svarende til 150 kg N ha™ &r'i normal niveauet, mens
tilfgrslen har veeret svarende til 450 kg N ha? &r! i det accelererede niveau. Ogsa her afviger begge niveauer fra
geldende lovgivning, idet er er tilfgrt mere materiale/ggdning end der burde baseret pa fosfor aekvivalenter.

Regnorme (A. caliginosa) blev indsamlet pa graesstykket foran forsggsparcellerne pd CRUCIAL marken. Indsamling
foregik enten ved anvendelse af en Allyl isothiocyanat (AITC) oplgsning, bestdende af AITC, isopropanol og vand, til at
drive ormene op af jorden, eller ved at grave ormene op uden brug af kemikalier til at drive dem frem. Ved anvendelse
af AITC metoden, blev AITC blandingen haldt ud over et jordstykke af 2 omgange. De regnorme, som AITC-oplgsningen
drev op af jorden, blev hurtigt skyllet i demineraliseret vand og med det samme overfgrt til en beholder med ren jord,
og f@rst sorteret efterfglgende i laboratoriet. Ved ankomsten til Roskilde Universitet blev ormene overfgrt til en
kultiveringsjord, bestaende af jord fra graesstykket foran forsggsparcellerne blandet med sphagnum i forholdet 2:1, og
akklimatiseret til laboratorie-forhold ved 20 + 2 °C i minimum to uger, inden de blev anvendt til forsgg. Ormene blev
fodret ugentligt med t@rret og sigtet (2 mm) hestemgg fra umedicinerede heste.

Til et antal af undvige forsggene anvendtes kompostorm af arten Eisenia veneta, som blev indkgbt fra firmaet
ormeposten.dk. Forud for forsggene blev alle kompostorm akklimatiseret til laboratorieforhold i mindst to uger.
Ormene blev ligesom A. caliginosa akklimatiseret i en 2:1 blanding af jord fra forsggsmarken og sphagnum ved 20 + 2
°C i mindst 14 dage forud for forsggene og fodret ugentligt med t@rret og sigtet hestemgg fra umedicinerede heste.

6.2 KARAKTERISERING AF JORD

Forud for forsggene blev jordparametrene, pH, total organisk materiale (TOM), total carbon (CHN), total nitrogen (CHN),
vandbaereevne (Water holding capacity; WHC) og partikelstgrrelse, malt. Desuden blev koncentrationen af kobber, zink,
krom, nikkel, cadmium, bly og sglv malt i de forskellige jordbehandlinger. Alle metalkoncentrationer og jordparametre,
undtagen partikelstgrrelse, blev malt pa triplikate jordprgver.

16.2.1  MALING AF pH

Jord-pH blev malt i henhold til OECD (2004) pa lufttgrrede prgver. Jorden blev lufttgrret i ca. 24 timer, hvorefter ca. 10
g jord blev afvejet til et 50 ml plastikrgr, der blev fyldt op til 50 ml med 0,01 M CaCl, oplgsning. Prgven blev fgrst rystet
omhyggeligt med handkraft og derefter pa rystebord i 5 min, og blev efterfglgende efterladt i ro i 6 timer for at
jordpartiklerne kunne sedimentere. Herefter blev pH malt med et pH-meter i den overliggende vandfase.

56.2.2 MALING AF TOTAL ORGANISK MATERIALE (TOM)

Indholdet af totalt organisk materiale blev malt som askefri tgrvaegt, ved afbraending af jordprgver fra hver behandling
i muffelovn ved 550 °C. Til hver analyse afvejedes 2,5-6 g vad jord i en forvejet muflet digle (afbraendt ved 550 °Ci ca. 2
timer). Digle og jord blev tgrret ved 105 °C i ca. 24 timer og efterfglgende afkglet i eksikator og vejet. Digle og jord blev
derefter afbraendt ved 550 °C i 2 timer, afkglet i eksikator og vejet. Total organisk materiale blev beregnet som
differencen mellem tgrvaegt og askefri tgrvaegt og angivet som procent af tgrvaegten.

6.2.3 MALING AF TOTAL NITROGEN OG CARBON (CHN)
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Til bestemmelse af C, H og N-indhold blev jord udtaget i triplikat fra hver behandling og tgrret ved 105 °C i 24 timer.
Herefter blev en delprgve (ca. 3 mg) af hver af de tgrrede prgver afvejet i en tin-kapsel pa 5*9 mm. Kapslen blev med
pincet lukket sammen til en lille kugle, og CHN-indholdet blev herefter bestemt ved afbraending i en NCS-analysator
(Thermo Scientific, Flash 2000). Stgrrelsen pa toppene i det resulterende kromatogram omregnedes automatisk til det
procentvise indhold af total carbon og total nitrogen ved kalibrering til en Methionin standardkurve.

6.2.4 MALING AF VANDBAREEVNE (WHC)

Vandbareevnen blev malt for hver behandling i hht. OECD (2004). Der blev afvejet 5 g vad jord til et forvejet Auger-rgr,
hvor bunden var dekket med et stykke filterpapir holdt pa plads med en elastik. Rgret med jord blev herefter nedsaenket
i vand indtil vandoverfladen var over jordoverfladen i rgret. Efter ca. 24 timer i vand, blev rgret placeret med
filterpapiret mod en vad sand overflade i 2 timer for af draene overskydende vand fra den vade jord. Draeningen foregik
i en lukket beholder for at reducere fordampning fra rgret. Til sidst blev rgret vejet med den vade jord (vadvaegten af
jorden ved vandmzetning), terret ved 105 °C i 24 timer og vejet igen for at bestemme tgrveegten af jorden.
Vandbaereevnen blev beregnet som vandindholdet (ved vandmaetning) som procent af tgrvaegten.

56.2.5 MALING AF PARTIKELST@RRELSES FORDELING

Fordelingen af jordpartikler pa sand (0,05-2 mm), silt (0,002-0,05 mm) og ler (<0,002 mm) blev bestemt ved en
hydrometeranalyse ogsa kaldet en slemmeanalyse. Forud for slemmeanalysen blev jorden grovsigtet pa en 2 mm sigte,
og den grove fraktion blev vejet. Til maling af partikelstgrrelse i den fine fraktion (<2 mm) afvejedes ca. 50 g vadveegt
jord fra hver behandling (kun en bestemmelse per behandling). Den afvejede prgve blev overfgrt til en 250 ml Blue cap
flaske sammen med 75 ml 0,1 M Natriumpyrofosfat decahydrat (NasP,07*10H,0) og rystet pa rystebord i 24 timer, for
at adskille jordpartiklerne. Herefter blev jordsuspensionen overfgrt til en 1000 ml sedimenterings cylinder (maleglas),
og der blev tilfgrt demineraliseret vand op til 1000ml. Cylinderne med jordsuspensionerne blev sat i et vandbad ved 20
°C for at kontrollere temperaturen, som dog ogsa blev malt ved hver densitetsmaling, sa malingen kunne korrigeres for
en eventuel temperaturafvigelse fra 20 °C. Analysen blev igangsat ved omrgring af jordsuspensionen for at opslemme
jordpartiklerne, hvorefter den relative densitet af suspensionen blev malt med et hydrometer efter 40 sekunder (til
beregning af det procentvise indhold af sandpartikler) og 2 timer (til beregning af det procentvise indhold af lerpartikler).
Det procentvise indhold af siltpartikler i suspensionen blev beregnet som differencen mellem jordprgvens vaegt og
indholdet af sand- og lerpartikler. En separat jordprgve blev udtaget fra hver behandling for at bestemme
terveegts/vadvaegts forholdet til beregning af den afvejede jordmaengde i tgrvaegt. Partikelfordelingen blev brugt til at
kategorisere de forskellige behandlinger i forhold til jordtype.

56.2.6 MALING AF UDVALGTE METALLER

Indholdet af kobber, zink, krom, nikkel, cadmium, bly og sglv i jord fra de forskellige behandlinger blev malt med ICP-
MS. Forud for analyserne blev alt glas udstyr syrevasket (1 dag i syrebad) og derefter skyllet tre gange med Milli-Q vand
og tgrret. Jordprgverne, som blev anvendt til malingerne, blev fgrst tgrret ved 105 °C i 24 timer, derefter sigtet paen 1
mm sigte og homogeniseret i en morter og til sidst eftertgrret ved 105 °C igen. Efter afkgling blev 200-300 mg tgrvaegt
jord afvejet i en analysebeholder, som blev tilfgrt 1 ml 65% salpetersyre (HNOs) og 1 ml milli-Q vand. Efter blandingen
havde reagereti 1 time, abnedes prgverne (metallerne ekstraheredes fra jorden) ved hjeelp af mikrobglger i et Milestone
start D microwave digestion system. Prgven blev herefter filtreret gennem et whatman filter over i en 25 ml volumetrisk
flaske og der blev fyldt op med milli-Q vand til 25 ml maerket. Der blev tilfgrt 50 pl intern standard (Periodic table mix
1; Sigma Aldrich) til hver prgve og prgveflasken blev omhyggeligt rystet, inden 1 ml blev overfgrt til et testrgr og
koncentrationen af de udvalgte metaller blev malt pa en Agilent 7900 ICP-MS og beregnet ud fra en standardkurve.
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6.3 FREMSTILLING OG KARAKTERISERING AF MIKROPLAST

Som positive kontroller for effekter af mikroplast i ggdet jord, blev to behandlinger med mikroplast spiket jord
inkluderet i forsggene (se forsggsbeskrivelser i 5.4 og 5.5). NPK ggdet jord blev spiket med enten plastflager eller
plastfragmenter til en koncentration pd 0,1% pa vaegtbasis (0,2 g per 200 g tgrvaegt jord). Oveni dette kommer
naturligvis det mikroplastindhold, der allerede matte veaere i den NPK ggdede jord. Her beskrives fremstilling og
karakterisering af de to typer mikroplast, som blev benyttet til spiking af NPK ggdet jord.

Mikroplast flager blev fremstillet ved at klippe/skaere transparent polyethylen (PE) plastpose og transparent/gren PE
plastpose i sma stykker af irregulaer form og stgrrelse, blande de to typer og sigte flagerne gennem en 0,5 mm sigte.
Framenter blev fremstillet ved at file plastikstgv af en rgd polymethylmethacrylat (PMMA/akryl) blok, og fragmenterne
blev efterfglgende sigtet pd en 0,5 mm sigte.

Stgrrelse pa bade flager og fragmenter blev bestemt ved at tage billeder under stereomikroskop af 305 partikler af hver
type, og male lengden pa den laengste led af hver enkelt partikel. Polymertypen for de to mikroplastmaterialer blev
desuden verificeret vha. FT-IR analyse.

6.4 LANGTIDSFORS®@G (12 UGER)

6.4.1 FORS@GSDESIGN, FORS@GSSTART OG -UDF@RELSE

| langtidsforsgget blev regnorme af arten A. caliginosa (Gra orm) eksponeret til 7 forskellige jordtyper fra CRUCIAL
forsggsmarken  (uggdet, NPK, kvaegmgg, spildevandsslam, spildevandsslam accelereret, komposteret
husholdningsaffald og komposteret husholdningsaffald accelereret) samt to positive kontroller i form af mikroplast
spiket NPK-g@det jord (figur 2; se 5.3 for beskrivelse af mikroplast til spikning). For hver behandling var der 4 replikate
glas @ 720 ml, og hvert glas indeholdt 200 g t@rveegt jord, 2 gram tgrvaegt hestemgg fra umedicinerede heste (sigtet til
<2 mm), 4 regnorme og for de positive kontroller 0,2 g mikroplast flager eller fragmenter. Vandindholdet i jorden blev
justeret til 60% af WHC for den enkelte jordtype (tabel 1).

A B
BEHANDLINGER
Kontroller (negative) 'Mikroplast’ behandlinger Positive kontroller

Figur 2. Forsggsdesign for langtidsforsgget (A) og forsggsopsaetning (B). Hver behandling fik en farvekode (B) som blev benyttet hele vejen gennem
forsgget. Forkortelser: U, Uggdet; N, NPK ggdet; K, Kveegmgg; S, Spildevandsslam; SA, Spildevandsslam accelereret; H, Komposteret
husholdningsaffald; HA, Komposteret husholdningsaffald accelereret; N1, NPK ggdet jord spiket med PE flager; N2, NPK ggdet jord spiket med PMMA
fragmenter.

Dagen fgr eksperimentet blev startet, blev 144+ regnorme taget ud af laboratoriekulturen og inddelt tilfeeldigt i grupper
pd 4 orme. Ormene blev skyllet i demineraliseret vand og overfgrt til en petriskal med fugtigt filterpapir over natten (ca.
18 timer) for at tsmme tarmene. Jord, hestemgg, vand og eventuelt mikroplastpartikler (for de positive kontroller) til
hver behandling blev blandet og efterfglgende fordelt pa 4 glas, som blev lukket med et |3g for at forhindre vaesketab

ved fordampning. Den efterfglgende dag (dag 0) blev alle orm forsigtigt duppet tgr med et papirhdndkleede og vejet i
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gram med 4 decimaler pd en analyse veegt (Mettler, AE 163). Bagefter blev alle orm fotograferet til bestemmelse af
kropsvolumen. Eksperimentet blev startet ved at ormene blev overfgrt til deres respektive glas, nedgravningsadfaerd
blev registreret (se 5.4.4) og glassene blev vejet individuelt.

Glassene blev opbevaret i mgrke ved 20 + 2 °C under hele forsgget (12 uger). Vandindholdet i de enkelte glas blev
reguleret (holdt stabilt) ved at veje glassene og tilfgre demineraliseret vand i hht. vaegttabet for de enkelte glas en gang
om ugen. Ved hver tilfgrsel af vand, blev det sa vidt muligt noteret hvor i glassene ormene befandt sig. Ved hver
censustid (efter 3, 6, 9 og 12 uger) blev ormene sigtet ud af glassene og midlertidigt anbragt pa fugtigt filterpapir i en
maerket petriskal med lag. Herefter blev de forskellige endpoints noteret (se 5.4.2-5.4.3) og ormene blev overfgrt til nye
glas med frisk jord og foder (hestemgg), i hht. de respektive behandlinger, hvorefter nedgravningsadfaerd blev
registreret (se 5.4.4).

6.4.2 OVERLEVELSE OG VZEKST
Ved hver censustid blev overlevelsen noteret ved opteelling af antallet af levende orm i hvert glas.

Ved starten (dag 0) og afslutningen (efter 12 uger) pa forsgget blev ormene vejet pa en analysevaegt efter tgmning af
tarmene i 18-24 timer. Ved starten af forsgget (dag 0) og hver censustid (efter 3, 6, 9 og 12 ugers eksponering) blev hver
orm endvidere fotograferet til bestemmelse af deres kropsvolumen. Tilsvarende blev der taget et billede af en lineal til
calibrering af maleenheden. Billederne af orme og lineal blevimporteret til billedbehandlingsprogrammet Image J (LOCI,
University of Wisconsin-Madison), og leengde, L og areal, A af ormene blev malt.

Ved at antage at en orm tilnarmelsesvist har form som en cylinder, blev kropsvolumen estimeret ved formlen:

mA?
Kropsvolumen = —
4L

Den stgrrelsesspecifikke vaekstrate fra dag O til dag 12 blev pa basis af bade kropsvolumen og vaegt estimeret ved
S12—S
formlen: Stgrrelsesspecifik vaekstrate = —12 "0 % 100%,
So*12 uger
hvor Sy er stgrrelsen pa volumen eller vaegt basis til tid 0 og Si12 er stgrrelsen til tid 12 uger. Simpel linezer vaekst blev
benyttet til beregningen, fordi der ikke var noget gennemgaende vaekstmgnster pa tveers af behandlingerne.

16.4.3 REPRODUKTION

Ormenes reproduktionsevne angives som antallet af
producerede kokoner per orm over de 12 uger forsgget varede
samt kokonernes klaekningssucces. Nar ormene ved hver
censustid var fjernet fra deres gamle jord, blev jorden vadsigtet
gennem en 1 mm sigte for at indsamle de kokoner, der var
produceret i Igbet af de tre ugers eksponering. Antallet af
kokoner fra hvert glas blev talt, og overfgrt til en maerket
petriskdl med vadt filterpapir (figur 3). Petriskdlene med

kokoner blev opbevaret i mgrke ved 20 = 2 °C under

k|agkningen_ Nar det var n¢dvendigt, tilfortes ekstra Figur 3. Billedet til venstre viser petriskdle med kokoner
produceret i Igbet af en tre ugers eksponeringsperiode. Hver
behandling havde en farvekode, og hver petriskal indeholder
Kokonerne blev tjekket tre gange om ugen (mandag, onsdag og kokonerne fra et af fire replikate glas. Billedet til hgjre viser et
eksempel pa kokoner produceret af ormene i et glas i Igbet af en
tre ugers eksponeringsperiode. Kokonerne starter med at vaere
klekning aendres kokonens farve fra gronlig til mgrk rgd, og grenlige, men kort fgr klaekning bliver de mgrkergde som det ses
for kokonen i midten.

demineraliseret vand til petriskalen for at undga udtgrring.

fredag), og eendringer i kokonernes farve blev noteret. Kort fgr
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man kunne ofte se bevagelse inde i kokonen. Farveandringen var derfor en indikation p3, at kleekningen ville ske
indenfor fa dage. Nar en kokon kleekkede, blev den juvenile orm samt den tomme kokonskal fjernet fra petriskdlen, og
det blev noteret at kokonen var klaekket. Nogle kokoner kleekkede aldrig (de blev alle tjekket minimum to uger ud over
forventet tidspunkt for klaekning), og enkelte kokoner blev angrebet af svamp inden forventet tidspunkt for klaekning.
Sidstnaevnte blev fjernet fra petriskalen for at undga at smitte andre kokoner i petriskalen. Da der typisk ikke forekom
sadan smitte mellem kokoner, antages det at de kokoner, som blev angrebet af svamp, ikke indeholdt et levedygtigt
ormefoster.

16.4.4  NEDGRAVNINGSADFARD

Nedgravningsadfeerd blev testet bade ved forsggets start og ved hver censustid (efter 0, 3, 6, 9 og 12 ugers eksponering).
Nedgravningsadfaerden blev testet ved at ormene (4 per glas) blev placeret pa jordoverfladen, og med et-minuts
intervaller blev det noteret hvor mange af ormene, der havde gravet sig ned indtil alle 4 orm var nedgravet. En orm blev
regnet for nedgravet, nar hele dens krop var nede i jorden.

6.5 UNDVIGEFORS®G

Undvigeforsggene blev udfgrt i en szerlig test-enhed (figur 4), som giver ormene
mulighed for at veelge mellem to eller tre forskellige jordtyper (behandlinger).
Test-enheden er en cylinder med en mindre cylinder i midten. Omradet mellem
de to cylindere er inddelt i 6 ‘lagkagestykker’ og der er huller, store nok til at en
orm med lethed kan bevaege sig gennem hullet, mellem lagkagestykkerne samt
fra den inderste cylinder og ud til lagkagestykkerne. Lagkagestykkerne blev fyldt
til lige under kanten med jord af den gnskede type, sdledes at behandlingerne

ligger skiftevis rundt i cirklen. P4 den made havde den enkelte orm altid adgang
Figur 4. Test enhed til undvigeforsgg. | hvert
’lagkagestykke’ fyldes jord af skiftevist 2 (eller
af den midterste cylinder blev placeret et fugtigt filterpapir. Vandindholdet i 3)forskellige typer, og testorganismerne
tilseettes i midten af enheden ved starten af
forsgget.

til en alternativ behandling i hullet ved siden af det, den befandt sig i. | bunden

jorden blev ligesom i langtidsforsgget justeret til 60% af WHC for den enkelte
jordtype (tabel 1)

Forsgget blev startet ved at 10 orm blev tilsat i den midterste cylinder og I13get blev lagt pa. Ormene fik herefter 48 timer
i mgrke og ved 20 £ 2 °C til at bevaege sig rundt i test-enheden og beslutte sig for hvilken behandling, de helst ville vaere

Forsggsnummer

Behandling
Kvaegmog
Slam

Slam Acc
HHA

HHA Acc

NPK

NPK flage
NPK fragment

: Bade Gra orm og Kompost orm
: Kun Kompost orm

Figur 5. Oversigt over de benyttede jordtyper i de 9 undvigeforsgg, F1-F9 der blev udfgrt enten med bade A. caliginosa og E. veneta (orange) eller
kun med E. veneta (bld). Acc, accelereret; HHA, Komposteret husholdningsaffald; NPK flage, NPK ggdet jord som er tilsat ekstra mikroplast i form
af polytehylen flager; NPK fragment, NPK ggdet jord som er tilsat ekstra mikroplast i form af acrylfragmenter.
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i. Efter de 48 timer blev der sat skillevaegge uden huller ned mellem lagkagestykkerne, s3 ormene ikke laengere kunne
flytte rundt. Jorden i hvert lagkagestykke blev gennemsggt og det blev registreret hvor mange orm, der befandt sig i
hvert stykke.

Der blev udfgrt 9 undvigeforsgg (figur 5) F1-F9, hvoraf F1-F4 blev udfgrt bade med den grad orm (A. caliginosa) og
kompostormen (E. veneta), mens de sidste 5 (F5-F9) kun blev udfgrt med E. veneta. Alle forsgg blev udfgrt i triplikat. |
et af forsggene (F7) sammenlignedes tre forskellige behandlinger, og i dette ene tilfaelde benyttedes 12 orm per test-
enhed. | de gvrige forsgg sammenlignedes to behandlinger per forsgg.

6.6 STATISTIK

Statistisk sammenligning af jordkarakteristika og metalindhold i de forskellige behandlinger blev udfgrt med en-vejs
variansanalyse (ANOVA) efter forudgaende analyse af om data var normaltfordelte (Kolmogorov-Smirnov test) og om
der var afvigelser fra varians homogenitet mellem de sammenlignede behandlinger (Levenes test).

Til sammenligning af veekst, reproduktion og nedgravningsadferd hos orm, eksponeret til forskellige jordtyper,
benyttedes henholdsvis en-vejs ANOVA (vaekstrate og reproduktions parametre) og to-vejs ANOVA (kropsvolumen over
tid og nedgravningsadfaerd).

Der blev anvendt en Pearson X2-test (chi-i-anden) til at teste om ormenes valg mellem to (i et tilfelde tre) forskellige
behandlinger i undvigeforsggene var statistisk signifikante.

ANOVA, Levenes og Kolmogorov-Smirnov tests blev udfgrt v.h.a. statistikprogrammet Systat version 13.2 mens X?
testen blev udfgrt i Excel. Der blev benyttet et signifikansniveau pa 5% i alle tests.

7 RESULTATER OG DISKUSSION

7.1 KARAKTERISERING AF JORD OG TILSAT MIKROPLASTIK

Jorden anvendt i forsggene var lerjord fra CRUCIAL marken, og alle behandlinger var, ikke uventet, af den samme
jordtype (jorden fra parceller ggdet med komposteret husholdningsaffald I3 lige pd greensen mellem to jordtyper).
Formalet med karakterisering af jorden fra de forskellige behandlinger var at undersgge, om der var forskelle, udover
forskel i mikroplast indholdet, som kunne forklare eventuelle observerede forskelle i regnormenes vaekst, overlevelse,
reproduktion eller adfeerd. Karakteriseringen skulle desuden sikre at jorden var et egnet medium for ormene, samt sikre
at jorden blev fugtet til et niveau, som er optimalt for ormenes fitness.

Den maksimale vandbaerekapacitet (WHC) blev brugt til at beregne hvor meget vand, hver af jordtyperne skulle tilsaettes
for at opna en fugtighedsgrad pd 60% af WHC som anbefalet for Aporrectodea caliginosa i laboratoriekultur (f.eks. Bart
et al 2018). En fugtighedsgrad pa 60% af WHC resulterede i et vandindhold i behandlingsjordene pa 29-37% afhaengig
af behandling. WHC var signifikant hgjere i jord ggdet med accelereret niveau af komposteret husholdningsaffald
sammenlignet med uggdet, NPK ggdet og jord ggdet med spildevandsslam (tabel 1), men ellers var der ikke statistisk
signifkante forskelle mellem nogen behandlinger (bilag 2, tabel B2.1).

Der var signifikant forskel pa pH mellem flere af behandlingerne (bilag 2, tabel B2.1), men alle jordtyper havde pH
veerdier taet pa eller indenfor det pH interval pd 6-7 (tabel 1), som er anbefalet for A. caliginosa (Bart et al 2018).
Forskellene i pH mellem de forskellige behandlinger antages derfor ikke at bidrage til at drive observerede forskelle i de
malte effektparametre.
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Tabel 1. Malte jordparametre og indhold af udvalgte metaller i de 7 behandlinger: spildevandsslam, spildevandsslam i
accelereret niveau, komposteret husholdningsaffald (HHA), komposteret husholdningsaffald i accelereret niveau, kveegmag,
NPK ggdning og uggdet jord. Forkortelser: TOM, total organisk materiale; TC, total carbon; TN, total nitrogen; C:N ratio,
forholdet mellem carbon og nitrogen; WHC, vandbzere evne. Veerdier er opgivet som gennemsnit og (standard afvigelse) af

tre replikater undtagen for partikel stgrrelsesfordeling, hvor der kun blev lavet enkelt bestemmelse.

Jordparameter/ Slam HHA Kvaeg-
metal indhold Stam Acc HHA Acc mgg NPK Ugadet
" 6,32 6,00 6,46 6,68 6,08 5,96 6,12
P (0,02) (0,04) (0,16) (0,18) (0,02) (0,03) (0,05)
431 4,81 555 8,47 4,85 3,87 3,70
0, ? ? ? ? ? ? ?
TOM (% af torvaegt) | 53, (0,02) (0,05) (0,09) (0,06) (0,07) (0,03)
2,05 1,80 2,17 3,45 1,88 1,32 1,25
o, ? ? ? ? ? ? ?
TC (% af torvaegt) (0,82) (0,19) (0,24) (0,72) (0,22) (0,01) (0,10)
0,20 0,18 0,18 0,30 0,16 0,14 0,14
0, ’ ’ ’ ? ’ ’ ?
TNOeaftorvagt) | (gos) (002  (001)  (007)  (002) (001  (0,02)
CN ratio 10,16 10,24 11,91 11,57 11,79 9,56 8,91
' (1,96) (1,16) (1,17) (0,69) (1,77) (0,38) (0,27)
49,26 59,65 5556 67,30 53,09 50,94 49,17
0, ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’
WHC (% af torvaegt) | ) ")) (1,33) (2,33) (11,14) (2,23) (2,91) (6,22)
% sand partikler* 64 60 65 63 59 67 67
% silt partikler* 19 2 20 20 2 16 16
% ler partikler* 17 18 15 17 19 16 16
Jordtype** JB-5 JB-5 JB-4/JB-5 IB-5 JB-5 JB-5 IB-5
Partikler >2mm (%) 23 33 31 5,0 5,7 35 3.9
Kobber (ug/s} 17,12 20,76 15,88 27,02 21,85 17,43 16,95
Obberiue/s (0,50) (0,63) (0,62) (0,81) (0,77) (0,56) (0,14)
S 38,04 58,03 56,20 69,03 43,38 40,42 46,06
Nk ne/e (0,90) (2,08) (5,09) (3,82) (7,77) (9,12) (9,28)
Y 15,59 15,99 15,35 15,74 15,93 15,23 17,93
rom{ne/s (0,69) (0,59) (0,31) (0,17) (0,93) (0,63) (0,31)
Nikkel (ug/g) 7,65 8,27 7,28 8,36 7,68 7,75 8,67
tetingre (0,21) (0,40) (0,24) (0,18) (0,18) (0,18) (0,09)
Cadmium (ng/g] 169,2 197,4 185,8 200,9 163,3 175,4 155,8
&/& (8,0) (9,3) (8,3) (8,0) (9,9) (28,9) (3,7)
Bly (ua/e) 13,03 13,64 13,67 14,18 12,15 12,01 12,89
Y {He/g (0,25) (0,72) (0,77) (0,62) (0,20) (0,17) (0,18)
Solv (ng/a) 183,9 419,2 63,8 87,2 33,8 30,4 353
&8 (7,6) (47,0) (10,2) (8,0) (0,6) (1,1) (1,4)

*) Procent af partikler sigtet til <2mm. Lerpartikler <0,02 mm, siltpartikler = 0,002-0,05 mm, sandpartikler = 0,05-2 mm. **) Jordtyper i hht.

klassificering anvendt inden for dansk landbrug. JB-4 star for fin sandblandet lerjord og JB-5 star for lerjord.

Da alle behandlinger under langtidsforsgget blev tilfgrt den samme maengde fgde per orm i form af hestemgg (2 g

tgrvaegt til 4 orm i 3 uger) og jorden ikke blev tilfgrt hestemgg under undvigeforsggene, er eventuelle forskelle i
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indholdet af organisk materiale afggrende for hvilken fgdemaengde og fgdekvalitet, ormene har adgang til under
forsggene. Indholdet af organisk materiale i de forskellige behandlingsjorde blev malt bade som det totale indhold af
organisk materiale (TOM) og som indholdet af henholdsvist total carbon og total nitrogen. De malte TOM procenter var,
med en enkelt undtagelse (kvaeegmgg sammenlignet med spildevandsslam), statistisk signifikant forskellige mellem alle
behandlinger (bilag 2, tabel B2.1). Seerligt skal det bemaerkes, at det totale organiske indhold i bade uggdet og NPH
gadet jorde var signifikant lavere end i alle gvrige behandlinger, mens det hgjeste indhold af organisk materiale var i
komposteret husholdningsaffald (begge niveauer) (tabel 1). Jord ggdet med accelereret niveau af komposteret
organiske husholdningsaffald havde desuden et signifikant hgjere indhold af total carbon og total nitrogen
sammenlignet med alle de gvrige behandlinger, som ikke var signifikant forskellige i forhold til indhold af carbon og
nitrogen (tabel 1 og bilag 2, tabel b2.1). C:N ratioen varierede lidt mellem behandlingerne, og der var en tendens til at
ratioen var lavere i NPK ggdet og uggdet jord sammenlignet med de gvrige behandlinger, men disse variationer var ikke
statistisk signifikante.

Indholdet af de malte metaller viste relativt sma variationer mellem behandlinger (tabel 1), nogle af disse var statistisk
signifikante (Bilag 2, tabel B2.2), men der var kun fa overordnede mgnstre i disse forskelle. Det tydeligste eksempel var
for sglv, hvor der var signifikant mere sglv i jord ggdet med spildevandsslam og til dels ogsd i jord tilsat komposteret
husholdningsaffald i accelererede maengder sammenlignet med de gvrige behandlinger. Der var dog ikke nogen
behandlinger som konsistent havde hgjere eller lavere indhold af metaller end andre.

Karakteriseringen af de to tilsatte mikroplast typer, flager og fragmenter, viste at flagerne gennemsnitligt var lidt stgrre
end fragmenterne (tabel 2). FT-IR analyserne af materialerne bekraeftede at flagerne var af polymertypen polyethylen
(PE), mens fragmenterne var polymethylmethacrylate (PMMA).

Tabel 2. Karakterisering af tilsat mikroplast. Hvide/grgnne flager blev skaret af to forskellige typer af fryseposer og rgde fragmenter
blev filet af akryl blok. For stgrrelsesbestemmelse blev 305 partikler af hver type malt pa den laengste led under stereomikroskop.

Partikeltype Lengde pa | Min. —max. FT-IR spektrum
lengste led stgrrelse
(Gns i mm + SD) (mm)

Hvide/Grgnne flager W
” -

me Description
[ ATR Gran Plast orm PolyEthylene  scan 32 dato onsdag, maj 23 2018
SPO04S POLYETHYLENE HIGH DENSITY

T

0,42+0,16 |0,05-1,34

i . et 8
Name Descrption

| ATR Huid Plast orm PolyEinyiene  scan 32 dato onsdag, maj 23 2018

[ spoose POLYETHYLENE HIGH DENSITY

Rode fragmenter M-N\M\V/—ma A\WW

b g o LY
o (PR AR

0,26 +0,22 |0,02-1,33

ED ETD ED ™ %o W oo
Name Description

ATR 32 Iyserod orm acryl - scan 32 dato onsdag, maj 23 2018

SPO0GO POLY(METHYL METHACRYLATE)

Al Caste |
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7.2 LANGTIDSFORS@G

7.2.1 OVERLEVELSE OG VAKST

Der var ingen effekter af behandling pd ormenes vaekst. | alt dgde 8 orm ud af 144 under de 12 ugers eksponering, heraf
dgde 2 orm, fordi de flygtede fra petriskdlen og tgrrede ud i forbindelse med opmaling og overfgrsel til et nyt glas. Det
svarer til en samlet dgdelighed pd 5,6%, og der var ikke nogen tydelig overrepraesentation af dgdelighed i szerlige
behandlingstyper.

| Igbet af de f@rste tre uger af eksponeringen var der en tendens til et fald i ormenes kropsvolumen (figur 6), men i Igbet
af de efterfglgende uger af eksponeringen indhentede ormene i de fleste behandlinger igen det tabte (figur 6, tabel 3).
Der var ingen signifikant forskel mellem behandlingerne pa ormenes vaekst over alle 12 uger, hverken malt pa veegt eller
volumenbasis (tabel 3).

1000 - uT=0 " T=3 uger T=6 uger I modszetning til Lwanga et al (2016) fandt
"T=Suger  WT=i2uger vi i dette studium ingen effekter pa

overlevelse eller vaekst ved

~N

v

(=]
I

[ langtidseksponering af regnorm til tilsat
l l ‘ 1 mikroplast (NPK vs NPK flage og NPK vs.

[ NPK fragment). | studiet af Lwanga et al

(2016) underspgte forfatterne effekter pa

regnorme arten Lumbricus terrestris af

Kropsvolumen (mm?3)
w
[=]
o
s
—_—

N

v

o
I

polyethylen fragmenter <150 pum tilsat til

0 - organisk materiale (forne) pa
HHA HHAAcc Slam Slam Acc Uggdet Kveegmgg NPK NPKflage NPK

fragment
Behandling vertikale gange i jorden, og lever af det

jordoverfladen. L. terrestris graver

organiske materiale, den kan finde i
Figur 6. Udvikling i ormestgrrelse (volumen i mm?3) over de 12 ugers eksponering. Stgrrelsen

fgrnen pa jordoverfladen. Den har saledes
er opgivet som gennemsnit af 4 replikater + standardafvigelse.

en helt anden fgdesggningsstrategi end A.
caliginosa, som graver horisontalt i de gverste 20 cm af jordoverfladen og lever af det organiske materiale i jorden som
den indtager. Forfatterne eksponerede ormene til mikroplastik i fgrne i koncentrationer pa 0, 7, 28, 45 og 60%
mikroplast pad vaegtbasis, hvilket ifglge forfatterne svarede til gennemsnitlige koncentrationer i hele jordsgjlen pd hhv.
0,2%, 0,4%, 0,5% og 1,2 % pa vaegtbasis. Ved 60 dages eksponering til disse koncentrationer fandt forfatterne hgjere
dgdelighed og lavere vaekst hos orm eksponeret til 28, 45 og 60% mikroplast i fgrnen sammenlignet med kontrollen
(ingen tilsat mikroplast) og 7% mikroplast tilsat fgrnen. | et tidligere studium pa Roskilde Universitet (Karling 2018) blev
regnorm af en tredje art, Eisenia veneta, eksponeret i 12 uger til flere af jordtyperne fra CRUCIAL marken samt til en
behandling, hvor Polyethylenterephtalat (PET) fibre blev tilsat til NPK ggdet jord i en koncentration pd 0,1 vaegtprocent.
Ligesom for A. caliginosa, var der i dette studium heller ingen forskel pa ormevaeksten over 12 uger i de forskellige
testede behandlinger, inklusiv behandlingen med tilsat mikroplast i form at PET fibre. Tilsvarende fandt Rodriguez-Seijo
et al. (2017) i et nyligt studium ingen effekter pa overlevelse og veekst hos en taet relateret regnormeart, Eisenia andrei,
ved eksponering af ormene til polyethylen fragmenter (250-1000 um) i jord i koncentrationer op til 0,1% pa vaegtbasis.

Eksponeringskoncentrationerne i Lwanga et al (2016) var saledes generelt hgjere end den koncentration, der blev
anvendt som positiv kontrol i bade dette forsgg med A. caliginosa (0,1% pa veegtbasis for bade PE flager og PMMA
fragmenter) og de tidligere forsgg med E. veneta (Karling, 2018) og E. andrei (Rodriguez-Seijo et al., 2017). De
koncentrationer, hvor Lwanga et al (2016) fandt effekter pa overlevelse og vaekst, var mindst en faktor 4 hgjere end
koncentrationerne anvendt som positiv kontrol i dette studium, hvis der tages udgangspunkt i den gennemsnitlige
koncentration i jordsgjlen, og mindst en faktor 280 hgjere hvis der tages udgangspunkt i den reelle mikroplast
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koncentration i ormenes fgde. Forskellene i observerede Tabel 3. Stgrrelsesspecifik vaekstrate over hele eksponerings-
perioden pa 12 uger. Raterne er opgivet som gennemsnit +

effekter pa vaekst og overlevelse i de to studier skyldes . A A .
standard afvigelse, og er malt bade pa volumen og vaegtbasis.

derfor sandsynligvis en kombination af forskellige B ;
c sk trati delse af forskell Vaekstrate over eksponeringsperioden
eksponeringskoncentrationer og anvendelse af forskellige :
P & >r o8 i elig Behandling* per volumen per vaegt
regnormearter med forskellige fédesggningsstrategier. (% * mm3*ugel) (% *g!*ugel)
Det er oplagt at seette spgrgsmdlstegn ved om HHA 03+15 02+12
koncentrationen af tilsat mikroplast i dette forsgg var hgj HHA Acc 0,8+1,8 -0,4+0,8
nok til at fungere som en ’'worst case’ eksponering og
S Slam 3,1+0,9 0,9+1,0

derfor som positiv kontrol. Den nye bekendtggrelse om
anvendelse af affald til jordbrugsformal (BEK 1001, 2018) Slam Acc 2,0+1,2 04+1,3
har en grenseveerdi for fysiske urenheder >2 mm i Uggdet 0,6+1,2 0,2+0,4

kompost og forbehandlet biopulp pa 0,5 veegtprocent af
P . g ) pulp P g p_ Kvaegmeg 0,8+2,4 -0,1+0,3

tgrstofindholdet. Der er ingen granseveerdier eller
analyse krav for indholdet af mikroplast <2 mm i kompost NPK 12£10 0,104
eller biopulp. De spikede behandlinger i dette studium NPK flage 0,2+2,9 -1,0+ 1,8

blev medtaget som positive kontroller, fordi et indhold af
) NPK fragment -09+1,7 -09+1,7

plastik pa 0,1 vaegtprocent blev anset for at veere relativt

*) Forkortelserne star for: HHA, komposteret husholdsaffald; Acc,

hgjt i landbrugsjord, selv om det dog ikke kan afvises, at accelereret niveau.

mikroplast kan akkumulere til dette niveau ved gentagene

anvendelse af organiske affaldsressourcer som ggdning pa et givent omrade gennem en arraekke. Saerligt hvis plastikken
ikke nedbrydes eller pa anden made fjernes fra marken. Der er kun ganske fa eksempler fra den publicerede litteratur,
hvor indholdet af mikroplast partikler i stgrrelser <2 mm er malt eller estimeret pa veegtbasis i enten organiske
ressourcer eller landbrugsjord. | en rapport udarbejdet til Miljgstyrelsen i 2017 (Vollertsen & Hansen, 2017) samt en
rapport udgivet af Svenskt Vatten AB (Ljung et al., 2018) blev jord fra forskellige landbrugsarealer og feltforsgg
analyseret for mikroplast i hhv. stgrrelsesordenen 20-500 pum (Vollertsen & Hansen, 2017) og 10-5000 pum (Ljung et al.,
2018), og forfatterne fandt mikroplastindhold pa 0,004-0,05 %o per tgrveegt. Begge disse studier fandt saledes
mikroplastkoncentrationer, som var vaesentligt lavere end de 0,1 vaegtprocent som er anvendt som positiv kontrol i
dette forsgg, og dette understptter at de spikede mikroplast behandlinger anvendt i dette forsgg med rimelighed kan
anses for at vaere positive kontroller.

17.2.2  REPRODUKTION

Der var stor variation i kokonproduktionen i de forskellige replikate glas (figur 7a), hvor ormene i nogle glas producerede
helt op til 22 kokoner over de 12 ugers eksponering, mens ormene i andre glas slet ikke producerede nogle kokoner.
Der var en tendens til en forgget kokonproduktion hos orme eksponeret til jord ggdet med accelererede niveauer af
spildevandsslam og komposteret organisk husholdningsaffald sammenlignet med de gvrige behandlinger, men disse
tendenser var ikke statistisk signifikante pga. den store variabilitet mellem glassene.

Klekningseffektiviteten af de producerede kokoner I3 fra 54 til 100 % i de forskellige behandlinger (figur 7b), men der
var ingen signifikant effekt af behandling pa kokonernes klaekningseffektivitet.

Ligesom i studiet af Lwanga et al (2016), hvor orme blev eksponeret til vaesentligt hgjere mikroplast koncentrationer,
var der heller ikke i dette studium effekt af tilsat mikroplastik (NPK vs NPK flage og NPK vs. NPK fragment) pa ormenes
reproduktion. Dette resultat understgttes yderligere af at reproduktionen hos E. veneta og E. andrei i de tidligere
omtalte studie (Karling, 2018; Rodriguez-Seijo et al., 2017) heller ikke blev pavirket af tilsat mikroplast i form af hhv. PET
fibre og PE fragmenter i koncentrationer pd op til 0,1 % pa vaegtbasis.

:l'[‘ Roskilde Universitet 18



5 25 125
& A B
S =
g 20 § 100
5 o
e s
[ "
€ 15 g 75
2 S
E] 2
— w
g 10 2 so
° £
© 8
2 5 % 25
£
1S
=]
Z 9 0
9 < X X © < X (2 X
Qg&' vvg. ‘)\'b& &?S’ %‘Vbe %&% $Q‘{~ K\fs’f &é\ ng' vyg. ‘_},06‘ &vg. %&z é\@% Q@b \\0% @?’o
3 V¢ & o« & s° ¢ & o«
N N

Figur 7. Reproduktion i form af kummuleret antal kokoner produceret per replikat over 12 ugers eksponering (A) samt klaekningssucces
for de producerede kokoner (B). Error bars er standardafvigelser.

Ved histopatologiske undersggelser af de eksponerede orms tarme fandt Rodriguez-Seijo et al. (2017) dog, i deres studie
af E. andrei, indikation pa tarmskader og effekter pa ormenes immunsystem, i form af forstoppelse, fibrose og
tarminflammation, ved mikroplast koncentrationer over ca. 0,01% pa vaegtbasis. Dette indikerer at tilstedevaerelsen af
mikroplast kan vaere en stressfaktor for regnorm selv om dette ikke ngdvendigvis resulterer i malbare effekter pa individ
niveau.

17.2.3  NEDGRAVNINGSADF/RD

Forggelse af nedgravningstiden hos regnorme kan veere et udtryk for enten undvige adferd eller at ormene er
fysiologisk pavirket sa de reagerer langsommere eller har svaerere ved at grave sig ned. Det er gkologisk relevant at
undersgge nedgravningsadfeerd, fordi regnorme, som graver sig langsommere ned, er i forgget risiko for udtgrring og
praedation fra rovdyr. Forskelle i nedgravningstid til tid 0 vil typisk veere et udtryk for undvigeadfaerd, da ormene endnu
ikke kan veere fysiologisk pavirket af behandlingerne, mens forskelle i nedgravningstid pa et senere tidspunkt i forsgget
kan veere udtryk for enten undvige adfzerd, fysiologisk pavirkning eller en kombination af de to.

Der var ikke noget tydeligt mgnster i

a0
L T=0 . .
" nedgravningsadfaerd (figur 8), men
[ MT=3uger .
L der var en tendens til at ormene
30 | T=6 uger . . .
| w70 uger graver sig lidt langsommere ned i

uggdet jord sammenlignet med de
gvrige behandlinger. Denne tendens
var dog ikke statistisk signifikant. For

I ET=12 uger

20

orme i nogle behandlinger var der en
tendens til, at nedgravningstiden faldt
fra fgrste gang ormene blev
praesenteret for behandlingen til de

Tid til nedgravning (min)

10

HHA  HHAAcc Slam  SlamAcc Uggdet Kveegmpg NPK  NPKFlage NPK efterfglgende gange i Igbet af
Fragment  oksponeringstiden, hvilket  kunne

indikere at ormene havde behov for at
Figur 8. Nedgravningsadfeerd. Figuren viser den gennemsnitlige tid i minutter det tog for alle 4

ormi et glas at grave sig helt ned. Error bars er standardafvigelser. veEnne  sig til de pagaeldende

behandlinger. Dette var dog ikke
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konsistent pa tvaers af alle behandlinger (statistisk signifikant interaktion mellem behandling og eksponeringstid i 2-vejs
ANOVA), og i andre behandlinger var nedgravningstiden den samme uafhaengigt af eksponeringstid.

Ormenes nedgravningstid var ikke signifikant forskellige i NPK ggdet jord og behandlinger med NPK ggdet jord tilsat
mikroplast i form af enten PE flager eller PMMA fragmenter, hvilket er i overensstemmelse med at nedgravningstiden
for E. veneta ligeledes ikke blev pavirket af tilstedevaerelsen af mikroplast i form af PET fibre (Karling, 2018).

7.3 UNDVIGEADFARD

Forsggene, som skulle undersgge undvige adfeerd, er opdelt i grupper af forsgg med hhv. A. caliginosa og E. veneta.
Arsagen til at der blev inkluderet ekstra forsgg med E. veneta, var at der ikke var indsamlet tilstraekkeligt med orm af
arten A. caliginosa til at lave alle de sammenligninger af behandlinger vi fandt relevant. Kompostormen E. veneta kan
kobes hjem som kultur, og yderligere forsgg med denne art var derfor et gennemfgrligt alternativ indenfor projektets
tidshorisont. For at undersgge om de to ormearter

Gra orm  Kvaegmag Kompost orm W Kvaegmog . . .
1 Alternativ =arermatv  treeffer ensartede valg, ndr de bliver stillet overfor
100% 100%
de samme valgmuligheder, blev de fire fgrste
7% 7% sammenligninger gentaget for begge arter (figur
50% s0% 9). Herefter blev yderligere 5 undvigeforsgg udfgrt
- . . I - med E. veneta alene (figur 10).
0% 0% . Sammenligning af de to arters valg mellem
K K g K K K K K g g K
vs.Slam  vs.SlamAcc vs.HHA vs. HHA Acc vs.Slam vs.SlamAcc vs.HHA vs. HHA Acc kvagmwg Og et alternatlv i form af enten
’

Figur 9. Undvigeadfeerd hos Aporrectodea caliginosa (Gra orm) og Eisenia veneta spildevandsslam eller komposteret organisk
(kompostorm) ved valg mellem kvaegmggsggdet jord og et alternativ i form af jord husholdningsaffald (ﬁgur 9), viste at A. caliginosa
godet med spildevandsslam (slam), spildevandsslam i accelereret niveau (Slam
Acc), komposteret organisk husholdningsaffald (HHA) eller komposteret organisk

husholdningsaffald i accelereret niveau (HHA Acc). Figuren viser hvordan ormene kvagm¢g uafhaangigt af g¢dningsniveauetl mens
fordelte sig procentvist mellem de tilbudte behandlinger.

konsekvent foretraekker alternativet frem for

E. veneta kun foretraekker alternativet, nar der er
tale om husholdningsaffald i accelereret niveau. Jordtyperne, ggdet med behandlingerne kvaegmgg, komposteret
organisk husholdningsaffald i normalt niveau og spildevandsslam i begge niveauer, har alle relativt ens indhold af
organisk materiale (TOM% varierer mellem 4,3 og 5,6 % af tgrvaegt for kvaeegmgg, de to slambehandlinger og
husholdningsaffald i normalt niveau, se tabel 1), mens det organiske indhold i behandlingen med husholdningsaffald i
accelereret niveau er vasentligt hgjere end de gvrige (8,5%; se tabel 1). Der kan dog veere forskelle i tilgeengeligheden
af det organiske materiale i de forskellige g@dningstyper, og det er sandsynligt, at det er sddanne forskelle som er
afggrende for, at de to arter udviser forskellig adfeerd. Kompostorm (f.eks. E. veneta) har sdledes generelt et stgrre

Kompost orm = Normal :ELT;T:‘ZE = NPK behov for let tilgeengeligt organisk
= Accelereret = HHA Acc = NPK tilsat plast materiale end A. caliginosa, som kan

100%

. leve pa en fattigere diet (Bart et al.,

7% 2018). Fzelles for begge regnorme arter

50% er dog, at der ikke er noget der tyder p3,

) at tilstedeveerelsen af mikroplast (som

o . forventes at veere hgjere i jord ggdet
0%

med spildevandsslam og komposteret
Slam vs. Slam Acc HHA vs. HHA Acc Kveegmgg vs. Slam NPK vs. NPK flage NPK vs. NPK fragment

Acc vs. HHA Acc husholdningsaffald sammenlignet med
) ) e i jord ggdet med kveegmgg) driver
Figur 10. Undvigeadfeaerd hos Eisenia veneta (kompostorm). Ormene fik valget mellem 1)
normale og accelererede (Acc) niveauer af hhv. spildevandsslam og komposteret organisk ormenes valg af habitat, nar der er
husholdningsaffald (HHA), 2) kveegmgg og accelererede niveauer af spildevandsslam og forskel pé f¢deti|gaenge|ighed og
komposteret organisk husholdningsaffald, og 3) NPK ggdet jord og NPK ggdet jord tilsat 3 . .
mikroplat i form af enten polyethylen flager eller akryl fragmenter. Figuren viser hvordan fgdekvalitet i de to behandlmger' de
ormene i hvert forsgg fordelte sig procentvist mellem de tilbudte behandlinger. tilbydes,
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Noget tilsvarende gjorde sig geeldende i forsgget, hvor E. veneta blev tilbudt valget mellem normale og accelererede
niveauer af hhv. spildevandsslam og komposteret organisk husholdnings-affald (figur 10). Her valgte ormene for
husholdningsaffald det accelererede niveau frem for det normale, men tog ikke et aktivt valg mellem accelereret og
normalt niveau, nar det drejede sig om spildevandsslam. Dette kan igen forklares med indholdet af organisk materiale
i de forskellige behandlinger, idet indholdet er naesten ens i de to niveauer af spildevandsslam (hhv. 4,3% og 4,8%), men
forskelligt i de to niveauer af husholdningsaffald (5,6% i det normale og 8,5% i det accelererede niveau). Nar ormene
blev tilbudt et valg mellem tre forskellige behandlinger, bestdende af kveegmgg, slam i accelereret niveau og
husholdningsaffald i accelereret niveau (figur 10), valgte de i alt overvejende grad jord ggdet med husholdningsaffald i
accelereret niveau, som har det hgjeste indhold af organisk materiale. Disse forsgg indikerer ligeledes at ormene
tilveelger hgj fgdetilgengelighed/-kvalitet frem for at undvige mikroplast i jorden.

| det sidste saet forsgg blev E. veneta tilbudt valget mellem NPK ggdet jord og NPK ggdet jord tilsat mikroplast i form af
enten PE flager eller PMMA fragmenter (figur 10). | dette forsgg, hvor fésdemaengde og fgdetilgaengelighed var den
samme (bortset fra den minimale fortynding af fsden med mikroplast), var ormene tilsyneladende i stand til at
detektere mikroplasten, og valgte behandlingen uden mikroplast frem for behandlingerne med tilsat mikroplast.

Samlet set viser undvigeforsggene at regnorm (af arten E. veneta) er i stand til at detektere mikroplast, og vaelger at
undvige dette, hvis fgdekvalitet og -maengde ikke er darligere i det alternativ, de har adgang til. Hvis ormene (bade E.
veneta og A. caliginosa) bliver stillet overfor et valg, hvor der er forskel pa enten fgdemaengde, fedekvalitet eller begge,
men hvor fgdekvalitet/-mangde er negativt korreleret med mikroplastindhold, sa er det fadekvalitet/-maengde frem
for mikroplastforekomst, der driver ormenes valg.

8 HOVEDKONKLUSIONER

Formalet med projektet var at undersgge om anvendelsen af organiske affaldsressourcer (spildevandsslam og
komposteret husholdningsaffald) som ggdning, herunder specifikt mikroplast i ggdningen, pavirker adfzerd, overlevelse,
vaekst og reproduktion hos regnorm.

Resultaterne viser, at nogle af de testede g@dningsformer giver bedre forhold end andre for den almindeligt
forekommende gra orm (A. caliginosa), hvilket primaert ses pa en tendens til forgget reproduktion i jord ggdet med de
accelererede niveauer af spildevandsslam og husholdningsaffald samt ormenes valg af jord ggdet med spildevandsslam
og husholdningsaffald frem for kvaegmegg. Der var ingen indikation pa at tilstedevaerelse af mikroplast i jord (op til 0,1
% pa vaegtbasis) pdvirkede A. caliginosa pa overlevelse, vaekst eller reproduktion.

Valget af jordtype, for begge de testede arter i adfaerdsforsggene, var primaert drevet af fgdetilgaengelighed og/eller
fodekvalitet (type og maengde af organisk materiale) frem for et behov for at undvige urenheder i form af mikroplast i
jorden. Men hvis fgdekvaliteten var den samme, kunne E. veneta detektere mikroplast og ormene valgte at undvige
tilsat plast i en koncentration pa 0,1 veegtprocent.

Resultaterne (fraveeret af negative effekter pa overlevelse, vaekst og reproduktion) i dette studium stemmer generelt
godt overens med et tidligere specialestudium pa Roskilde Universitet (Karling, 2018) samt et studium af Rodriguez-
Seijo et al. (2017), som begge testede effekter af mikroplast i koncentrationer pa op til 0,1% pa vaegtbasis, pa to
forskellige arter af kompostorme. Sidstnaevnte (Rodriguez-Seijo et al., 2017) fandt dog cellulzere effekter af mikroplast
eksponering helt ned til ca. 0,01% mikroplast i jord. Selv om et studium af en fjerde regnormeart, L. terrestris (Lwanga
et al. 2016) fandt effekter pa bade overlevelse og vaekst (men ikke reproduktion) af mikroplast tilsat ormenes fgde, sa
var eksponeringskoncentrationerne sa hgje, at de vurderes at ligge over det realistiske niveau i almindelig
landbrugsjord. Der er derfor ikke noget i dette eller tidligere studier, der indikerer, at mikroplastindholdet i organiske
ressourcer vil fa negative konsekvenser for regnormebestanden ved udbringning af disse ressourcer pa landbrugsjord i
henhold til geeldende regler.
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Da regnorme naturligvis ikke er de eneste centrale organismer pa landbrugsjord og i det terrestriske miljg i det hele
taget, er der dog behov for at udfgre yderligere tests med andre ngglearter i det terrestriske miljg, inden det endeligt
kan konkluderes, om udbringning af organiske ressourcer indeholdende mikroplast kan fa miljgmaessige konsekvenser.
Der er ligeledes behov for mere omfattende undersggelser af mikroplast forekomsten i det terrestriske miljg, bade pa
landbrugsjord og i andre terrestriske miljger.
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o) BILAG

BILAG 1: FORKLARING AF FORKORTELSER, DEFINITIONER OG BEGREBER

Akklimatisere, vaenne sig til et nyt
miljg, i dette tilfelde il
laboratorieforholdene

ANOVA, variansanalyse (Analysis
of Variance), statistisk metode
som benyttes til sammenligning af
middelvaerdier for to eller flere

grupper

Biopulp, organisk materiale/ affald
(typisk husholdningsaffald)
neddelt i et forbehandlingsanlaeg

Censustid, eller optallingstid. De
udvalgte tidpunkter hvor de valgte
endpoints opggres/males

C:N ratio, forholdet mellem kulstof
og nitrogen i en prgve

CRUCIAL, forsggsanlaeg i Taastrup,
som drives af Kgbenhavns

Universitet

Eksponerings studium, i denne
sammenhang brugt om
gkotoksikologisk studium, hvor
forsggsorganismerne bliver udsat
for to eller flere behandlinger
(herunder oftest mindst 1 kontrol
behandling), for at underspge
eventuelle effekter af

behandlingerne.

Endpoint, parameter der males for
at undersgge dens eventuelle
afhaengighed af en  given
behandling. | dette projekt

parametrene overlevelse, vaekst,
adfeerd og reproduktion

JB-4 og JB-5, Kklassificering af
jordtyper anvendt indenfor dansk
landbrug. JB-4 er klassificeringen
for fin sandblandet lerjord mens
JB-5 er klassificeringen for lerjord.

Mikroplast, plastpartikler mindre
end 5 mm pa alle leder (ofte i
praksis  partikler som ikke
tilbageholdes pa en 5 mm sigte)

Milli-Q wvand, vand filtreret
gennem et 0,22 um membran filter

NPK, kunstggdning indeholdende
plantenaeringsstofferne nitrogen,
fosfat (phosphor) og Kalium

PE, plast af
polyethylen.  Kan  veere af
highdensity (HD-PE) eller low-
density (LD-PE) typen

polymertypen

PMMA, plast af polymertypen
polymethylmethacrylat. Bliver
ogsa kaldt akryl og plexiglas

Positiv kontrol, en behandling som
vides eller forventes at forarsage
en effekt pa det eller de
endpoint(s) der males. | nogle
forsgg benyttes en positiv kontrol
for at sikre at forsgget har virket. |
dette projekt er de positive
kontroller medtaget fordi det
forventes at den tilsatte
plastikmaengde er sd hgj at en evt.
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manglende effekt betyder at det vil
vaere usandsynligt at en effekt vil
forekomme  under realistiske
miljgforhold med mindre andre

miljgfaktorer ogsa spiller ind

Spike, kunstig tilseetning af et stof,
i dette tilfelde mikroplastpartikler,
til en behandling

Standard afvigelse, et udtryk for
variansen af malingerne omkring
en middelveerdi

TC, total carbon. Den totale
mangde kulstof i en jordprgve.
Males ved hjalp af CHN-analyse af
praver tgrret i 24 timer ved 60 °C

Terrestrisk, knytte til jordmiljget (i
modsaetning til akvatisk)

TN, total nitrogen. Den totale
maengde nitrogen i en jordprgve.
Males ved hjalp af CHN-analyse af
praver tgrret i 24 timer ved 60 °C

TOM, totalt organisk materiale.
Indholdet af wvolatilt organisk
materiale. Males som glgdetab
som procent af tgrvaegt ved
udglgdning af tgrrede prgver ved
550 °Ci 2 timer

WHC, Water holding capacity
(vandbzereevnen). Males ved at
male forskellen pa en jordprgve
nar den er hhv. vandmaettet og
helt tgrret
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BILAG 2: STATISTIK PA JORDKARAKTERISERING

Tabel B2.1 og B2.2 angiver de parvise forskelle i hhv. jordkarakteristika og metalkoncentrationer mellem to
behandlinger i henhold til Tukey HSD test som blev udfgrt nar en ANOVA viste at der var signifikante forskelle mellem
behandlingerne. Nar en jordparameter (pH, TOM, TC, TN; WHC) eller et metal (Cu, Cr, Ni, Zn, Ag, Cd, Pb) er skrevet ind
i en celle i tabellen betyder det at den pagealdende parameter/metal er statistisk signifikant forskellig mellem de to
behandlinger der udspaender den pagaeldende celle i tabellen.

Tabel B2.1. Statistisk signifikante forskelle i jordkarakteristika mellem de forskellige jordtyper fra CRUCIAL marken.

Slam Slam Acc Kvaegmgg
Slam Acc pH, TOM
HHA TOM pH, TOM
pH, TOM, TC, | pH, TOM, TC,
HHA Acc TN, WHC ™ TOM, TC, TN
Kvaegmgg | TOM pH, TOM $: TOM, T€,
pH, TOM, TC,
NPK TOM TOM pH, TOM TN, WHC
pH, TOM, TC,
Ugedet pH, TOM TOM pH, TOM TN, WHC

Tabel B2.2. Statistisk signifikante forskelle i metalkoncentrationer mellem de forskellige jordtyper fra CRUCIAL

marken.
Slam Slam Acc Kvaegmgg
Slam Acc Cu, Zn, Ag
HHA n, Ag Cu, Ni, Ag
HHA Acc Cu, Ni, Zn, Ag Cu, Ag
Kvaegmegg Cu, Ag Ag, Pb gg’ Ni, zn, Ag,
NPK Ag Cu, Zn, Ag,Pb | Pb Cu, Zn, Ag,Pb | Cu
Uggdet Cr, Ni, Ag gz o NLAS | e N Cu, Cr,zn,Cd | Cu, Cr, Ni
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BILAG 3: KRITISKE SPBRGSMAL OG SVAR OM MIKROPLAST | BIOG@DNING OG ANDEN
AFFALDSBIOMASSE TIL JORDBRUGSFORMAL

Er der fare (hazard) relateret til mikroplast forekomst i organiske ressourcer til jordbrugsformal? Og i givet er det sa

sandsynligt at denne fare resulterer i en risiko for centrale jordbundsorganismer?

Hvorfor er dette problem relevant?

Flere internationale og danske studier af mikroplast forekomst og skaebne i spildevand har konkluderet at den stgrste

del af de spildevandsbarne mikroplast partikler sedimenterer ud i slamfraktionen under behandling af spildevandet pa

rensningsanlaegget. En andel af slammet anvendes som bioggdning pa landbrugsjord, og mikroplasten tilfgres dermed

til det terrestriske miljg gennem denne aktivitet. Den tilgaengelige litteratur omkring effekter pa primaert akvatiske

organismer er ikke konklusiv, idet dele af litteraturen peger pa negative effekter ved miljgrealistiske koncentrationer,

mens andre dele af litteraturen slet ikke har fundet effekter eller har kun fundet negative effekter ved milkroplast

koncentrationer der er hgjere end hvad der ma forventes at veere miljgrealistisk. Men uanset om der er effekter pa dyr,

planter eller mennesker er det naturligvis relevant at vide om der kan ggres noget for at reducere tilledning af mikroplast
til miljget.

Kritiske spgrgsmdl og svar

1

Tilfgres der mikroplast til landbrugsjord ved anvendelse af biog@ddning og anden affaldsbiomasse?

Flere undersggelser (f.eks. Mintenig et al, 2014; Magnussen & Norén, 2014; Vollertsen & Hansen, 2017; Palmqvist
& Aagaard Larsen, 2018; Ljung et al, 2018; Weithmann et al, 2018; Lundbgl Vestergaard et al, 2018) har vist at bade
biog@dning (spildevandsslam), komposteret spildevandsslam og biopulp samt digestat fra udradning af kildesorteret
organisk husholdningsaffald indeholder mikroplast i betragtelige maengder. Det betyder, at det ikke kan undgas, at
der tilfgres mikroplast til landbrugsjord ved anvendelse af ggdningsprodukter baseret pa f.eks. bioggdning og
kildesorteret organisk husholdningsaffald. Der er dog ogsa andre kilder til bade makro- og mikroplast forekomst pa
landbrugsjord, f.eks. anvendelse af landbrugsplast til overdaekning af tidlige afgrgder, luftbaren deposition af stgv
indeholdende mikroplast partikler, og generel henkastning af affald i det terrestriske miljg. Der er pa nuvaerende
tidspunkt ingen viden om de relative bidrag fra forskellige kilder til mikroplast i det terrestriske miljg, inklusiv
landbrugsjord.

Er det sandsynligt at mikroplast ophobes pd landbrugsjord ved anvendelse af biog@ddning og anden affaldsbiomasse?
Den generelle antagelse er at plastik, inklusiv mikroplastik, har lang nedbrydningstid i miljget. Et studium (Zubris &
Richards, 2005) viste at syntetiske fibre kunne genfindes i jord mere end 5 ar efter at ggdning med
spildevandsbaserede ggdningsprodukter var stoppet, hvilket understgtter denne antagelse. Da mikroplast tilfgres
til landbrugsjord ved anvendelse af affaldsbiomasse som ggdning, og nedbrydningstiden tilsyneladende er laengere
end de 3 ar der typisk mindst gar mellem to pa hinanden fglgende tilfgrsler af ggdning baseret pa affaldsbiomasse,
er det sandsynligt at der vil ske en ophobning af mikroplast i miljget ved anvendelse af affaldsbiomasse som ggdning.
Der er dog ingen indikation i den publicerede litteratur, pa hvor lang nedbrydningstiden af mikroplast i det
terrestriske miljg kan antages at vaere. Sa for at svare mere praecist pa graden af ophobning af mikroplast ved
anvendelse af affaldsbiomasse som ggdning, vil det veere ngdvendigt at foretage undersggelser af nedbrydningsvej
og nedbrydningstid af plastemner i det terrestriske miljg.

Har mikroplast negative effekter pé vigtige jordbundsorganismer?

Der er pa nuvaerende tidpunkt kun tilgengelig information om potentielle effekter af mikroplast pa fire
regnormearter nemlig Aporrectodea caliginosa, Eisenia veneta, Eisenia andrei og Lumbricus terrestris. For tre af
arterne A. caliginosa (Palmaqvist et al., 2019 (nzervaerende rapport)), E. veneta (Karling, 2018) og E. andrei (Rodriguez-
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Seijo et al.,, 2017) blev der ikke fundet negative effekter pa overlevelse, vakst eller reproduktion ved
langtidseksponering til jord tilsat mikroplast i koncentrationer pd op til 0,1 % pa vaegtbasis. For den fjerde
regnormeart, L. terrestris (Lwanga, 2016), blev der fundet reduceret overlevelse og vaekst (men ingen effekter pa
reproduktion) ved eksponering til fgde (fgrnelag pa jordoverfladen) tilsat mikroplast. | dette studium var
eksponeringskoncentrationerne og den lavest observerede effektkoncentration (28% pa vaegtbasis) dog hgjere end
hvad der ma forventes at vaere en realistisk mikroplastkoncentration pa almindelig landbrugsjord, i henhold til
veerdier malt af Vollertsen & Hansen (2017) og Ljung et al. (2018). Ved eksponering af E. andrei til mikoplast fandt
forfatterne til det studium (Rodriguez-Seijo et al., 2017) endvidere histopatologiske effekter, i form af forstoppelse,
arvaevsdannelse og inflammation pd ormenes tarmvaev, ned til en mikroplast koncentration pd ca. 0,01% pa
vaegtbasis, men ogsa denne koncentration er hgjere end de vardier pd max. 50 mg/kg der til dato er malt i og
publiceret for jordprgver (Vollertsen & Hansen, 2016; Ljung et al, 2018). Med baggrund i den forhandenvaerende
viden om mikroplast forekomst i landbrugsjord, er der altsa ikke nogle af disse studier som umiddelbart giver
anledning til at antage, at der er en risiko for regnormebestanden forbundet med anvendelsen af organiske
ressourcer til jordbrugsformal. Da der ikke findes publicerede studier af mikroplast effekter pa andre relevante
jordbundorganismer, kan det dog ikke endeligt konkluderes om det er sandsynligt at mikroplast i organiske
ressourcer vil udggre en risiko for jordbundsorganismer generelt ved anvendelsen af organiske ressourcer til
jordbrugsformal.

. Kan jordbundsorganismer detektere og undvige mikroplast?

| et antal undvigeforsgg med regnorme af arterne Aporrectodea caliginosa (Grd orm) og Eisenia veneta (kompost
orm) blev det undersggt om ormene kan detektere og undvige mikroplast. Forsggene viste at orme er i stand til at
detektere mikroplast, i hvert fald nar det er tilstede i relativt hgje koncentrationer (0,1 vaegtprocent), men
indikerede at fgdemaengde og -kvalitet er vigtigere for ormenes valg af habitat end tilstedevaerelsen af mikroplast i
jorden. Kun nar fégdemaengde og -kvalitet var den samme i de to jordtyper, ormene fik mulighed for at vaelge imellem,
valgte ormene (E. veneta) at undvige den jordtype som indeholdt stgrre maengder mikroplast (Palmqvist et al, 2019
(naerveerende rapport)).
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